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RESUMO

A Doenca Falciforme (DF) é causada por uma mutagdo genética que resulta na substituicao
de um tnico aminoacido da cadeia da B-globina, levando a formag&o de uma hemoglobina
andmala conhecida como hemoglobina S. Em situacgdes de baixas concentracbes de oxigénio,
a hemoglobina se polimeriza, levando as hemécias a assumirem um formato alongado, em
um evento conhecido como falcizagdo. A angiogénese é o processo pelo qual ocorre a for-
macao de novos vasos a partir de vasos pré-existentes. Estudos mostraram que pacientes com
DF, no geral, apresentam niveis elevados de fatores angiogénicos plasmaticos e que as pla-
quetas de pacientes com anemia falciforme (AF) podem circular em estado ativado na circu-
lacdo sanguinea. Como ja é conhecido que as plaquetas funcionam como reservatérios de
fatores envolvidos na inflamagéo e na angiogénese, o objetivo deste projeto foi avaliar o
papel das plaguetas de pacientes com DF nos principais mecanismos angiogénicos das célu-
las endoteliais in vitro, utilizando células endoteliais humanas de corddo umbilical (HU-
VEC). As células HUVEC foram co-cultivadas com plaquetas separadas do sangue periférico
de pacientes portadores de AF (HbSS) e DF (HbSC), e de individuos sadios (HbAA) por 24
horas. A quantificacdo das células HUVEC em proliferacdo se deu através de um kit comer-
cial (BrdU). Para avaliacdo da formacao de estruturas tipo capilares pelas células endoteliais
(CE) utilizou-se matriz GFR-Matrigel. Os ensaios de invasao e migracdo foram realizados
em camara dupla de Matrigel e por meio da técnica de Scratch. A analise do secretoma e da
expressdo de receptores na superficie de plaquetas foi feita através do ensaio de multiplex e
citometria de fluxo. Os resultados do estudo indicam que as plaquetas de pacientes com DF
(HbSS e HbSC) e controle podem estimular a formacdo de estruturas capilares, a invasdo e a
migracdo das CE, in vitro. Nossos achados também demonstram que o co-cultivo de CE com
plaquetas de pacientes com AF, no mesmo poco, resulta no aumento da capacidade de inva-
sdo das CE. Em relagdo a anélise da secretoma das plaquetas, observamos que, em 24 horas,
as plaquetas de pacientes com AF secretam concentracdes elevadas dos fatores pro-angiogé-
nicos ANG 1, angiogenina, e PDGF AA, e do fator anti-angiogénico, endostatina. Também,
mostramos que as plaquetas de pacientes com AF do nosso grupo de pesquisa apresentam

um aumento na expressdo do receptor de trombina, PAR-1. Nosso trabalho reforga a hipotese



de que as plaquetas participam do processo angiogénico da AF e abre perspectivas para novos
estudos. Considerando que pacientes com DF possuem contagens elevadas de plaquetas, des-

tacamos as plaquetas como um alvo terapéutico no tratamento da DF.

Palavras chaves: Doenga falciforme; Angiogénese; Plaquetas.



ABSTRACT

Sickle cell disease (SCD) is caused by a genetic mutation that results in the substitution of a
single amino acid in the B-globin chain, leading to the formation of an anomalous hemoglobin
known as hemoglobin (HbS). At low blood oxygen concentrations, HbS polymerizes and red
blood cells undergo sickling. Angiogenesis is the process by which the formation of new
vessels occurs from pre-existing vessels. Previous studies have shown that patients with SCD
have increased levels of plasma angiogenic factors, which indicates a proangiogenic state in
these individuals, and that platelets from patients with sickle cell anemia (SCA) circulate in
an activated state in the bloodstream. As platelets are known to serve as reservoirs for factors
involved in inflammation and angiogenesis, the aim of this project was to evaluate the role
of platelets from SCD patients in the major angiogenic mechanisms of endothelial cells in
vitro, using Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC). HUVEC cells were co-cul-
tured with platelets isolated from the peripheral blood of patients with SCA (HbSS) and SCD
(HbSC), and from healthy individuals (HbAA) for 24 hours. The quantification of proliferat-
ing cells was carried out using a commercial kit (BrdU), and HUVEC were cultured in the
presence and absence of platelets on GFR-Matrigel matrix to assess the formation of capil-
lary-like structures by endothelial cells. Invasion and migration assays were performed in
dual chamber plates using Matrigel, and the Scratch technique, respectively. The secretome
and the expression of receptors on the surface of platelets were analyzed using multiplex
assays and flow cytometry. Our data indicate that SCD and control platelets can stimulate
the formation of capillary structures, and the invasion and migration of endothelial cells (EC),
in vitro. Our findings also show that the co-cultivation of EC with SCA platelets, in the same
well, results in increased EC invasiveness. SCA platelets were found to secrete, during a 24-
hour period, increased levels of the pro-angiogenic factors, Ang 1, angiogenin and PDGF-
AA, and the anti-angiogenic factor endostatin, and presented an increased expression of the
PAR-1 thrombin receptor. Our work reinforces the hypothesis that platelets participate in the
angiogenic process of SCA and provides perspectives for further studies. Given the increased
circulating platelet counts associated with SCD, data further highlight the platelets as a ther-

apeutic target for the treatment of SCD.

Key words: Sickle cell disease; Angiogenesis; Platelets.
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1. INTRODUCAO

1.1 DOENCA FALCIFORME

O termo doenca falciforme (DF) engloba um grupo de doencas hereditarias,
nas quais ocorre uma mutacao genética no gene da cadeia da B-globina, que resulta na for-
macao de uma hemoglobina andmala conhecida como hemoglobina S (HbS). Em homozi-
gose, essa mutacao causa a anemia falciforme (AF, HbSS), mas a heranca em heterozigose
com outras alteracBes da pB-globina pode gerar outras doencas falciformes, como por exem-
plo, a doenca falciforme SC (HbSC) e a HbS/B-talassemia (1-3). Estima-se que 4% da popu-
lacdo brasileira possuam o trago falciforme (HbAS, heterozigose) e o nimero de individuos
com a doenca falciforme (homozigose), corresponda a um ndmero aproximado entre 25 mil
a50 mil (4). A fisiopatologia da DF é complexa e envolve varios processos e tipos celulares.
Pacientes com DF sdo mais suscetiveis a hipertensdo pulmonar, acidente vascular cerebral
(AVC), sindrome torécica aguda, danos a 6rgdos, crises de dor, internacdes frequentes e di-
minuicdo da expectativa de vida (5-6). De maneira geral, pacientes HbSS apresentam um
quadro clinico mais grave, em relacdo as demais DF, contudo, pacientes HbSC sdo mais

suscetiveis a retinopatia, complicacGes tromboticas, osteonecrose e necrose renal (8).

1.2 FISIOPATOLOGIA DA DOENCA FALCIFORME

A mutacéo de ponto (c.20A>T) no gene que codifica a cadeia 3-globina (HBB),
que resulta na troca do aminoacido acido glutamico pelo aminodacido valina, leva a producéo
da HbS e resulta na modificacdo das propriedades fisico-quimicas das hemacias, tornando-
as mais rigidas e frageis (1). A HbS naturalmente possui uma menor afinidade pelo oxigénio,
em comparacgdo a hemoglobina normal (HbA), e em situagdes de baixa oxigenacao, a HbS
forma tetrameros e sofre polimerizacdo, fazendo com que a hemacia assuma um formato
alongado, como de uma foice, em um evento conhecido como falcizagdo (3). Os eventos
frequentes de polimerizagdo da HbS, juntamente com a desidratagéo e as lesGes oxidativas
da membrana das hemacias, resultam em alteracdes do citoesqueleto, os quais alteram a con-
formacéo das hemacias para um aspecto irreversivel de foice, diminuindo assim a sobrevida
dessas células (9-11). As hemacias falcizadas expressam varias moléculas de adesdo em sua

superficie, como por exemplo, a4p1, Lu/BCAM, LFA-3 e ICAM-4, que favorecem a adeséao
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destas células ao endotélio vascular e a formacao de agregados heterocelulares com plaque-
tas, outras hemécias e leucdcitos. A formagao desses agregados colabora para a diminuicao
do fluxo sanguineo, podendo levar a vaso-ocluses, principalmente, na microcirculagéo (12-
14). A falcizacdo das hemacias e a vaso-oclusdo sdo os principais eventos fisiopatoldgicos

que caracterizam a DF.

As hemacias de pacientes com DF apresentam um aumento da exposicéao de fos-
fatilserina, e, por isso, estes pacientes passam também a sofrer as consequéncias de uma do-
enca hemolitica, com episodios frequentes de hemdlise extra e intravascular. A hemolise in-
travascular desempenha um papel importante na fisiopatologia da DF (15-17). A liberacédo
da hemoglobina livre (HbL) no plasma causa o sequestro de 6xido nitrico (NO) do vaso e
contribui para a vasoconstri¢do e o retardamento do fluxo sanguineo (18). A diminuicéo de
NO e a liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) durante os eventos hemoliticos e
vaso-oclusivos resultam no aumento da ativagdo endotelial e plaquetaria (3). O grupo heme
ferroso, liberado da hemoglobina, e a presenca de DAMPS (Damage-associated molecular
patterns), como por exemplo o ATP, contribuem para a ativacdo do sistema imune inato (15;
19-20). A ativacdo dos receptores toll-like (TLR) estimula macréfagos e mondcitos, os quais
liberam citocinas pro-inflamatérias que promovem a ativacéo de células endoteliais, plaque-
tas e leucocitos. Armadilhas extracelulares de neutréfilos (NET), liberadas por neutréfilos
ativados, contribuem para a formacao de inflamassomas e favorecem a manutencdo de um
processo inflamatdrio cronico nestes pacientes (21-27). A inflamacéo vascular na DF contri-
bui para a propagacéo do processo vaso-oclusivo (28), resultando em dor e lesdes permanen-
tes a tecidos e 6rgaos (Figura 1).
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Figura 1: Processo vaso-oclusivo na anemia falciforme. A liberacdo de hemoglobina livre e heme na circu-
lagdo diminui a biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO), causando vasoconstri¢do e induzindo a liberacéo de
espécies reativas de oxigénio. A ativacdo do endotélio resulta na adesdo de varios tipos celulares, como heméa-
cias (RBC) e leucdécitos, além de plaquetas ativadas. A vasoconstri¢do e a obstrucao fisica do vaso, devido ao
recrutamento celular e a formag&o de agregados heterocelulares, ocasionam reducdo no fluxo sanguineo, hipé-
xia e a consequente falcizacdo das hemacias, dificultando a passagem do sangue e, finalmente, resultando na
vaso-oclusdo. Adaptado de Mendonga et al. (19).

A cada ano, fica mais evidente que plaquetas desempenhem um papel importante
na inflamacdo vascular e no processo vaso-oclusivo na DF (29-32). J& é conhecido, que elas
podem contribuir para algumas das complicacdes da doenca, como o AVC isquémico e o

tromboembolismo venoso (33-34).

1.3 PLAQUETAS E A DOENCA FALCIFORME

As plaquetas ndo possuem nucleo e sdo derivadas de megacariécitos da medula
Ossea. Sdo compostas por microttbulos, mitocondrias, lisossomos e granulos citoplasmaticos
do tipo denso e do tipo alfa (35). Sua pequena estrutura colabora para que sejam capazes de
responder imediatamente a pequenos estimulos do microambiente (citocinas, mudancas na
viscosidade do sangue, entre outros). Ha evidencias de que elas participam ativamente como
células do sistema imune (36-37). A rapida resposta se da pela presenca de numerosas glico-
proteinas e receptores em sua membrana (38-39). As plaquetas desempenham um papel im-
portante no sistema homeostéatico, sendo capazes de iniciar a formacdo de um tampao sobre
a superficie lesionada, diminuindo assim a perda sanguinea (38). Sob condic¢des fisiologicas
normais, as plaquetas possuem formato discoide, entretanto, apos a sua ativacao, elas assu-
mem novos formatos, podendo liberar contetdo de seus granulos e microparticulas para o

meio extracelular (39).
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Os granulos do tipo denso armazenam fatores que potencializam a ativacao pla-
quetéria, como por exemplo, adenosina difosfato (ADP), adenosina trifosfato (ATP), célcio,
serotonina, histamina e dopamina, j& os granulos alfas armazenam fatores envolvidos na co-
agulacéo, angiogénese, adesdo celular e inflamacéo (40). As plaquetas ativadas sdo capazes
de aderir as células endoteliais através da interacdo do complexo receptor da glicoproteina
(GP) com o fator de Von Willebrand e o coldgeno da matriz extracelular (39). A integrina
allbB3, em estado ativado, favorece a agregacao plaquetaria (39;41). Os receptores de trom-
bina da familia PAR (Protease-activated receptor) pertencem a superfamilia de receptores
acoplados da proteina G e medeiam a maior parte das respostas da trombina em plaquetas
humanas, atuando diretamente na agregacao e ativacao das plaquetas (41). As plaquetas au-
xiliam na coordenacdo das respostas inflamatorias (42); por exemplo, a liberacdo de media-
dores pré-inflamatorios (43-44), como o ligante CD40L e o fator plaquetario do tipo 4 (45-

46), provocam respostas mediadas por neutréfilos, mondcitos, linfocitos T (47).

Vérias das proteinas pro-inflamatorias liberadas a partir de plaquetas ativadas
estdo aumentadas na DF, incluindo o ligante de CD40L, a proteina TNFSF14 e a interleucina
1-beta (48-51). Pacientes com DF também apresentam contagem elevada de plaquetas (52-
53), com aumento expressivo da ativacao plaquetaria (54). Ha indicios de que a circulacgdo e
a agregacao das plaquetas de pacientes com DF sejam anormais, mesmo durante os quadros
de estabilidade clinica e na auséncia de crises de vaso-oclusao (34;55). O mecanismo pelo
qual isso ocorre, no entanto, ainda € pouco conhecido. Sabe-se que a ADP liberada a partir
da destruicdo das hemécias na circulacdo de pacientes com DF pode contribuir para a ativa-
cao plaquetéria, assim como a expressdo de fosfodilserina na superficie das hemacias, a di-
minuicdo da biodisponibilidade de NO e as concentracdes elevadas de trombina na circulacédo
desses pacientes (56-57). As plaquetas de individuos falciformes também possuem uma ca-
pacidade maior de aderirem ao ligante fibronectina, provavelmente devido ao aumento na
atividade da integrina ollbf3 e da expressédo de P-selectina e a reducdo da sinalizacéo depen-
dente do nucleotideo adenosina monofosfato ciclica (58). Estudos recentes mostraram indi-
cios da formacdo de inflamassoma do tipo NLRP3 em plaquetas de pacientes com DF, o que
pode colaborar para a ativagdo e consequente agregacao das plaquetas nesses pacientes (59-
62). Ainda, nosso grupo recentemente mostrou que a adesdo das plaguetas ao endotélio da-

nificado pode mediar a adesdo de outras células, como os neutrofilos, a esse endotélio (33).



28

1.3 PLAQUETAS E ANGIOGENSE

Além do papel importante desempenhado pelas plaquetas no processo inflama-
torio e da sua contribuicdo para a vaso-oclusdo na DF, ha indicios de que as plaquetas atuem
como reservatorios de fatores envolvidos na angiogénese (63-66). A angiogénese é o pro-
cesso em que ocorre a formagdo de novos vasos a partir de vasos pré-existentes. E um pro-
cesso complexo, envolvendo varias etapas e estimulos (67-68), diretamente influenciado pe-
las condicdes fisico-quimicas do microambiente vascular, interacdes células-células, secre-

¢ao de citocinas e moléculas de adeséo (69).

A formacao de novos vasos, apos a embriogénese, desempenha um papel impor-
tante na cicatrizacdo de feridas e na fisiologia de algumas doencas inflamatdrias, vasculares
e neoplasicas, podendo ser benéfico ou prejudicial, dependendo do contexto em que ele
ocorre (70-72). As células endoteliais desempenham um papel importante no processo an-
giogénico, pois atuam no remodelamento e na manutencdo do ténus vascular, na fluidez do
sangue, na coagulacdo e na troca de nutrientes. Os pericitos sdo células contrateis que tam-
bém desempenham um papel importante nesse processo e atuam regulando o calibre do vaso
e o fluxo sanguineo (70). Vérias proteinas liberadas a partir de diferentes tipos celulares e

estimulos do microambiente (73-77) atuam na angiogénese (Quadro 1).
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Quadro 1: Principais proteinas armazenadas nos granulos alfa de plaquetas, envolvidas no

processo de angiogénese. Adaptado de Martinez et al. (78).

FATOR ANGIOGENICO

Fator de crescimento vas-
cular endotelial (VEGF)

Fator de crescimento deri-

vado de plaquetas (PDGF).

Fator de crescimento de fi-
broblastos (FGF)

Angiopoitinas (Ang)

Fator de crescimento pla-
centério (PIGF)

Angiogenina

Trombospondina

FUNCOES

Controle da proliferagéo,
morfogénese, migracao e
sobrevivéncia das células
endoteliais.

Atua na maturacgao dos va-
sos e recrutamento de célu-
las progenitoras endoteliais
da medula 6ssea.

Formacao de tubulos vas-
cular. Estimula a secrecédo
de VEGF.

Estimula a maturacao dos
NoVos vasos e induz a qui-
miotaxia de pericitos.

Induz migragdo de células
endoteliais, atua na perme-
abilidade vascular, forma

heterodimeros com VEGF.

Estimula a proliferacdo e a
migracdo celular.

Inibe a migracéo de células
endoteliais e promove a
apoptose celular.

CELULASPRODU-  REFE-
TORAS REN-
CIAS

Célula endotelial, que- 79

ratinocitos, mastoci-
tos, macrofagos, fi-
broblastos, pericitos,
entre outros.

Plaquetas, células en-

doteliais, células mus- 80
culares, macréfagos,

entre outro.

Fibroblastos, células 81
vasculares, células en-
doteliais, musculares e

outros.

Pericitos, células en- 82
doteliais

Células da placenta. 79

Varios tipos celulares,

entre elas a célula en- 83
dotelial

Fibroblastos, células 84
vasculares, entre ou-

tras.

Em situacdes de baixa oxigenagdo sanguinea, ocorre 0 aumento da expressdo do

gene HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor), o que resulta no aumento da transcri¢cdo do gene
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VEGF e outros fatores pro-angiogénicos em diferentes tipos celulares (73). A proteina VEGF
difunde-se, entdo, através dos tecidos (Figura 2), ativando as céelulas endoteliais proximas ao
local e estimulando a proliferacdo e migracao celular. Concomitante a isso, metaloproteina-
ses promovem o remodelamento da matriz extracelular. Esses eventos resultam no surgi-
mento de um novo broto vascular, que se desenvolve em direcéo a outro broto pré-existente,
até que ocorra a anastomose tubular (85-86). Outros fatores, como a angiopoitina 1 (ANG-
1) e o fator de crescimento derivado de plaquetas B (PDGF-B), induzem a quimiotaxia de
pericitos, tornando os capilares formados mais estaveis e prontos para receber o fluxo san-

guineo (83).

Vaso capilar

Membrana
poron VEGF
Pericitos
Ativacdo das
s células
“preste® endoteliais
Conexdo dos

Figura 2: Principais eventos envolvidos no processo de angiogénese. Fatores angiogénicos, como o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), se ligam a receptores especificos nas células endoteliais (CE) adja-
centes, ativando-as. Entdo, iniciam-se a proliferacdo e a migragdo de CE até o local do tecido doente e, conforme
0S vasos sanguineos se estendem, o tecido é remodelado ao redor do vaso. As CE em desenvolvimento migram
para formar um novo vaso sanguineo, e vasos sanguineos individuais se conectam, formando um circuito por
onde o sangue pode circular. Adaptado de Clapp et al. (86).

Pouco ainda € conhecido sobre o papel que as plaquetas desempenham nesse
processo, contudo, ja foi descrito que, em resposta a diferentes estimulos do microambiente,
elas podem agir como estimuladoras ou inibidoras desse processo (87). Entretanto, ja é bem
estabelecido que as plaquetas armazenam no interior de seus granulos alfa varios fatores en-

volvidos na angiogénese (63-66; 78). Estudos anteriores indicam que possam existir, pelo



31

menos, duas subpopulacdes de granulos alfa nas plaquetas, as quais armazenam fatores an-
giogénicos distintos. Segundo estes autores, a estimulagdo do receptor de trombina PAR-1
em plaquetas poderia resultar na liberacdo de fatores promotores da angiogénese, como por
exemplo o VEGF, enquanto a estimulacéo do receptor de trombina PAR-4 levaria a liberacéo
de fatores anti-angiogénicos, como a endostatina (88-89). Também ha relatos de que a ADP
e 0 tromboxano A. atuem na estimulagé@o da liberacdo diferencial de fatores angiogénicos
(90). No entanto, esse tema ainda é motivo de debate no meio cientifico (91-92). Estudos
realizados nos ltimos anos, usando ensaios in vitro, ofereceram indicios de que as plaquetas
de individuos saudaveis e pacientes diabéticos podem aumentar a formacéo de estruturas do
tipo capilares, quando incubadas com células endoteliais formadoras de colénia (93) e que
0s conteudos provenientes dos granulos alfa de plaquetas podem aumentar a formacao de
estruturas capilares em células HUVECs (94-95).

Ha indicios na literatura de que o processo angiogénico contribua para o desen-
volvimento de algumas das complicagdes da DF, entre elas retinopatia proliferativa, hiper-

tensdo pulmonar, Ulceras de perna e sindrome de Moyamoya (96-98).

1.4 ANGIOGENESE E A DOENCA FALCIFORME

Na DF, a hipdxia esta diretamente relacionada com a fisiopatologia da doenca.
Pacientes com DF, de modo geral, apresentam concentracdes elevadas de varios fatores an-
giogénicos, entre eles PIGF (96), VEGF, angiopoietina-2 (99-100), angiopoietina 1 (99,101),
angiopoitina 2 (102), trombospondina (103) e do fator derivado do estroma da medula 6ssea
(SDF-1), um mediador importante da angiogénese e inflamacdo. Um estudo do nosso grupo
de pesquisa demonstrou, in vitro, que o plasma de individuos DF apresenta um perfil plas-
matico pré-angiogénico e que este perfil é diferente em pacientes HbSS e pacientes HbSC.
Foram encontradas concentracdes plasmaticas elevadas dos fatores estimuladores da angio-
génese, ANG 1, FGF, VEGF e PIGF, no grupo de pacientes HbSS, enquanto as concentragdes
dos fatores pro-angiogénicos PIGF, VEGF e dos fatores anti-angiogénicos, endostatina e
trombospondina, foram mais elevadas no grupo de pacientes HbSC (103). Também, mostra-
mos que a hidroxiuréia (HU), principal droga utilizada no tratamento da doenca falciforme,

pode atuar como droga inibidora da angiogénese, diminuindo a expressdo génica de HIF-1,
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inibindo a proliferacdo de células endoteliais e a formacao de estruturas capilares in vitro, e

impedindo o processo de neovascularizagdo in vivo (104).

Em 2018, Antwi-Boasiako e colaboradores, compararam as concentragdes plas-
maticas de ANG 1, ANG 2 e VEGF de pacientes com AF em estado estacionario (sem com-
plicacBes) e pacientes com AF com historico de crise vaso-oclusiva recente, ulceras de perna
e priaspismo. O estudo mostrou que as concentracdes de ANG-1, ANG-2 e VEGF estavam
significantemente mais elevadas no plasma dos pacientes com complica¢des, em comparacdo
aos pacientes em estado estacionario (105). Um estudo recente mostrou que a disfuncao vas-
cular, em consequéncia do processo inflamatério, somada ao perfil pro-angiogénico da DF,
contribui para a angiogénese desregulada e patoldgica da doenca (106).

1.5 TRATAMENTO

O transplante de medula 6ssea alogénico é o Unico método capaz, neste momento,
de curar a AF, mas somente uma pequena porcentagem dos pacientes consegue encontrar um
doador compativel. O uso de medicacdes que possam diminuir as complicacdes da doenca,
portanto, faz a diferenca na vida dos pacientes (107-108). Nao existem muitas op¢des farma-
coldgicas aprovadas pela FDA (Food and Drug Administration) para o tratamento da DF, e
a hidroxiureia (HU) continua sendo a principal droga utilizada. A HU é um agente citostatico
capaz de modificar a evolucdo da doenca, melhorar os pardmetros hematol6gicos e diminuir
significativamente as hospitalizacdes dos pacientes (30). Ela atua principalmente aumen-
tando as concentracdes de hemoglobina fetal nas hemaécias, o que favorece a diminuicao da
polimerizagédo da HbS (109-110). Recentemente, o uso de L-glutamina, Crizanlizumab e Vo-
xelotor foi aprovado pela FDA para tratamento da DF, mas evidéncias dos beneficios destes
medicamentos isolados, em termos de uma melhoria na qualidade de vida e sobrevivéncia de

pacientes com AF, ainda estdo incipientes (111-112).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Antwi-Boasiako%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29954157
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2. JUSTIFICATIVA

Embora alguns estudos venham contribuindo para o entendimento inicial da an-
giogénese e de um possivel papel das plaquetas nesse contexto, ainda se sabe muito pouco
sobre o comportamento das plaquetas de pacientes com DF no processo de angiogénese. Das
numerosas complicagdes clinicas da DF, algumas podem ser associadas a desequilibrios no
processo angiogénico e as mudancas nas concentracdes de fatores pro-angiogénicos plasma-
ticos (103). Estudos do nosso grupo (e outros) de pesquisa mostraram que pacientes portado-
res de DF apresentam maior ativacao plaquetaria (54-55) e que as plaquetas destes individuos
secretam fatores pro-inflamatorios em maior quantidade (48-51). Estudos que busquem en-
tender e explorar as possiveis contribuicdes das plaquetas de pacientes com doenca falci-
forme na angiogénese poderdo contribuir para avangos na pesquisa terapéutica e diminuicao

das complicacdes da doenca.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAL.:
Avaliar a influéncia das plaquetas de pacientes com doenca falciforme nos prin-

cipais mecanismos angiogénicos das células endoteliais, in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

I.  Avaliar a influéncia in vitro das plaquetas de individuos controles e pacientes com DF na
formacéo de estruturas do tipo capilar por células endoteliais (HUVEC).

Il.  Avaliar a influéncia das plaquetas de individuos controles e pacientes com DF nos meca-
nismos angiogénicos (proliferacdo, migracdo e invasao) de células endoteliais (HUVEC),
in vitro.

I1l.  Caracterizar o perfil de liberacdo de fatores pro-angiogénicos e anti-angiogénicos arma-
zenados e secretados por plaquetas de pacientes com DF (HbSS e HbSC).
IV.  Auvaliar a relacdo entre a ativacdo plaquetaria e a estimulacdo (ou nao) de mecanismos

angiogénicos das células endoteliais (HUVEC), in vitro.
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4 METODOLOGIA

4.1 RECRUTAMENTO DOS PARTICIPANTES DO ESTUDO

Foram recrutados pacientes do ambulatério do Centro de Hematologia e Hemo-
terapia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), com diagndéstico confirmado

de DF que atendiam os seguintes critérios:

Pacientes com DF, homozigotos para HbS (HbSS), em estado estavel, sem historico cli-
nico de retinopatia proliferativa e, sob uso ou nédo, de 15-30 mg/kg/dia de HU. Atual-
mente, a maioria dos pacientes atendidos no ambulatério do Hemocentro da Unicamp,
fazem uso de HU.
Pacientes com DF, duplo-heterozigotos para HbS e HbC (HbSC);
Individuos saudaveis (HbAA; doadores de sangue, alunos e funcionarios da UNICAMP).
Foram excluidos do estudo: 1) pacientes que haviam recebido transfusao sangui-
nea e/ou que apresentaram episddios de dor nos dltimos trés meses; 2) pacientes oucontroles
sem DF que haviam feito uso de anticoagulantes nos ultimos dez dias.
Todos os individuos que participaram deste estudo assinaram o Termo de Con-
sentimento Livre e Esclarecido (TCLE), previamente aprovado pelo Comité de Etica e Pes-
quisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP (CAAE: 65253516100005404).

4.2 HEMOGRAMA

Os hemogramas foram realizados durante os exames de rotina, utilizando-se o
Sistema de Hematologia 120 Advia (Bayer Diagnostics, Tarrytown, NY, EUA), no dia da
coleta das amostras. Outros dados, como idade, porcentagem de hemoglobina fetal, medica-

mentos em uso e complicagdes clinicas foram obtidos dos prontuarios médicos.

4.3 SEPARACAO DE PLAQUETAS.

As amostras de plaquetas isoladas, de pacientes e controles, foram obtidas a partir
de amostras de sangue periférico coletadas em tubo contendo o anticoagulante citrato de so-
dio (3,2%), com &cido citrico-dextrose (ACD). Apos centrifugagéo (200 x g, 20min, 21°C),
o plasma rico em plaquetas (PRP) foi coletado (aproximadamente 5 ml) e transferido para
um tubo de 15 mL. Posteriormente, foram adicionados 7 ml do tampao de lavagem (NaCl
140 mM / KCI 0,5 mM / citrato de sodio 12 mM / glicose 10 mM / sacarose 12,5 mM, pH=6)
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e realizada uma nova centrifugacéo (800 x g, 12min, 21°C). O sobrenadante foi, entdo, des-
cartado, e o pellet de plaquetas ressuspendido delicadamente (para evitar ativacao plaqueta-
ria) em 1 mL de solucdo de Krebs. Todas as etapas foram feitas dentro do fluxo laminar, com
procedimentos e técnicas estéreis. Para o calculo do numero de plaquetas, foi utilizado o
equipamento Beckman Coulter (Fullerton, CA, EUA). Apds a contagem das plaquetas, a con-
centracdo foi ajustada para 1x10° plaquetas/ml. As plaquetas foram ressuspendidas em meio
de cultura F12K, suplementado com 2% de soro fetal bovino.

4.4 SEPARACAO DE PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP).

Amostras de sangue periférico (7 mL), de pacientes e controles, foram coletadas
em tubos contendo o anticoagulante citrato de sodio (3,2%). Apos centrifugacdo (200 x g,
15min, 21°C), o plasma rico em plaquetas (PRP) foi transferido para um tubo de 15 ml. Para
o célculo do numero de plaquetas, foi utilizado o equipamento Ac-T diff Analyser,Beckman
Coulter (Fullerton, CA, EUA). Ap0s a contagem,a concentracao das plaquetas em suspensao
foi ajustada para 1x10° plaquetas/ml em meio de cultura F12K, suplementado com 2% de
soro fetal bovino (cultura celular) ou solugdo de Krebs (citometria). Todas as etapas foram

feitas dentro do fluxo laminar, com procedimentos e técnicas estéreis.

4.5 CULTURA DE CELULAS ENDOTELIAIS DE CORDAO UMBILICAL (HU-
VECQC).
Foram utilizadas células endoteliais de veia de corddo umbilical humano (HU-
VEC), adquiridas do banco de células americano ATCC (The Global Bioresource Center),
ATCC (R) F-14349 1730-CRL (cdd. 023028), nas passagens de 14 a 22. As células foram
cultivadas em meio de cultura F12-K (invitrogen), suplementado com 10% de soro fetal bo-
vino (SFB, Invitrogen), fator de crescimento Endothelial Cell Growth Supplement Bovine
Neural Tissue (sigma, 30 ng/ml), heparina liquida (10 U/ml) e antibidticos streptomicina
(10000 pg/ml) e penicilina (10000 U/ml), em garrafas de 75 cm?a 37°C com 5% de COx.
Ap6bs atingirem a confluéncia desejada (aproximadamente 90%), as células foram repicadas
(Tripsina 0,25% e EDTA 0,53mM) e distribuidas em novas garrafas, para aumentar a proli-
feracgdo celular. Para isso, 0 meio de cultura foi descartado, e as células aderidas a garrafa
foram lavadas com solucéo de PBS para retirar o0 excesso de meio de cultura e SFB. Cerca
de 3 ml da solucdo de Tripsina foram adicionados por garrafa por 4 min (37°C, 5% CO,).
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Apbs o desprendimento total das células, a tripsina foi neutralizada pela adicdo de 3 ml de
SFB por garrafa. Posteriormente, o sobrenadante foi coletado e 5 ml de PBS foram adiciona-
dos para lavagem das células. O contetdo foi centrifugado (130 x g, 7 min, 24°C) e, apds 0
descarte do sobrenadante, o pellet de células foi ressuspendido em meio de cultura F12 K
suplementado. Toda vez que as células foram repicadas, foi contabilizada uma nova passa-
gem. Antes de todo experimento, a concentracdo de SFB no meio de cultura F12-K foi redu-
zido a 2%. O fenotipo celular foi confirmado por citometria do fluxo (Quadro 2).

Quadro 2: Marcadores testados para a confirmacéo do fendtipo das células endoteliais.

ANTICORPO FLUORO- CLONE MARCADOR
CROMO
Mouse anti human CD45 PerCP 2D1 Leucocito
Mouse Anti-Human APC AC133 Célula-tronco hematopoiética
CD133/1
Mouse Anti-Human CD31 FITC MBC Molécula de adeséo celular endotelial
78.2 plaquetéaria
Mouse Anti-Human PE P1H12  Molécula de adesdo celular de melanoma
CD146
Mouse Anti Human CD34 FITC 8G12 Células hematopoiéticas
Mouse Anti-Human PE TEA1/31  Caderina vascular (células endoteliais).
CD144
Mouse Anti-Human PE SN6 Endotélio Vascular
CD105

4.6 CITOMETRIA DE FLUXO: PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP).
As expressdes das proteinas P-selectina (CD62P), PAR-1, PAR-4 e integrina

aiibB3 (CD41a/CD61) foram avaliadas nas superficies das plaquetas por citometria de fluxo,
utilizando os anticorpos humanos CD62P_PE (clone Psel.KO2.3, eBioscience™), PAR-
1 Alexa Fluor 488 (R&D Systems), PAR-4_FITC (Alomone Labs), CD41a_FITC (clone
HIP8, eBioscience™) e CD41/CD61 alexa Fluor 647 (PAC-1, Biolegend). Para isso, amos-
tras de PRP, (1x10° plaquetas) foram ressuspendidas em 200 pL de solucio de Krebs e as
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células foram entdo incubadas com os anticorpos mencionados (5ul) e analisadas no equipa-
mento FACScalibur (Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA). Foram obtidos cerca de 10.000
eventos para cada amostra. Para anlise, foram criados dotplots SSC/FSC (side scatter/for-
ward scatter), para identificacdo das plaquetas, e os resultados obtidos para a marcacdo de
cada antigeno na superficie das plaquetas foram expressos em média de intensidade de fluo-

rescéncia (MIF) e porcentagem de expressao.

4.7 ENSAIO DE VIABILIDADE DAS CELULAS HUVEC.

Os ensaios de viabilidade foram realizados utilizando-se a técnica de MTS (te-
trazolion), através do Kit colorimétrico “CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Prolifera-
tion Assay” (Promega). Em uma placa de 96 pogos, células HUVEC foram cultivadas por 24
horas (1x 10* células/pogo; 100 pL). Apds este periodo, as amostras de plaquetas foram adi-
cionadas (1x10° plaquetas/pogo; 1x10° plaquetas/poco e 1x107 plaquetas/pogo; 100 pL).
Ap0s 24 horas, foram adicionados, a cada poco, 20 pL do reagente MTS (tetrazélio [3- (4,5-
dimetil-2-il) -5- (3-carboximetoxifenil) -2- (4-sulfofenil) -2H-tetraz6lio). A placa foi incu-
bada por 3 horas (37°C, 5% CO- ). Apds esse periodo, os cristais de formazana, formados a
partir das mitocondrias de células viaveis, geraram uma coloragcdo amarronzada. A leitura da
absorbancia foi realizada em espectrofotdometro Versamax microplate reader (Molecular De-
vices) em comprimento de onda de 490nm. Como controle positivo dos experimentos, as
células HUVECs foram cultivadas em solucdo de PBS, no lugar de meio de cultura, por 24

horas, nas mesmas condicdes que as demais células usadas no estudo.

4.8 AVALIACAO DA FORMAGCAO DE ESTRUTURAS TIPO CAPILARES PE-
LAS CELULAS ENDOTELIAIS.

Foram utilizadas células HUVEC para avaliar o efeito das plaquetas na formacéo
de estruturas capilares. A matriz GFR-Matrigel (BD Biosciences) foi descongelada a 4°C
“overnight” e as pipetas, placas e tubos necessarios para a realizagdo da técnica foram previ-
amente resfriados. Foram adicionados 50 pL de Matrigel em placas de 96 pogos em gelo.
Posteriormente, as placas foram colocadas na estufa a 37°C durante 30 minutos para o gel
polimerizar. As células HUVEC foram entdo contadas utilizando-se azul de Tripan em ca-
mara de Neubauer e, em seguida, colocadas nas placas cobertas com Matrigel na concentra-

Ao de 5x10* células/mL em meio (100 pL) com as respectivas amostras de plaquetas (1x10°
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plaquetas/poco,1x108 plaquetas/poco e 1x107 plaquetas/pogo;100 pL). Apds 20 horas, 0 nu-
mero de estruturas capilares formadas em cada poco foi avaliado em microscopio invertido
(40x, equipamento Zeiss Axiovert S100) de contraste de fase com cAmera acoplada (Moticam
2500). Foram tiradas 5 fotos de cada poco. Posteriormente, utilizamos 0 mesmo experimento
com plasma rico em plaquetas (PRP), para esse ensaio, entretanto, usamos apenas a concen-

tracdo de 1x10° plaquetas/pogo.

Foram considerados como sendo estruturas capilares: ramos unidos por 2 pontos
de ramificacOes; pontos de ramificacGes, extremidades que se ramificam em um ou mais
ramos; nos, extremidades em que se conectam dois ou mais ramos; malhas de capilares, o
circuito fechado de ramos e segmentos isolados, 0s pontos que ndo formam ramos. As estru-
turas formadas foram quantificadas com o auxilio do software ImageJ_Angiogenesis Analy-

Zer.

4.9 ENSAIOS DE PROLIFERACAO CELULAR DE HUVEC

A proliferagdo celular foi avaliada através da incorporacdo de BrdU no DNA das
células endoteliais, co-cultivadas ou ndo com plaquetas isoladas. A quantificacdo das células
em proliferacdo foi realizada utilizando-se o kit Cell Proliferation ELISA, BrdU-colorimetric
(Roche) de acordo com as instrucdes do fabricante. Para isso, as células HUVEC (1x10°
células/pogo; 100pl), previamente cultivadas em placas de 96 pocos, foram incubadas com
as amostras de plaquetas (1x10° células/pogo; 100ul) e BrdU. Apos 24 horas, 0 meio de cul-
tura foi removido, as células foram fixadas e 0 DNA desnaturado. Neste teste, o anti-BrdU-
POD se liga ao BrdU incorporado e o complexo imune formado é detectado pela reacdo com
0 substrato. O produto da reacdo foi quantificado medindo-se a absorbancia em um leitor de
Elisa Versamax microplate reader (Molecular Devices) a 370nm com filtro de referéncia de
492nm.

4.10 ENSAIO DE INVASAO DE CELULAS HUVEC.

Os ensaios de invasdo foram realizados em camara dupla, utilizando-se Matrigel
(BD “Biocoat Matrigel Invasion Chamber”). Para avaliar a capacidade de as plaquetas esti-

mularem a invasdo das células endoteliais, células HUVEC (5x102 células/poco; 500 pl) fo-
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ram semeadas em “inserts” (po¢o superior) em duas condicdes: 1) células HUVECs e pla-
quetas isoladas ou PRP (1x10° plaquetas/poco; 500 pl), ambas em contato e dividindo o
mesmo poco; e 1) células HUVECs no pogo superior, e plaguetas no pogo inferior, como
mostra a figura 3. As culturas foram colocadas na estufa a 37°C durante 20 horas. Apos la-
vagem com PBS (pH 7,4), as células que estavam no poco superior e migraram através da
membrana de matrigel, que separa as duas camaras (superior e inferior), foram fixadas com
metanol a -20°C e os seus nucleos corados com DAPI. Posteriormente as células foram visu-
alizadas e quantificadas em microscépio de fluorescéncia (40x, equipamento Zeiss Axiovert

S100) de contraste de fase com camera acoplada (Moticam 2500).

1)

s~ Insert de
- transwell

HUVEC

Plaquetas

Figura 3:llustracio das condi¢des de cultivo celular usadas para os ensaios de invaséo celular em caAmara
dupla de Matrigel. 1) Plaquetas e células endoteliais no compartimento superior; 11) Plaquetas no comparti-
mento inferior e células endoteliais no compartimento superior.

4.11 ENSAIO DE MIGRACAO CELULAR DE HUVEC: TECNICA DE SCRATCH.

Para avaliar a capacidade de migracdo das células HUVEC, foi feita uma pequena
injaria (risco) na monocamada de células endoteliais. Para isso, células HUVEC na concen-
tragdo de 1 x10° células/ml, foram cultivadas em placas de 24 pogos (500 pl/ pogo) por 24
horas (37°C, 5% CO-). Ap0s este periodo, foi realizado um Unico risco, com uma ponteira de
200 pl, perpendicular ao fundo do pogo, sempre no mesmo sentido. Posteriormente, remo-

veu-se todo o meio de cultura e adicionou-se 0 meio de cultura incompleto (Ham’s F12-K,



41

suplementado com fator de crescimento neural, antibidtico e SFB 2%) na presenca ou ausén-
cia de plaquetas (1 x10° plaquetas/ ml; 500 pl) de individuos controle e pacientes. Apds 20
horas de co-incubacéo, foram tiradas 3 fotos de cada pogo (aumento de 40X, equipamento
Zeiss Axiovert S100). Para quantificar a porcentagem de migracédo, calculou-se a area do

risco (espaco sem células) no tempo 0 (T=0) e apds as 20 horas de incubacéo.

Os calculos foram realizados com o auxilio do software ImageJ_Angiogenesis
Analyzer e os resultados obtidos foram adicionados a formula (1). Para este experimente uti-

lizamos apenas plaquetas isoladas.

Area tempo=0—-Area amostra

Migragéo=

x 100 (1)

Area tempo=0

4.12 COLETA DO SOBRENADANTE DE CELULAS HUVEC E PLAQUETAS
PARA ENSAIO MULTIPLEX.

Foi utilizado o Human Angiogenesis A Premixed Mag Luminex Performance As-
say (R&D Systems) para quantificar as concentracGes de angiopoietina-1, endostatina, FGF
béasico e &cido, PIGF, PDGF-AA, PDGF-BB, trombospondina-2 e VEGF (Quadro 3) no so-
brenadante da co-cultura de HUVEC com plaquetas isoladas de pacientes HbSS ou HbSC e
individuos controles HbAA. Para isso, placas de 24 pocos foram preparadas com 24 horas de
antecedéncia (5x10* HUVECs/poco). Apos esse periodo, as plaquetas foram adicionadas ao
poco (1x10° plagquetas/pogo; 500 pL). As co-culturas foram mantidas durante 20 horas (37°C,
5% CO»). Além disso, as células HUVECs foram incubadas na presenca de meio de cultura
F12 K, suplementado com 2% de soro fetal bovino (grupo basal) ou na presenca do fator de
crescimento vascular VEGF (10 ng/ml, controle positivo). Para avaliacdo do perfil angiogé-
nico do sobrenadante das plaquetas, as mesmas foram mantidas, sob as mesmas condicGes
que as células endoteliais (20 horas, 37°C, 5% CO>). Ao final dos ensaios, o sobrenadante foi

coletado, aliquotado e congelado (-80°C), para posterior analise.

As amostras foram medidas em duplicatas e lidas no equipamento Bioplex 200
(Bio-Rad) do LaCTAD (Laboratdrio Central de Tecnologias de Alto Desempenho) da Uni-
versidade Estadual de Campinas -UNICAMP. A curva de calibragéo para cada fator foi ana-

lisada por regressao logistica 4PL e 5PL. Os dados foram considerados confiaveis se pelo
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menos cinco pontos da curva de calibragéo estivessem entre 70 e 130% dos valores esperados

recomendado pelo fabricante. O limiar de deteccdo de cada kit é apresentado no quadro 3.

Quadro 3: Intervalos de deteccdo de cada fator quantificado através do kit comercial Human

Angiogenesis A Premixed Mag Luminex Performance Assay.

FATOR ANGIOGENICO INTERVALO DE DETECCAO

(Concentracdes)

Angiogenina 0,36 pg/mL a 3.002 pg/ml
Angiopoitina 1 (ANG-1) 6,65 pg/mL a 31.129 pg/mi
Endostatina 5,81 pg/mL a 21.808 pg/mi
Fator derivado de fibroblastos (FGF &cido) 1,71 pg/mL a 7.066 pg/ml
Fator de crescimento placentéario (PIGF) 0,59 pg/mL a 2.461 pg/ml

Fator derivado de plaquetas (PDGF AA) 0,22 pg/mL a 955 pg/mi
Fator derivado de plaquetas (PDGF BB) 1,44 pg/mL a 4.139 pg/ml
Fator de crescimento vascular (VEGF) 0,43 pg/mL a 1.829 pg/ml

Trombospondina 11,25 pg/mL a 46.072 pg/ml
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5. ANALISE ESTATISTICA
Para a anélise dos resultados, foram utilizados os testes ndo-paramétricos de

Kruskal Wallis, seguido pelo do teste de Dunn, para comparagdes entre mais de dois grupos,
ou, Mann-Whitney, para comparacéo entre dois grupos. Foram consideradas diferencas esta-

tisticamente significativas quando P<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 CONFIRMAGCAO DO FENOTIPO DAS CELULAS ENDOTELIAIS USADAS
EM CULTURA, POR CITOMETRIA DE FLUXO.

Com o objetivo de confirmar se as células mantidas em cultura, entre a 14° a 21°
passagem, utilizadas nesse estudo, expressavam o fenotipo da célula endotelial da linhagem
HUVEC, avaliou-se a expressdao dos marcadores, CD31, CD34, CD45, CD105, CD133,
CD144 e CD146, de acordo a metodologia usada por Kiran e colaboradores, 2011 (113).

Tabela 1: Resultados obtidos a partir da analise de marcadores por citometria de fluxo.

ANTICORPO RESULTADO ESPERADO RESULTADO OBTIDO
CD31 Positivo +++
CD34 Positivo ou Negativo -
CD45 Negativo -
CD105 Positivo +++
CD133 Negativo -
Cl44 Positivo +++
CD146 Positivo +++

Células endoteliais HUVECs na 16 ° passagem. Considerou-se como resultado positivo (+) a expres-
sdo acima de 0% a 33,3%; (++) de 33,4% a 66,6% e (+++) valores acima de 66,7%. Os valores de
0% foram considerados como negativo (-).

Os dados obtidos mostraram que as células testadas expressam somente 0s mar-
cadores CD31, CD105 CD 146, CD144 (Tabela 1 e Figura 4), os quais sdo compativeis com

células da linhagem de endotelial.
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Figura 4: Painel de citometria da 16* passagem das células endoteliais em cultura (HUVEC) utilizadas
no estudo. Os scatter plots A, B e C correspondem ao branco (células sem marcacéo). (A) Scatter plot repre-
sentativo demonstrando FSC (forward scatter; indicativo de tamanho) x SSC (side scatter; indicativo de granu-
losidade) das células e o gating das células. (B) e (C) representam o controle da ndo marcacdo das células pelos
fluorocrémos estudados; D) representa a média de intensidade de fluorescéncia (MIF) para a marcacdo do an-
ticorpo anti-CD105-PE; E) demonstra as MIF para as marcag¢Ges dos anticorpos anti-CD34-FITC e anti-CD144-
PE; F) representa as MIF para as marcagdes dos anticorpos anti-CD31-FITCH e anti-CD146-PE; G) representa
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as MIF para as marcagfes dos anticorpos anti-CD133-APC e anti-CD45- PerCP.
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6.2 PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME HbSS (SS)

6.2.1 COMPARAGCAO DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS.

A analise do hemograma da coorte de pacientes HbSSe controles (HbAA) usada
no presente estudo mostrou que os pacientes HbSS, apresentam contagens significativamente
reduzidas de células vermelhas totais, hemoglobina, hematdcrito e contagens aumentadas do
volume corpuscular médio e plaquetas, quando comparados ao grupo de individuos saudaveis

. Os valores estdo apresentados na Tabela 2 abaixo.
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Tabela 2: Comparacgao dos parametros demogréaficos e hematimétricos de controles e pacientes

com anemia falciforme HbSS.

N
Idade
Homens/ Mulheres

NUmero de individuos em tera-
pia com hidroxiuréia

Células vermelhas totais
(108g/L)

Hematocrito (%)

Hemoglobina (g/dL)

Volume corpuscular médio (fL)

Células brancas totais (x10%L)

Neutrofilos (10%/uL)

Plaquetas (x10%L)

Hemoglobina Fetal (%)

AA

20
30 (30; 19-44)
9/11

N/A

5,0 (3,09; 3,1-5,9)

42,6
(43,1; 37,2-48,2)

14,7
(14,8; 12,8-17,3)

87,8
(89,5; 80,2-95,4)

5.8 (5,6; 3,9-6,9)

3,7 (3,8; 2,1-5,6)

2554

(255,0; 152,0- 430,0)

N/A

SS
40
40 (42;28-55)
16/ 24

37

*kkx

2,1(2,0; 1,9- 2,6)

**kxk

277
(27.6; 20,4- 355)

**kx

9,2
(9,1; 6,8- 12,1)

**

118,95
(118,1; 97,1- 136,2)

5,9 (5,8; 4,2- 8,8)

2,4 (2,6; 1,3-3,4)

*%*

379,3
(305,0; 146,0- 890,0)

11,9 (11,9; 2,6-23,5)

Dados hematimétricos de individuos controles (AA) e pacientes com anemia falciforme, HbSS (SS).
Os hemogramas foram realizados utilizando-se o Sistema de Hematologia 120 Advia (Bayer Diag-
nostics, Tarrytown, NY, EUA). N/A, ndo aplicavel. Valores expressos em média (mediana; minimo
e maximo). *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001, comparado ao grupo AA, determinado pelo teste de

Mann Whitney.
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6.2.2 AVALIACAO DA ATIVACAO PLAQUETARIA EM PACIENTES
COM ANEMIA FALCIFORME HbSS.

A fim de comparar o perfil de ativacdo das plaquetas de pacientes HbSS) e indi-
viduos controles, avaliou-se a expressdo das moléculas de adesdo e receptores: P-selectina
(Figuras 5A e B), CD41a (Figuras 5C e D), atividade da integrina alIp3 (usando o anticorpo
PAC-1, Figuras 5E e F), PAR-1 (Figuras 6A e B) e PAR-4 (Figuras 6C e D). Para esse con-

junto de experimentos utilizou-se o plasma rico em plaquetas (PRP).

N&o foram encontradas diferengas significativas na expressao, % ou média de
intensidade fluorescéncia (MIF) dos receptores P-selectina e CD41a (subunidade da integrina
CD41a/CD61, ou aunPs), € na atividade de ouinP3 (avaliada pelo anticorpo PAC-1), entre 0s

grupos.
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Figura 5: Expresséo (% e MIF) das moléculas P-selectina (A e B) e CD41la (C e D) e da atividade de
aIIbp3 (E e F) nas plaguetas de pacientes com anemia falciforme e controles. Determinado por citometria
de fluxo no plasma rico em plaquetas (PRP, 1x10° plaquetas/tubo) de individuos controle (AA, n=7) e pacientes
com anemia falciforme (SS, n=7). Resultados expressos como média. MIF, média de intensidade de fluores-
céncia. P>0,05; comparando o grupo SS ao grupo AA, determinado pelo teste de Mann Whitney.

Com relagéo aos receptores de trombina PAR-1 e PAR-4 (Figuras 6A e B), foi
possivel observar que as plaquetas dos pacientes HbSS, da coorte estudada, apresentam um

aumento significativo na expressdo do receptor PAR-1 (Figura 6B) e diminuicéo significativa
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na expressdo do receptor PAR-4 (Figura 6D), quando comparadas com as plaquetas de indi-

viduos controles (AA).
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Figura 6: Expresséo (% e MIF) dos receptores de trombina PAR-1 (A e B) e PAR-4 (C e D) nas plaquetas
de pacientes com anemia falciforme e controles. Analise por citometria de fluxo, realizada a partir do plasma
rico em plaquetas (PRP, 1x108 plaquetas/tubo) de individuos controle (AA) e pacientes com anemia falciforme
(SS). MIF, média de intensidade de fluorescéncia. Resultados expressos como média. *P<0,05 comparado ao
grupo AA, determinado pelo teste de Mann Whitney.

6.2.3 EFEITO DA PRESENCA DAS PLAQUETAS DE PACIENTES COM
ANEMIA FALCIFORME (HbSS) NA VIABILIDADE DAS CELULAS HUVEC.

Buscando avaliar se as condi¢fes de cultura propostas para esse estudo (Figura

7) poderiam influenciar na viabilidade das células endoteliais HUVEC, células endoteliais

(5x103 células/pogo) foram mantidas em cultura por 24 horas na presenca de meio de cultura

F12K, suplementado com 2% de soro fetal bovino (basal) e em co-cultura com plaquetas de

individuos controles nas concentragdes, 1x10° plaquetas/mL; 1x107 plaquetas/mL e 1x10®

plaquetas/mL (100 pl/ poco).
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As diferentes concentracdes de plaquetas testadas (Figura 7) ndo diminuiram de
forma significante a viabilidade celular das células HUVECs. Nao houve danos toxicos para

essas células quando mantidas em co-cultura com plaquetas.
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Figura 7: Efeitos das plaquetas de individuos saudaveis, em diferentes concentragdes, na viabilidade das
celulas HUVEC, através da técnica de MTS. As células endoteliais foram cultivadas por 24 horas na presenca
de meio de cultura F12 K (basal) e plaguetas em estado basal na concentragdo de 1x10° plaguetas/ml (n=7);
1x10" plaquetas/ml (n=3) e 1x108 plaquetas/ml (n=7). Cada barra representa a média. Foram realizados 3 expe-
rimentos independentes em triplicata.

Sabendo que as plaquetas de individuos controles nao influenciariam negativa-
mente na viabilidade das células HUVECs, o experimento foi realizado usando, desta vez, as
plaquetas de pacientes HbSS. Contudo, nesse experimento foram usadas plaquetas isoladas
de pacientes que estavam fazendo uso de HU e de pacientes que ainda ndo estavam em terapia

com a medicag&o, com o objetivo de avaliar se a HU poderia interferir nos resultados obtidos.

Como mostrado na Figura 8, é possivel observar que, independentemente da te-
rapia com HU, as plaquetas dos pacientes HbSS, na concentragio de 1X10° plaquetas/mL
(100ul/pocgo), nédo séo capazes de intervir, de forma negativa, na viabilidade das células HU-
VECs.
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Figura 8: Avaliacdo do efeito das plaquetas na viabilidade celular de células endoteliais HUVEC, pela
técnica de MTS. Plaquetas isoladas (1x10° plaguetas/pogo) de individuos controle (AA), pacientes com anemia
falciforme (SS), em uso de hidroxiureia (HU) ou ndo (SHU), foram co-cultivadas na presenca das células en-
doteliais HUVEC em cultura (1x10* células/pogo) por 24 horas. As HUVEC foram incubadas na presenca de
meio de cultura F12 K, suplementado com 2% de soro fetal bovino (grupo basal). Como controle positivo (CP)
de morte celular, as células foram incubadas na auséncia de meio de cultura e na presencga de PBS. Cada barra
representa a média. **P<0,01, comparado aos outros grupos, determinado por Kruskal Wallis, seguido pelo
teste de Dunn.

6.2.4 AVALIAQAO DA FORMAQAO DE ESTRUTURAS TIPO CAPILARES PE-
LAS CELULAS ENDOTELIAIS NA PRESENCA DE PLAQUETAS ISOLADAS
OU PRP.

Sabendo que as condi¢des de cultivo para a co-cultura de plaquetas e células en-
doteliais ndo afeta a viabilidade das células HUVEC, buscou-se avaliar a capacidade das
plaquetas de estimular a formac&o de estruturas tipo capilares in vitro. Para isso, as HUVECs
foram incubadas com plaquetas (Figuras 9, 10 e 11) ou PRP (Figura 12) de pacientes HbSS

e controles.

Em uma primeira etapa, testamos diferentes concentracdes de plaquetas (1x10°
plaquetas/mL; 1x107 plaquetas/mL e 1x108 plaquetas/ml; 100 pl/ pogo), como mostra a Fi-
gura 10. A analise das imagens mostrou gque a co-cultura das células endoteliais com as pla-
quetas nas concentracgdes de 1x10’ plaquetas/mL e 1x108 plaquetas/mL (100 pl/ poco) resul-
tou na formac&o de capilares. No entanto, foram observados também borrdes (Figuras 9C e

D), os quais dificultaram a analise dos dados. Esse perfil foi encontrado em varias tentativas.
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Diante desse achado, a concentracdo de 1x108 plaquetas/ml foi escolhida para dar continui-

dade aos experimentos.

Figura 9: Imagens representativas das estruturas tipo capilar das células HUVEC cultivadas com dife-
rentes concentracdes de plaquetas. Plaquetas isoladas de individuos saudaveis foram cultivadas na presenca
de (A) meio de cultura F12K suplementado com SFB 2% (basal), B) meio de cultura F12K suplementado com
SFB 2% + 1x106 plaquetas/ml, C) 1x107 plaquetas/ml e D) 1x108 plaquetas/ml. As imagens A, B, e C s&o re-
presentativas de pogos da cultura, apés 20 horas de incubagdo, em microscopio invertido (aumento de 40X,
equipamento Zeiss Axiovert S100) de contraste de fase com camera acoplada (Moticam 2500). E possivel notar
nas imagens C e D a presenca de um borrédo (cor escurecida) que dificulta a andlise dos capilares.

O préximo passo foi avaliar se o uso de HU por pacientes HbSS, poderia influ-
enciar no efeito das suas plaquetas na formacédo de estruturas capilares in vitro. No entanto,
ndo foram encontradas diferencas significativas na formacdo de estruturas capilares pelas
células endoteliais que foram cultivadas com plaquetas de pacientes em uso de HU ou culti-
vadas com plaquetas de pacientes que ndo estavam em tratamento com a medicagéo (Figura
10). Os resultados mostraram que as plaguetas dos pacientes HbSS, independentemente do
tratamento com a HU, sdo capazes de aumentar significativamente o nimero de estruturas
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capilares (Figura 10A) e de malhas de capilares (Figura 10C), em comparacao ao basal (sem
plaquetas). Diante disso, optou-se por dar continuidade aos experimentos usando apenas pa-

cientes que estavam em terapia com HU, 0s quais S&0 maioria no nosso grupo experimental.
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Figura 10: Avaliacdo da formacgdo de estruturas capilares a partir do co-cultivo de células endoteliais
com plaquetas de pacientes em uso ou ndo de hidroxiuréia. Foram utilizadas células HUVEC (5x102 célu-
las/poco) cultivadas em meio de cultura F12K com SFB 2% (basal, n=11) e plaquetas isoladas (1x10° plaque-
tas/pogo) de pacientes com anemia falciforme (SS), em uso de hidroxiuréia (HU, n=9) e pacientes que nao
faziam uso da HU (SHU, n=3). Nimero de estruturas capilares (ramos unidos por 2 pontos de ramificagdes).
B) nimero de pontos de ramificacdes (extremidades que se ramificam em um ou mais ramos). C) nimero de
malhas (loops). Resultados expressos como média. *P<0,05; **P<0,01 ***P<0,001, comparado ao basal, de-
terminado por Kruskal Wallis, seguido pelo do teste de Dunn.
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Posteriormente, comparou-se a capacidade das plaquetas isoladas de controles e
pacientes HbSS de influenciar nos diferentes aspectos da formacéo das estruturas capilares
in vitro, como mostram as figuras 11 e 12.

e “I_Basal

Figura 11: Imagens representativas das estruturas tipo capilares formadas a partir da co-cultura de cé-
lulas endoteliais e plaquetas isoladas. Fotos tiradas dos pogos contendo células HUVEC (5x10* células/ml)
apos a incubagéo por 20 horas em meio de cultura F12K com SFB 2% (basal) ou com plaquetas (1x108 plague-
tas/ml, 100pL) de individuos controle (AA) e pacientes com anemia falciforme (SS). Os ensaios foram realiza-
dos em triplicata e visualizados através de microscépio invertido (aumento de 40X).

A analise dos dados mostrou que as plaquetas de individuos saudaveis e pacientes
HbSS sdo capazes de aumentar o nimero de estruturas capilares (Figura 12A), o nimero de
extremidades (Figura 12B), o nimero de n6s (Figura 12C), a quantidade de malhas de capi-
lares (Figura 12D) e o tamanho total dos capilares (Figura 12F) em relagcdo as HUVECs in-
cubadas na auséncia de plaquetas. Ndo foram encontradas, no entanto, diferencas significa-

tivas entre os grupos Hb AA e HbSS.
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Figura 12: Quantificagdo das estruturas capilares de células HUVEC (5x102 células/poco) cultivadas em
meio de cultura F12K com SFB 2% (basal, n=11) e plaquetas isoladas (1x10° plaquetas/pogo) de indivi-
duos saudaveis (AA; n=9) ou de pacientes com anemia falciforme (SS; n=9). A) NUmero de estruturas
capilares (ramos unidos por 2 pontos de ramificacdes). B) NUmero de pontos de ramificacfes (extremidades
que se ramificam em um ou mais ramos). C) NUmero de nds (extremidades em que se conectam dois ou mais
ramos). D) Numero de malhas de capilares (loops). E) Tamanho total dos capilares. F) Nimero de segmentos
isolados (pontos que ndo formam ramos). Resultados expressos como média. *P<0,05; **P<0,01 ***P<0,001,
comparado ao basal, determinado por Kruskal Wallis, seguido pelo do teste de Dunn.
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O mesmo experimento também foi realizado utilizando-se o plasma rico em pla-
quetas (PRP) de individuos saudaveis e pacientes HbSS, e os resultados obtidos foram com-
parados com os resultados exibidos pelos mesmos grupos, quando utilizamos apenas as pla-

quetas isoladas (Figura 13).

Os dados obtidos mostram que tanto o PRP, quanto as plaquetas isoladas de con-
troles AA e pacientes HbSS, sdo capazes de aumentar a formacao de estruturas capilares, no
entanto, de maneira geral, a variacdo dentro dos grupos foi menor quando usamos plaquetas
isoladas (Figuras 13A, B e C).
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Figura 13: Comparacdo da quantificacdo das estruturas capilares de células HUVEC na presenca de
plasma rico em plaquetas ou plaquetas isoladas. Células HUVEC (5x10° células/poco) foram cultivadas em
meio de cultura F12K com SFB 2% (basal) e na presenca de plasma rico em plaquetas (PRP, 1x10° plaque-
tas/pogo) ou plaquetas isoladas (1x10° plaguetas/poco) de individuos saudaveis (AA), pacientes com anemia
falciforme em uso continuo de hidroxiureia (SS). A) Nimero de estruturas capilares (ramos unidos por 2 pontos
de ramificacbes). B) NUmero de pontos de ramificagfes (extremidades que se ramificam em um ou mais ra-
mos).C) Numero de malhas de capilares (loops). Resultados expressos como média. *P<0,05; **P<0,01
***P<(,001, comparado ao basal, #P<0,05, comparagéo entre PRP e plaquetas de pacientes SS, determinado
por Kruskal Wallis, seguido pelo do teste de Dunn.
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6.2.5 AVALIA(;AO DA PROLIFERAQAO CELULAR DAS HUVECS NA PRE-
SENCA DE PLAQUETAS
A proliferacdo das células endoteliais, quando co-cultivadas com plaquetas iso-
ladas, ndo diferiu das células cultivadas apenas com meio de cultura (Figura 14). Também,
ndo foram encontradas diferencas significativas quando comparamos os grupos HbSS e
HbAA.
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Figura 14: Efeito das plaquetas de individuos controles (AA, n=9) ou de pacientes com anemia falciforme
(SS, n=9) na proliferacéo das células endoteliais (HUVECs). As HUVEC (1x10* células/pogo) foram incu-
badas na presenca de meio de cultura F12 K, suplementado com SFB 2% na presenga de plaquetas isoladas de
individuos controles ou pacientes com AF (1x10° plaquetas/pogo). Cada barra representa a média. Nao foram
encontradas diferencas entre os grupos, determinado por Kruskal Wallis, seguido pelo do teste de Dunn.

6.2.5 AVALIAQAO DA INVASAO CELULAR DAS HUVEC NA PRE-
SENCA DE PLAQUETAS EM CAMARA DUPLA COM MATRIGEL

Os ensaios de invasdo foram realizados em camara dupla de Matrigel, que forma

dois compartimentos no po¢o. Deste modo, o experimento foi realizado em duas condigdes

distintas: 1) Celulas HUVECs no compartimento superior e as plaquetas de controles ou pa-

cientes HbSS no compartimento inferior (Figura 15B); e 1l) Células HUVECs no mesmo

compartimento que as plaquetas, ambas no poco superior (Figura 15C). Nas duas condig0es,

as células foram mantidas em cultura por 20 horas, com a intencdo de avaliar a capacidade

das plaquetas de estimularem a migracao celular por contato direto e por contato indireto.
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Os dados obtidos (Figura 15B) demonstram que quando plaquetas e células en-
doteliais sdo co-cultivadas em contato indireto, com separa¢éo de compartimentos por inser-
tos transwell (condicdo 1), as plaquetas de pacientes HbSS e controles sdo capazes ainda de
estimular a invasao das células HUVECs, de forma significativa. Nesta condicdo, portanto,
ndo ha contato direto entre as células e as plaquetas, e os resultados obtidos foram compara-
dos ao grupo basal, no qual as células foram cultivadas apenas na presenca de meio de cul-
tura. Contudo, ao avaliar a condicéo Il), na qual plaquetas e células endoteliais sdo co-culti-
vadas no mesmo po¢o (com contato direito), observou-se um aumento significativo de inva-

séo celular apenas no grupo de pacientes HbSS (Figura 15C).
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Figura 15: Ensaio de invasdo das células HUVEC (2,5x10° células/pogo), em camara dupla de Matrigel,
na presenca de plaquetas isoladas (5x10° plaquetas/poco) de individuos controle (AA) e pacientes com
anemia falciforme (SS). A) Imagens representativas das membranas (condigéo 1), B) HUVECS cultivadas no
poco superior e as plaquetas no poco inferior, separadas por insertos transwell (condicdo 1); C) HUVECs e
plaquetas cultivadas em contato, no pogo superior (condi¢do I1). Resultados expressos como média. **P<0, 01,
comparado ao basal, determinado por Kruskal Wallis, seguido pelo do teste de Dunn
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Adicionalmente, o0 mesmo experimento foi realizado utilizando-se o plasma rico
em plaquetas (PRP) de individuos saudaveis e pacientes HbSS , e os resultados obtidos foram
comparados com 0s resultados exibidos pelos mesmos grupos, quando utilizamos apenas as
plaquetas isoladas (Figura 16). Para esse experimento, foi utilizada a condicéo 1, assim como
mostramos na Figura 15C, na qual plaquetas ou PRP foram cultivadas no mesmo poco que
as células HUVECs. Os resultados (Figura 16) indicam que ambos o PRP e as plaquetas

isoladas de pacientes HbSS sdo capazes de aumentar a invasdo das células HUVECs.
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Figura 16: Comparacgdo da capacidade de invasdo celular das células endoteliais co-cultivadas na pre-
senca de plaguetas isoladas ou plasma rico em plaquetas de individuos controles (AA) e pacientes com
anemia falciforme (SS). Ensaio de invaséo das células HUVEC (2,5x10° células/pogo) em camara dupla de
Matrigel, na presenca de plasma rico em plaquetas (PRP, 5x10° plaquetas/poco) e plaquetas isoladas (5x10°
plaquetas/pogo) de individuos controle (AA) e pacientes com anemia falciforme (SS). Resultados expressos
como média. **P<0,01, comparado ao basal, determinado por Kruskal Wallis, seguido pelo do teste de Dunn.

6.2.6 AVALIACAO DA MIGRACAO DAS HUVEC NA PRESENCA DE PLA-
QUETAS ISOLADAS, ATRAVES DA TECNICA DE SCRATCH.

Buscando avaliar se as plaquetas poderiam influenciar na migracdo das células
endoteliais, as células HUVECs (5x10* células/poco) foram cultivadas por 24 horas em pla-
cas de 24 pocos. Apos este periodo, foi feito um risco no fundo da placa, com o auxilio de
uma ponteira de 200 pL. Foram, entdo, adicionadas as plaquetas isoladas (5x10° plaque-
tas/poco) e as células foram incubadas por mais 20 horas. A migragdo das células foi calcu-
lada medindo-se a diminuicao da area sem células em relag&o a area obtida no tempo 0 (Fi-

gura 17).
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Os resultados mostram que a presenca das plaquetas de individuos controles
(AA) ou de pacientes HbSS (SS) aumenta a migracéo das células endoteliais (Figura 17B),
tanto quanto o estimulo pelo fator de crescimento VEGF (10ng/ml). A migragdo nesses gru-
pos favoreceu,, assim, o fechamento do “risco” apos 20 horas de incubacdo, em relacdo ao
grupo basal. Ndo foram encontradas diferencas significativas na migracdo das celulas endo-

teliais entre os co-cultivos com plaquetas de pacientes HbSS e de individuos controles.
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Figura 17: Ensaio de migracéo das células HUVEC na presenca de plaquetas de individuos controle (AA,
n=6) e pacientes com anemia falciforme (SS, n=11), pela técnica de Scratch. As HUVEC (5x10* célu-
las/poco) foram incubadas na presenca de meio de cultura F12 K, suplementado com SFB 2%, grupo basal
(n=7), ou na presenca de plaquetas isoladas (5x10° plaguetas/poco) ou VEGF (10 ng/ml, controle positivo, n=3).
A) Imagens representativas; B) Porcentagem de células HUVECs que migraram em comparagao ao tempo 0.
Resultados expressos como média e erro padrao. *P<0,05; comparado ao basal, determinado por Kruskal Wal-
lis, seguido pelo do teste de Dunn.

6.2.7 AVALIACAO DO PERFIL DE FATORES ANGIOGENICOS NO SOBRE-
NADANTE DE PLAQUETAS.

Buscando comparar o perfil de liberacdo de fatores angiogénicos secretado por

plaquetas de individuos controles e pacientes poderiam exibir em cultura, as plaquetas isola-

das de controle e pacientes foram incubadas em meio F12K com 2% de SFB (0 mesmo usado
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na cultura de HUVECS) por 20 horas. Posteriormente, o sobrenadante das plaquetas incuba-
das foi coletado e usado para a quantificacdo de fatores que atuam como estimuladores da
angiogénese (Figuras 18) e fatores que atuam como inibidores desse processo (Figura 19).

Os resultados mostram que o sobrenadante das plaquetas da coorte de pacientes
com HbSS (SS) estudada contem concentrages significativamente elevadas de Angiopoitina
(Figura 18A), Angiogenina (Figura 18B) e do fator derivado de plaquetas PDGF-AA (Figura
18E), quando comparadas ao sobrenadante das plaquetas do grupo de individuos controles
(AA). Também, foi possivel observar uma tendéncia de aumento do fator derivado de fi-
broblastos FGF-acido (Figura 18C) e do fator de crescimento vascular VEGF (Figura 18G),
em comparacdo ao grupo controle. Com relagdo aos fatores PDGF-BB (Figura 18F) e ao
PIGF (Figura 18D), individuos saudaveis e um numero consideravel de pacientes com AF
apresentaram concentracdes inferiores ao valor minimo detectavel pelo kit utilizado (vide

quadro 3) , ndo sendo possivel a comparagdo entre 0s grupos.
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Figura 18: Andlise do secretoma de fatores pré-angiogénico no sobrenadante de plaquetas isoladas de
individuos controles e pacientes com AF. Concentragdes de: A) Angiopoitina 1, B) Angiogeninca, C) fator
de crescimento derivado de fibroblastos, D) fator de crescimento placentario, E) fator de crescimento derivado
de plaquetas AA, F) fator de crescimento derivado de plaquetas BB, G) do fator de crescimento vascular, de-
tectadas no sobrenadante de plaquetas isoladas (5x10* plagquetas/poco) de individuos saudaveis (AA) e pacien-
tes com anemia falciforme (SS) incubadas por 20 horas. Resultados expressos como média. *P<0,05; compa-
rado ao grupo controle AA, determinado por teste de Mann Whitney.
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Em referéncia aos fatores que atuam como inibidores do processo angiogénico (Fi-
gura 19), observou-se uma tendéncia de elevagédo nas concentracdes de endostatina (Figura
19A) no sobrenadante das plaquetas de pacientes com AF, em comparagdo ao grupo controle.
Assim como ocorreu com os fatores PIGF e PDGF-BB, as concentracdes de Trombospon-
dina-2 (Figura 19B) foram inferiores as detectaveis pelo kit (quadro 3), ndo sendo possivel a

comparacdo entre 0s grupos.
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Figura 19: Analise do secretoma de fatores anti-angiogénicos no sobrenadante de plaquetas. Concentra-
cOes de A) endostatina e B) trombospondina-2 no sobrenadante de plaquetas isoladas (5x10* plaquetas/pogo)
de individuos saudaveis (AA) e pacientes com anemia falciforme (SS) incubadas por 20 horas. Resultados
expressos como media. *P<0,05; comparado ao grupo controle AA, determinado por teste Mann Whitney.

2.2.8 AVALIAQAO DO PERFIL DE FATORES ANGIOGENICOS NO SOBRENA-

DANTE DA CO-CULTURA DE PLAQUETAS E CELULAS ENDOTELIAIS (HUVEC).

A fim de avaliar se o sobrenadante da co-cultura de células endoteliais com pla-

quetas, de individuos controles ou de pacientes com AF, poderia exibir um perfil pré-angio-

génico (Figura 20) ou anti-angiogénico (Figura 21), as células HUVECs foram mantidas em

cultura por 20 horas, na presenca ou auséncia das plaquetas. O sobrenadante foi, entdo, cole-

tado e submetido a quantificacdo de fatores envolvidos no processo angiogénico, por ensaio
multiplex.

Os dados obtidos mostram que o0 sobrenadante da co-cultura de HUVEC: e pla-
quetas de pacientes com AF possuem concentracOes significativamente elevadas do fator de
crescimento Angiopoitina- 1 (Figura 20A) e uma tendéncia de elevacdo das concentragdes
dos fatores de crescimento Angiogenina (Figura 20B), PDGF-AA (Figura 20E), PDGF BB
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(Figura 20F) e de VEGF (Figura 20G), em comparacdo ao sobrenadante de células endoteli-
ais em estado basal (na auséncia de plaquetas). Também, foram encontradas, no sobrenadante
da co-cultura de células HUVECs e plaquetas de individuos AA, concentracdes significati-
vamente elevadas do fator Angiogenina (Figura 20B), somadas a uma tendéncia de elevacéo
dos fatores Angiopoitina 1 (Figura 20A) e PDGF AA (Figura 20G), quando comparadas ao

grupo basal.

Diferentemente da situacdo anterior, em que nao foi possivel quantificar os fato-
res PIGF e PDGF BB, o sobrenadante da co-cultura de HUVECs e plaquetas apresentou
concentragcOes dentro da capacidade de deteccdo do Kit usado. As analises dos resultados
mostram que, independentemente da condigéo testada (presenca ou auséncia de plaquetas),

as concentracdes encontradas do fator PIGF sdo similares (Figura 20D).
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Figura 20: Analise do perfil de fatores pro-angiogénicos no sobrenadante da co-cultura de células HU-
VEC:s e plaquetas. Concentracfes de: A) Angiopoitina 1, B) Angiogenina, C) Fator de crescimento derivado
de fibroblastos, D) Fator de crescimento placentéario, E) Fator de crescimento derivado de plaquetas AA, F)
Fator de crescimento derivado de plaquetas BB, G) Fator de crescimento vascular, no sobrenadante da co-
cultura de células endoteliais (HUVEC, 1x10° células/ml) e plaguetas isoladas (5x10* plaquetas/pogo), de indi-
viduos saudaveis (AA) e pacientes com anemia falciforme (SS). As HUVECSs foram co-cultivadas com as pla-
quetas (20h, 37°C). O grupo basal foi cultivado nas mesmas condi¢des (F12k, SFB 2%). O grupo de HUVEC
incubadas com VEGF (10ng/ml) foi usado como controle positivo. Resultados expressos como média. Deter-
minado por Kruskal Wallis, seguido pelo do teste de Dunn.
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As concentracOes dos fatores endostatina (Figura 21A) e trombospondina-2 (Fi-

gura 21B) nos sobrenadantes das co-culturas de plaquetas de individuos controles e AF com

células endoteliais ndo diferiram estatisticamente

A B
4000~ M
~ E o0
£ > 404
S, 3000 WA =
o «
= . N £ 301
c - el
£ 2000 vy § o)
g ° . A, ix, 2 . A vy
T 10000 —*— * A a
I.ICJ ° g 10
0 A vy =
T T T T
PPN — ——
basal vegf AA SSs basal vegf AA ss

Figura 21: Analise do perfil de fatores anti-angiogénicos no sobrenadante da co-cultura de células HU-
VECs e plaguetas. Concentracfes de A) endostatina e B) trombospondina-2 no sobrenadante da co-cultura de
células endoteliais (HUVEC, 1x10° células/ml) e plaquetas isoladas (5x10* plaguetas/pogo) de individuos sau-
daveis (AA) e pacientes com anemia falciforme (SS). As HUVECs foram co-cultivadas com as plaquetas (20h,
37°C). O grupo basal foi cultivado nas mesmas condic¢des (F12k 2%). O grupo de HUVEC cultivadas com
VEGF (10ng/ml) foi usado como controle positivo. Resultados expressos como média. Determinado por

Kruskal Wallis, seguido pelo do teste de Dunn.



6.3 PACIENTES COM DOENCA FALCIFORME HbSC (SC)
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6.3.1 COMPARACAO DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS.
A anélise dos hemogramas demonstra que pacientes SC apresentam porcen-

tagens reduzidas de hematocrito, concentracGes significativamente reduzidas de hemoglo-

bina e contagens elevadas de células brancas totais e plaquetas, em comparag¢do ao grupo

controle (Tabela 3).

Tabela 3: Comparacédo dos parametros hematimétricos de controles e pacientes com

doenca falciforme SC.

AA sC
N 20 16
Idade 30 (30; 19-44) 36 (38; 24-56)

Homens/ Mulheres

Células vermelhas totais
(10%g/L)

Hematdcrito (%)

Hemoglobina (g/dL)

Células brancas totais (x10%L)

Plaquetas (x10%/L)

9/11

5,0 (3,09; 3,1-5,9)

42,6
(43,1; 37,2-48,2)

14,7
(14,8; 12,8-17,3)

5,8 (5,6; 3,9-6,9)

255,4

(255,0; 152,0- 430,0)

8/8

3,9 (4,1; 2,0- 5,0)

**

29,7
(28,8; 20,4- 39,4)

*

11,3
(11,8 6,8- 13,6)

**k*k

10,4 (10,0; 6,9- 11,9)

*

345,6
(350,0; 171,0-513,0)

Dados hematimétricos de individuos controles (AA) e pacientes com doenca falciforme SC (SC). Os
hemogramas foram realizados utilizando-se o Sistema de Hematologia 120 Advia (Bayer Diagnos-
tics, Tarrytown, NY, EUA). Valores expressos em média (mediana; minimo e maximo). *P<0,05;
**P<(,01; ***P<0,001, comparado ao grupo AA, determinado pelo teste Mann Whitney.
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6.3.2 AVALIACAO DA ATIVACAO PLAQUETARIA
Em referéncia a comparacgdo dos perfis de ativacao das plaquetas de individuos
controles e de pacientes com HbSC, ndo foram encontradas diferengas na expressao (% e
MIF) das moléculas P-selectina (Figura 22A e B) e CD41la (Subunidade o da integrina
allbB3; Figura 22C e D) e na ativacdo da integrina alIbp3 (avaliado por ligagcdo do anticorpo
PAC-1; Figura 22D e E).
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Figura 22: Expressdo (% e MIF) das moléculas P-selectina e CD41a e da atividade de aIIbp3 no PRP de
pacientes com doenca falciforme SC e individuos controles. A) % de expressdo de P-selectina, B) média de
intensidade de fluorescéncia de P-selectina, C) % de expressdo de CD41a, D) média de intensidade de fluores-
céncia de CD41a nas plaquetas. E) % de plaquetas apresentando a integrina allbp3 na sua conformacéo ativada,
F) média de intensidade de fluorescéncia da olIbB3 ativada. Expressdes avaliados por citometria de fluxo do
plasma rico em plaquetas (PRP, 1x10° plaquetas/tubo) de individuos controle (AA, n=7) e pacientes com doenca
falciforme (SC, n=9). Resultados expressos como média. P>0,05, comparado ao grupo AA, determinado por
teste de Mann Whitney.
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Assim como observado no grupo de pacientes com AF (Figura 23D), os dados apon-
tam para uma tendéncia de diminuicdo na expressao do receptor PAR-4 (Figura 23C e D) nas

plaquetas dos pacientes HbSC, em comparagédo ao grupo controle.

A B
751 2501
70' 200_ [ ]
. —~
~ 651 T8
S . o® S 1501
A N
— 604 A —
— S B [}
% A o® & 100- —_———
a 554 A < Aa °
A ° a —WL oce®
50 504
45 T T 0 T T
AA SC AA SC
D
100-C 6000+
90- A A,
A ° —~
= A LL 40004 R L
S 801 AAA Ly =3
¥ N
. nd A, [ ]
g 70 L 20004 A
604 °® L
o0
50 T T 0 T y
AA sc AA SC

Figura 23: Expressdo dos receptores de trombina na superficie de plaquetas de pacientes com doenca
falciforme SC e individuos controles. A) % de expressdo de PAR-1, B) média de intensidade de fluorescéncia
de PAR-1, C) % de expressdo de PAR-4 e D) média de intensidade de fluorescéncia de PAR-4 nas plaquetas
do plasma rico em plaquetas (PRP, 1x108 plaquetas/tubo) de individuos controle (AA) e pacientes com doenca
falciforme SC (SC). Resultados expressos como média. Determinado por Kruskal Wallis, seguido pelo do teste
de Dunn.
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6.3.3 AVALIAC;AO DA FORMA(;AO DE ESTRUTURAS TIPO CAPILARES PE-
LAS CELULAS ENDOTELIAIS NA PRESENCA DE PLAQUETAS ISOLADAS
DE INDIVIDUOS HbSC.

A analise dos nossos dados demonstra que plaquetas de individuos controles e
pacientes SC sdo capazes de estimular, in vitro, a formacao de estruturas capilares (Figura
24A), aumentar o numero de extremidades (Figura 24B) e o nimero de malhas (Figura 24C),
ndo havendo diferencas significantes entre os efeitos de plaquetas de individuos controles e
HbSC.



75

5001 A
3
8 4001 Fokk Fkk
() a ]
° S 3001 A .
: g .
S 5 2001 ah— L]
z = Asad u
= .'. | ]
% 100 -ewweo
O o
C T L] L]
basal AA SC
B
” 1500+
(]
©
©
=]
% 1000~ - -
b3
o A
S at
5004 A A —u
° S s T:-:T‘_ HyE
£ o0
S
Z C T T T
basal AA SC
2501 C
* 200~
<3
g g 150- . .
5] % [
Q o 1001
c o
> © A
z 50+ N —
AP0 A “am
0 LX) T T
basal AA SC

Figura 24: Quantificac&o das estruturas capilares de células HUVEC (5x102 células/pogo) cultivadas com
plaguetas isoladas (1x10° plaquetas/poco) de individuos saudaveis (AA; n=9) e pacientes com doenga fal-
ciforme SC (SC; n=6). A) Numero de estruturas capilares (ramos unidos por 2 pontos de ramificagdes). B)
NUmero de pontos de ramificages (extremidades que se ramificam em um ou mais ramos). C) NuUmero de
malhas de capilares (loops). Resultados expressos como média. *P<0,05; **P<0,01 ***P<0,001, comparado
ao basal, determinado por Kruskal Wallis, seguido pelo do teste de Dunn.
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6.3.4 EFEITO DAS PLAQUETAS DE PACIENTES COM DOENCA FALCI-
FORME SC NA VIABILIDADE E PROLIFERA(;AO DAS CELULAS HUVEC.

A pesar do pequeno nimero amostral, os resultados ndo mostram diferencas sig-

nificativas na viabilidade (Figura 25A) e proliferacdo celular (Figura 25B) das células endo-

teliais quando co-cultivadas com plaquetas de individuos controles e pacientes SC. Os dados

foram comparados com o grupo basal (sem plaquetas).
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Figura 25: Avaliagdo do efeito das plaquetas (1x10° plaquetas/pogo) de individuos controle (AA) e paci-
entes com doenca falciforme SC nas células endoteliais. A) viabilidade das células endoteliais HUVEC, pela
técnica de MTS e B) proliferagdo celular das células endoteliais, pela técnica de BrdU. HUVEC (1x10* célu-
las/poco) foram incubadas na presenga de meio de cultura F12 K, suplementado com SFB 2% , grupo basal.
Como controle positivo (CP) de morte celular, as células foram incubadas na auséncia de meio de cultura e na
presenca de PBS. Cada barra representa a média. **P<0,01, comparado ao basal, determinado por Kruskal
Wallis, seguido pelo do teste de Dunn.

6.3.5 AVALIACAO DA INVASAO E DA MIGRACAO CELULAR DAS HU-

VECS NA PRESENCA DE PLAQUETAS DE PACIENTES COM DOENCA
HbSC.

Os resultados apontam para uma tendéncia de aumento da capacidade de invasao

(Figura 26A) e de migracdo (Figura 26B) das células endoteliais, quando co-cultivadas na

presenca de plaquetas de individuos controles e pacientes HbSC, em comparacéo as células

cultivadas em estado basal.
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Figura 26: Avaliacdo da capacidade de invasao e migracao de células endoteliais co-cultivadas com pla-
quetas isoladas de pacientes com doenca falciforme SC e controles. A) invasdo das células HUVEC (2,5x103
células/pogo), em cdmara dupla de Matrigel (condicdo I: HUVECSs cultivadas no pogo superior e as plaquetas
no pogo inferior) e B) migragéo das células HUVEC (5x10 células/pogo), avaliada pela técnica de scratch, na
presenca de plaquetas isoladas de individuos controle (AA) e pacientes com doenca falciforme SC (SC). Re-
sultados expressos como média. **P<0,01, comparado ao basal, determinado por Kruskal Wallis, seguido pelo
do teste de Dunn.

6.3.6 AVALIACAO DO PERFIL ANGIOGENICO DO SOBRENADANTE DE
PLAQUETAS DE PACIENTES COM DOENCA FALCIFORME HbSC.

Buscando comparar o perfil de liberacdo de fatores angiogénicos secretados por
plaquetas de controles e pacientes, as plaquetas isoladas de controle e pacientes HbSC foram
cultivadas em meio F12Ki com 2% de SFB (0 mesmo usado na condig¢ao de co-cultura com
HUVECS) por 20 horas. Posteriormente, o sobrenadante da cultura foi coletado e usado para
a quantificacdo de fatores que atuam como estimuladores da angiogénese e fatores que atuam

como inibidores desse processo (Figuras 27 e 28).

Nossos achados apontam para uma tendéncia de elevacao dos fatores estimula-
dores da angiogénese, angiogenina (Figura 27 B), PIGF (Figura 27 D) e PDGF-AA (Figura

27 E) no sobrenadante das plaquetas dos pacientes SC quando incubadas por 20 horas.
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Figura 27: Analise do secretoma de fatores pré-angiogénico no sobrenadante de plaquetas isoladas de
individuos controles e pacientes com doenca falciforme SC. Concentragdes de: A) Angiopoitina 1, B) Angi-
ogeninca, C) fator de crescimento derivado de fibroblastos, D) fator de crescimento placentério, E) fator de
crescimento derivado de plaguetas AA e F) fator de crescimento vascular, detectadas no sobrenadante de pla-
quetas isoladas (5x10* plaquetas/poco) de individuos saudaveis (AA) e pacientes com doenca falciforme SC
(SC) incubadas por 20 horas. Resultados expressos como média. Comparado ao grupo controle AA, determi-
nado por teste de Mann Whitney.
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Os resultados obtidos mostram que o sobrenadante das plaquetas de pacientes SC
da coorte estudada possuem concentragdes significativamente elevadas endostatina (Figura
28 A), quando comparado as plaquetas do grupo controle.
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Figura 28: Analise do secretoma de fatores anti-angiogénicos no sobrenadante de plaguetas. Concentra-
cOes de A) endostatina e B) trombospondina-2 no sobrenadante de plaquetas isoladas (5x10* plaguetas/pogo)
de individuos saudaveis (AA) e pacientes com doenca falciforme (SC) incubadas por 20 horas. Resultados
expressos como média. *P<0,05; comparado ao grupo controle AA, determinado por teste Mann Whitney.
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7. DISCUSSAO

No individuo adulto, raramente formam-se novos vasos a partir de vasos pré-
existentes (angiogénese), todavia, esse processo pode ocorrer em resposta a alteragcdes na
homeostase vascular (114-115). A angiogénese, quando descontrolada, pode favorecer o sur-
gimento de varias situacdes patologicas como, retinopatia, artrite, psoriase e cancer (116-
118), contudo, ndo se pode dizer que este processo é totalmente danoso, pois em algumas
doencas e no contexto da cicatrizacdo de feridas, a formacao de novos rearranjos vasculares
favorece a revascularizacdo das areas lesionadas, permitindo a reoxigenacao tecidual (119).
Ja é descrito na literatura que a angiogénese € um dos componentes de doencas inflamatorias
crénicas (103-104). Na DF, por exemplo, ha indicios de que o estado pré-angiogénico possa
estar diretamente ligado a isquemia tecidual e ao dano endotelial, condi¢Ges frequentes nessa
doenca e que ocorrem em resultado da oclusdo microvascular continua, da hemélise intra-

vascular cronica e do estresse oxidativo (121).

Um estudo do nosso grupo de pesquisa demonstrou que pacientes com AF e SC
apresentam padrdes angiogénicos distintos, e que o tratamento com hidroxiureia é capaz de
diminuir as concentracdes plasmaticas de fatores pro-angiogénicos em pacientes com AF
(103). Em outro estudo, dados ofereceram indicios de que as plaquetas de pacientes com AF
circulam em estado ativado e apresentam propriedades adesivas aumentadas (29). Ha relatos
de que a ativacdo plaquetaria pode resultar na liberacdo de uma gama de fatores pré-angio-
génicos, anti-angiogénicos, citocinas e outras moléculas pré-inflamatdrias (75;122). Italiano
e colaboradores (2008) demonstraram que fatores pré e anti-angiogénicos podem ser arma-
zenados em granulos alfa distintos e que a sua liberagcdo ocorre mediante estimulos especifi-
cos do microambiente (88-89). Ainda se sabe pouco sobre a secrecdo dos fatores envolvidos
na angiogénese pelas plaquetas, mas ja esta descrito que as plaquetas de pacientes com DF
apresentam uma maior atividade e/ou expressdo de suas moléculas de adesdo e receptores
(58). Vérios estudos demonstraram que pacientes com DF exibem um perfil pré-trombético
crénico, com aumento da geracdo de trombina, além da exposicéo de fosfatilserina e CD40L
(32). Diante disso, nos questionamos se as plaquetas da coorte de pacientes do nosso centro

de pesquisa poderiam apresentar alteracGes na expressdo e ativacdo de alguns receptores e
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integrinas que sdo marcadores de ativacdo plaquetaria e/ou diretamente envolvidos na libe-

racao de fatores envolvidas na angiogénese.

Dentre as muitas proteinas presentes na superficie das plaquetas, pode-se desta-
car a P-selectina, uma molécula de adeséo que, quando ativada, pode contribuir para a for-
macao de agregados celulares de plaquetas e neutréfilos (126-127). Outra proteina bastante
estudada é a integrina alIbB3, cuja 0 aumento da atividade pode favorecer a agregacéo pla-
quetéria e a adesdo de plaquetas ao endotélio (128). A participacdo das plaquetas na regula-
cao das respostas inflamatorias da DF € evidente (102), no entanto, ainda ndo esté claro por-
que a ativacdo plaquetaria de individuos com DF é anormal (32). Neste presente estudo, ini-
cialmente, esperava-se um aumento na expressao ou atividade de P-selectina, CD4la e
allbp3 (12,29,103) nos grupos de pacientes com AF e SC da nossa coorte, como previamente
observado em 2014 pelo nosso grupo de pesquisa (29). Entretanto, a expressdo dessas molé-
culas nas plaguetas dos pacientes avaliados nesse tudo ndo foi significativamente aumentada
em relacdo aos controles. Embora ambos os estudos conduzidos pelo nosso grupo de pesquisa
tenham sido realizados com pacientes em acompanhamento no ambulatério, o numero de
individuos em uso de HU aumentou consideravelmente nesse intervalo de sete anos. Atual-
mente, a maioria dos pacientes do nosso centro de pesquisa fazem uso de HU. Em 2019, um
estudo mostrou que o uso da HU foi capaz de diminuir a expressao da P-selectina endotelial,
reduzindo assim o estado pré-trombotico em pacientes com neoplasias mieloproliferativas
(131). Com relacéo as plaquetas, ainda se sabe pouco sobre a agdo da HU sobre o seu perfil

de ativacdo.

Pacientes com AF exibem um aumento na atividade pro-coagulante e concentra-
coes elevadas na geracdo de trombina (132). Os principais efeitos da trombina iniciam-se
através da ativacdo de receptores ativados por proteases (PAR). A trombina € capaz de ativar
os receptores PAR-1/PAR-3/PAR-4 e, embora esses receptores possam estar expressos em
varios tipos celulares, como por exemplo no endotélio, nas plaquetas humanas sdo encontra-
dos apenas os receptores PAR-1 e PAR-4 (133-134). Ha relatos de que a estimulacgdo espe-
cificade PAR-1 ou PAR-4 possa resultar na liberacdo seletiva do contetido dos grénulos alfas
de plaquetas (88,89). Nossos achados demonstram que as expressoes destes dois receptores
podem estar alterados em pacientes com AF. As plaquetas de pacientes com AF da nossa
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coorte apresentam aumento significativo na expressao do receptor PAR-1 e diminui¢éo sig-
nificativa na expressdo de receptor PAR-4, em comparacdo com as plaquetas de individuos
saudaveis. Embora ndo significativo, também foi possivel observar uma tendéncia de dimi-
nuicdo na expressao de PAR-4 nas plaquetas de pacientes SC. Esses achados reforcam a
hipdtese de que as plaquetas de pacientes com DF apresentem uma liberacdo anormal de

moléculas envolvidas na inflamacéao e angiogénese.

Para que a angiogénese ocorra, varios mecanismos e tipos celulares participam
do processo. Os principais eventos envolvidos sdo a degradagdo da matrix extracelular, a
proliferacdo das células endoteliais e a migracdo das células endoteliais (deslocamento). Pos-
teriormente, ainda é necessario gue ocorra a anastomose entre 0s vasos, com a incorporagao
de pericitos e células musculares (130). Para que cada uma das fases aconteca, uma série de
fatores estimuladores ou inibidores do processo precisam atuar. Os fatores VEGF e PIGF,
por exemplo, controlam a proliferacdo, morfogénese, migracao e sobrevivéncia das células
endoteliais (79), enquanto que o fator FGF estimula a secre¢do de mais VEGF e induz a
formacao do tubulo vascular (81). Os fatores ANG 1 e PDGF, por sua vez, atuam estimulando
a maturagdo dos novos vasos (80,82). Ja a endostatina e a trombospondina, inibem a migra-
cdo e induzem a apoptose das células endoteliais, atuando assim, como inibidoras da angio-
génese (84). Diferentes tipos celulares localizados préximos aos vasos que estdo sendo for-
mados liberam esses fatores, em resposta aos micros estimulos do ambiente. Ha relatos na
literatura de que alguns fatores angiogénicos possam estar relacionados com o surgimento de
varias complicacdes da doenca, como por exemplo a retinopatia proliferativa e a formacéo
de Ulceras de pernas (103, 105-106). Pacientes com AF podem apresentar concentracdes sig-
nificativamente elevadas dos fatores estimuladores da angiogénese, ANG 1, FGF, VEGF e
PIGF, enquanto que, pacientes com a DF SC podem apresentar concentragdes significativa-
mente elevadas dos fatores pré-angiogénicos PIGF, VEGF e dos fatores anti-angiogénicos,
endostatina e trombospondina (103). Também ja foi mostrado que a estimulacéo do receptor
de trombina PAR-1 nas plaquetas poderia resultar na liberacdo de fatores pro-angiogénicos,
enquanto a estimulagdo do receptor de trombina PAR-4, resultaria na liberagdo de fatores
anti-angiogénicos (88-89). Nosso grupo de pesquisa ja demonstrou que existe uma correlacéo
positiva e significativa entre 0 aumento plasmatico dos fatores ANG-1, PDGFAA e a capa-

cidade aumentada da mesma amostra em induzir a formagéao de estruturas do tipo capilar ou
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induzir a invasao celular, ficando evidente que o plasma desses individuos atua como um
potente indutor da neovascularizagdo (103). Neste estudo, trazemos indicios de que as pla-
quetas de pacientes com AF secretam concentracOes elevadas de ANG 1, angiogenina, PDGF
AA e endostatina (99-103). Nao foram encontradas concentracdes elevadas dos fatores PIGF
e VEGF no sobrenadante das plaquetas de pacientes com AF, como esperavamos. Contudo,
ndo é possivel afirmar que esses fatores ndo estdo aumentados na AF ou que as plaquetas dos
pacientes com AF ndo secretam esses fatores. E possivel dizer, apenas, que ndo foi possivel
detectar esses fatores dentro do intervalo de deteccdo do kit usado. Também é importante
ressaltar que, neste estudo, ndo utilizamos nenhum estimulo ativador para as plaquetas e que,
na circulacdo sanguinea de pacientes com AF, existe uma gama de estimulos que podem
fazer com que as plaquetas sejam ativadas e liberem o contetdo de seus granulos, o que
poderia ser uma possivel justificativa para as diferencas observadas no plasma sanguineo e
no sobrenadante de plaquetas de pacientes com AF. Além disso, embora ndo tenhamos usado
0 plasma sanguineo no presente estudo, o perfil de secrecdo das plaquetas de nossos pacientes
assemelhou-se com o perfil plasmético observado por Lopes e colaboradores (2015), no en-
tanto, ndo encontramos grandes diferencas no secretoma de pacientes com AF e SC, o que

pode ser devido ao pequeno nimero de amostras de pacientes SC obtidas.

Sabendo que a migragéo, proliferacdo e a formacgédo de estruturas capilares de
células endoteliais podem ser estimuladas por plaquetas (129) e que o secretoma das plaque-
tas de pacientes com AF, da nossa coorte de estudo, é diferente do perfil observado em indi-
viduos saudaveis, buscamos avaliar a capacidade dessas plaquetas estimularem as diferentes
etapas da angiogénese. Os dados obtidos mostraram que sob as condigdes in vitro testadas,
as plaquetas ndo diminuem a viabilidade das células endoteliais sendo, portanto, possivel a
utilizacdo da co-cultura de plaquetas e HUVECs para ensaios de angiogénese. Ndo foram
encontradas diferencas na proliferagdo celular das células endoteliais, induzidas por plaque-
tas de individuos controles e de pacientes com AF/SC. Ao avaliar a capacidade das plaquetas
de estimularem a formacdo de estruturas tipo capilares em Matrigel, foi possivel observar
que as plaquetas de controles e pacientes com AF ou SC, de maneira geral, sdo capazes de
aumentar de modo significativo a formacdo de estruturas capilares in vitro. Todavia, ndo
foram encontradas diferencas entre os efeitos das plaquetas dos grupos de pacientes e con-

troles nesta formacdo capilar. Em algumas imagens obtidas a partir da co-cultura de plaquetas
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de pacientes com AF e células endoteliais, foi possivel observar capilares mais frageis e de-
sorganizados, o que pode ser um indicio de que a angiogénese na AF possa ter um padréo
diferenciado e que mereca aten¢do. Ja é conhecido que a HU pode contribuir para a reducéo
da angiogénese na AF (103), contudo, neste estudo ndo foram encontradas diferencas na vi-
abilidade e na capacidade de formar estruturas capilares, quando utilizamos as plaquetas iso-
ladas de pacientes que estavam fazendo uso ou ndo de HU, o que pode ser um indicio de que

a acdo dessa droga ndo por uma acgdo direta nas plaquetas.

Para que ocorra a formacéo do broto vascular, é necessario que as células se des-
loquem (migrem) para fora dos orificios dissolvidos do vaso existente em direcdo ao local
onde se formarda um novo vaso. A capacidade migratoria das células endoteliais requer a
degradacdo da matriz extracelular e envolve a ativacao de varios sinais endoteliais (85). Ava-
liamos, entéo, por duas metodologias diferentes, a capacidade de as plaquetas estimularem a
migracao das células endoteliais. Nossos resultados apontam para um aumento significativo
na capacidade migratéria das células endoteliais quando estas sdo co-cultivadas com plaque-
tas de controles e de pacientes com AF/SC, quando usamos a técnica de scratch. Também
houve um aumento significativo na capacidade de invasdo das células endoteliais co-cultiva-
das com plaquetas em um mesmo poco. Nossos dados sugerem, portanto, que as plaquetas
de pacientes com AF, bem como as plaquetas de individuos controles, podem estimular a
migracdo e a invasdo das células endoteliais in vitro.

Além disso, embora todos 0s experimentos do nosso estudo tenham sido realiza-
dos utilizando-se a mesma concentracao de plaquetas de individuos saudaveis e de pacientes,
sabemos que a contagem de plaquetas na circulacdo de pacientes com DF é fisiologicamente
superior ao nimero encontrado em individuos saudaveis. Nossa coorte de pacientes com AF
e SC apresentou uma contagem 49% e 35% mais elevada na circulacéo, respectivamente, em
relacdo ao grupo controle, nimero que pode ainda estar subestimado, uma vez que o estado
ativado dessas plaquetas favorece sua interagcdo com o endotélio. Ainda que alguns parame-
tros plaquetarios ndo sejam diferentes entre controles e pacientes, € possivel que o nimero
exacerbado de plaquetas, juntamente com fatores angiogénicos alterados, ja seja suficiente
para justificar um papel ainda mais relevante das plaquetas na angiogénese e, consequente-

mente, nas manifestagdes clinicas da DF. Nossos experimentos com concentragdes mais ele-
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vadas de plaquetas, que mostraram uma formacéo desorganizada das estruturas tipo capila-
res, podem ser um indicativo de que o numero de plaquetas seja crucial para a ocorréncia do

processo angiogénico de maneira adequada.

Com este trabalho, podemos concluir que as plaquetas participam do processo
angiogénico, ndo somente como reservatorio de fatores angiogénicos, mas também estimu-
lando a formacao de estruturas capilares, a invasdo e a migracao celular. Embora nao tenha-
mos encontrado grandes diferencas na acdo exercida por plaquetas de individuos saudaveis
e pacientes com DF, nossos dados oferecem indicios de que as plaquetas de pacientes com
AF apresentam alterac6es na expressao dos receptores PARSs e sdo capazes de liberar maiores
quantidades de fatores angiogénicos, colaborando assim para o aumento da capacidade da
formagc&o de estruturas capilares in vitro e migracdo das células endoteliais. E provavel que,
em um contexto diferente do proposto para o presente estudo, com estimulos pré-inflamaté-
rios, por exemplo, as plaquetas possam estimular ainda mais esse processo. Sendo assim,
consideramos importante que mais estudos possam ser feitos para ampliar o conhecimento
da importéncia das plaquetas no processo angiogénico como um todo, mas principalmente
na DF.
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8.CONCLUSAO

v As plaquetas de pacientes HbSS/ HbSC e individuos saudaveis sdo capazes de esti-
mular a formacdo de estruturas do tipo capilares por células endoteliais in vitro, de forma
semelhante, quando co-cultivadas em Matrigel.

v A capacidade migratdria in vitro das células endoteliais é aumentada quando sé&o co-
cultivadas com plaquetas de controles ou de pacientes com DF. Dados indicam que a proxi-
midade (mesmo poco) entre as plaquetas de pacientes HbSS e as células endoteliais possa
favorecer esse aumento.

v Em referéncia ao estimulo da proliferacdo celular das HUVEC, ndo foi possivel en-
contrar diferencas no perfil dos efeitos de plaquetas de pacientes e controles, quando co-
cultivadas nas condi¢des propostas nesse estudo.

v Plaquetas de pacientes com AF secretam concentracdes significativamente elevadas
dos fatores pré-angiogénicos ANG 1, angiogenina e PDGF AA e do fator anti-angiogénico,
endostatina.

v Pacientes com AF apresentam alteracfes na expressdo de receptores PAR-1 e PAR-
4, 0s gquais podem estar envolvidos na secrecao de fatores angiogénicos.

v Nosso trabalho reforca a hipotese que as plaquetas de pacientes com AF possam par-
ticipar do processo angiogénico da AF. No entanto, é preciso lembrar que a fisiopatologia da
DF é complexa e envolve uma série de eventos que podem contribuir ou ndo para o aumento
da angiogénese. Diante disso, nossos dados abrem perspectivas para estudos futuros que pos-

sam explorar condicdes diferentes das que foram testadas neste estudo.
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Figura 29: Resumo esquematico das conclusdes obtidas no estudo. Dados comparados ao grupo controle
(AA). HbSS (anemia falciforme) e HbSC (doenca falciforme SC).
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10. ANEXOS

10.1AVALIACAO DO PERFIL ANGIOGENICO DO SOBRENADANTE DA CO-
CULTURA DE PLAQUETAS E CELULAS ENDOTELIAIS (HUVEC) NA
PRESENCA DE INSERTS DE TRANSWELL.

Adicionalmente, objetivamos determinar se o contato direto entre as células endote-
liais e plaquetas é necessario para estimular a liberacdo de fatores envolvidos no processo
angiogénico. Células HUVECs e plaquetas de individuos controles e pacientes HbSS, foram
cultivadas na presenca de inserts de transwell (barreira fisica), com poros de 0,4 pum, que nao
permitiam a passagem das plaquetas, mas que favoreciam o compartilhamento do meio. Apds
20 horas, o sobrenadante foi ent&o coletado e usado para quantificagdo de fatores estimula-

dores (Figura 27) e inibitorios (Figura 28) do processo angiogénico.

Né&o foram encontradas diferencas significativas entre os grupos, e os valores encon-
trados no sobrenadante da co-cultura de plaquetas e HUVEC ficaram proximos aos encon-
trados no sobrenadantes das células em estado basal (Figura 27A- F). Os valores obtidos para
a quantificacdo do fator de crescimento VEGF (Figura 27G), foram inferiores aos detectaveis

pelo Kkit, ndo sendo possivel a comparacgdo entre 0s grupos.
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Figura 30: Analise do perfil pré-angiogénico do sobrenadante da co-cultura de células HUVECs e pla-
quetas, na presenca de inserts de transwell. Concentracdes de: A) Angiopoitina 1, B) Angiogenina , C) Fator
de crescimento derivado de fibroblastos (FGF &cido), D) Fator de crescimento placentario (PIGF), E) Fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF BB), F) Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF AA), e
G) Fator de crescimento vascular (VEGF), quantificados no sobrenadante da co-cultura de células endoteliais
(HUVEC, 1x10° células/ml) e plaquetas isoladas (5x10* plaquetas/poco), de individuos saudaveis (AA) e paci-
entes com anemia falciforme (SS). As HUVECs foram co-cultivadas com as plaquetas (20h, 37°C). O grupo
basal foi cultivado nas mesmas condi¢des (F12k 2% SFB). O grupo VEGF (10ng/ml) foi usado como controle
positivo. Resultados expressos como média . Resultados expressos como média. *P<0,05; comparado ao basal,
determinado por Kruskal Wallis, seguido pelo do teste de Dunn.
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Em relacdo aos fatores inibitorios do processo angiogénico, embora néo significativo,
foi possivel observar uma tendéncia de elevacdo nas concentraces de endostatina (Figura
28A\) e trombospondina (Figura 28 B) no sobrenadante da co-cultura de HUVECs e plaquetas
AA, em comparacao ao grupo basal.
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Figura 31: Analise do perfil anti-angiogénico do sobrenadante da co-cultura de células HUVECs e pla-
quetas, na presenca de inserts de transwell. Concentragdes de A) endostatina e B) trombospondina-2, quan-
tificados no sobrenadante da co-cultura de células endoteliais (HUVEC, 1x10° células/ml) e plaquetas isoladas
(5x10* plaquetas/poco), de individuos saudaveis (AA) e pacientes com anemia falciforme (SS). As HUVECs
foram co-cultivadas com as plaquetas (20h, 37°C). O grupo basal foi cultivado nas mesmas condi¢des (F12k
2% SFB). O grupo VEGF (10ng/ml) foi usado como controle positivo. Resultados expressos como média.
*P<0,05; comparado ao basal, determinado por Kruskal Wallis, seguido pelo do teste de Dunn.

10.2 AVALIACAO do PAPEL DAS PLAQUETAS NA ANGIOGENESE DE CA-
MUNDONGOS TRANSGENICOS COM DOENCA FALCIFORME

10.2.1 QUANTIFICACAO DE HEMOGLOBINA LIVRE
10.2.1.1 JUSTIFICATIVA

Das numerosas complicaces clinicas de pacientes com DF (HbSS/HbSC), algu-
mas podem ser associadas ao desequilibrio de processos angiogénicos, como por exemplo a
Ulcera de perna ou a retinopatia proliferativa. Sabendo que as plaquetas de pacientes podem
secretar fatores envolvidos nesse processo, procuramos entender o papel das plagquetas nos
processos angiogénicos em camundongos transgénicos com DF. Buscando confirmar a hipo-

tese levantada e avaliar o perfil de neovascularizagdo diante de um cenério em que as pla-
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quetas ndo estejam presentes, camundongos Townes foram tratados com um anticorpo de-
pletor de plaquetas, (anti-C42b). Atualmente, existem dois modelos murinos transgénicos de
DF disponiveis e amplamente utilizados em estudos in vivo da doenca: as linhagens Townes
(Hba<tm1(HBA)Tow> Hbb<tm2(HBG1,HBB*)Tow>/Hbb<tm3(HBG1,HBB)Tow>/J) e
Berkeley. Em ambos os modelos, a HbS é expressa em homozigose e o fenotipo classico da
AF esté presente. A escolha de camundongos Townes para esse estudo justifica-se pela maior
sobrevida da linhagem Townes em relacéo a linhagem Berkeley Como controles, utilizamos
camundongos C57BL/6Junib.

10.2.1.2 METODOLOGIA

Os animais foram divididos em grupos: 1) C57BL/6 tratados com salina (n=3);
I1) C57BL/6 tratados com VEGF (n=4); 111) Townes tratados com salina (n=3); 1\VV) Townes
tratados com 1gG ndo especifico (n=4), V) Townes tratados com anti-C42b (anticorpo poli-
clonal rato anti-mouse GPIb — Emfret analytics, n=2); VI) Townes tratados com VEGF
(n=5). Para a escolha da concentracdo usada do anticorpo anti-CD42b foi realizada uma
curva de dosagem. O uso de animais e a metodologia usada nesse estudo foram submetidas
e aprovadas pelo comité de ética animal da Universidade Estadual de Campinas (protocolo
5582-1/2020). Todos os animais utilizados no estudo séo provenientes do Centro Multidisci-
plinar para investigacdo bioldgica na area da ciéncia em animais em laboratério (CEMIB) da

Unicamp.
e Ensaio de angiogénese in vivo

Uma mistura de Matrigel® e heparina, com ou sem VEGF (controle positivo),
foi inoculada via subcutanea no dorsal de camundongos C57BL/6 (controle) e animais com
AF Townes. No mesmo dia e apds 72 horas da inoculacdo (Figura 29), os animais foram
tratados com injecdes com salina (60 pL; controle negativo); o anticorpo depletor de plaque-
tas (anti-C42b; na concentragdo de 1pg/g); 1gG ndo especifico (grupo controle), por via in-
travenosa pelo plexo ocular. Apds 7 dias, os animais foram anestesiados e submetidos a uma
pequena cirurgia para extracao do plug de Matrigel, o qual foi pesado e fotografado. A quan-
tificacdo da hemoglobina foi feita através do método de Drabkins, por colorimetria.


http://jaxmice.jax.org/strain/013071.html
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Figura 32:Desenho experimental usado para o tratamento dos animais.

10.2.1.3 RESULTADOS

Nos animais controles (C57BL/6) em que o plug de Matrigel foi tratado com VEGF,
observa-se um aumento na concentracdo de hemoglobina, indicando a ocorréncia da ne-
ovascularizagdo. Contudo, quando olhamos para os efeitos do VEGF no plug de Matrigel
dos animais com AF (Townes), esse aumento € inferior ao observado nos animais con-
troles. Nos animais AF, houve um aumento na concentra¢do de hemoglobina no plug
dos animais tratados com o depletor de plaquetas (anti-CD42b), quando comparado aos
demais animais AF que receberam apenas o tratamento com solucédo salina ou IgG (Fi-

gura 30).
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Figura 33: Neovascularizacéo do plug de matrigel em camundongos C57BL/6J e animais Townes. Quan-
tificacdes de hemoglobina em plug de matrigel foram feitos pelo método de Drabkins. Hemoglobina livre quan-
tificada em plugs inoculados em camundongos controles (C57BL/6Junib) e falciforme (Townes). Resultados
expressos como média e erro padrdo. Anti-GPlb; anti-CD42b.

10.2.1.4 DISCUSSAQO/CONCLUSAO

Esperavamos verificar uma quantidade maior de hemoglobina, indicativa de uma
neovascularizagdo maior, nos plugs de Matrigel provenientes dos camundongos Townes,
comparados com o0s plugs de camundongos controles. Adicionalmente, esperavamos ver uma
inibicdo desta neovascularizacdo nos plugs de animais Townes tratados com anti-CD42b, um
depletor de plaquetas. No entanto, observamos um aumento de hemoglobina nos plugs de
Matrigel dos animais Townes tratados com anti-CD42b. Com base na anélise dos dados ob-
tidos, levantou-se a hipotese de que a deplecdo das plaquetas possa ter resultado em um pro-
cesso hemorragico (hemdlise e sangramento), o que consequentemente levaria a um aumento
da concentracdo de hemoglobina nesses animais, interferindo assim no resultado final. Ki-
sucka e colaboradores forneceram indicios de que as plaguetas podem apoiar a angiogénese
ao evitar que eventos hemorragicos ocorram. Neste mesmo estudo, através do uso de um
modelo de angiogénese in vivo, observou-se que a diminuicéo das plaquetas resulta na dimi-
nuicdo da formacéo de estruturas capilares (135). Diante desse cendrio seria necessario rever

0 modelo experimental proposto, para garantir a robustez dos achados.



