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RESUMO

Mondcitos e macrofagos sdo células da imunidade inata capazes de modificar seu
fendtipo para adequar-se ao tecido no qual estdo presentes e as necessidades do
meio. A eritropoese, processo de formacdo de hemécias, acontece nas ilhas
eritroblasticas (IEs), nichos especializados compostos por um macrofago central
cercado por células eritroides em diferentes estigios de diferenciacdo. Eles
apresentam fendtipo especifico que inclui a expressdo de moléculas anti-
inflamatorias, de adesdo e daquelas ligadas ao metabolismo do ferro e a
eritrofagocitose. Isso possibilita que exercam funcbes essenciais para o
desenvolvimento eritroide: reciclagem do ferro a partir da fagocitose dos eritrocitos
senescentes e a inducdo da proliferacdo e sobrevivéncia dos eritroblastos. Em
algumas situacdes ocorre a eritropoese de estresse (EE), com 0 aumento da producéo
de eritrocitos e maior recrutamento de ferro. Algumas doencas possuem um estado
cronico de EE: a anemia falciforme (AF) é caracterizada pela falcizacdo das heméacias
levando a ativacdo do endotélio, inflamacao e crises vaso-oclusivas. Na policitemia
vera (PV) a eritropoese € aumentada, com proliferacdo de progenitores eritroides e
maior risco de trombose. A deplecdo de macrofagos em modelo animal de PV e de
anemia hemolitica mostrou a importancia dessas células durante a EE. Os mondcitos
também parecem estar envolvidos nos processos da eritropoese. O objetivo desse
trabalho foi caracterizar o feno6tipo de mondcitos e macréfagos de pacientes com EE.
Em especial, foram investigadas a capacidade dessas células de promoverem a
diferenciacéo eritroide e fagocitarem eritrocitos. Foram incluidos pacientes AF ou PV
atendidos no Hemocentro-UNICAMP em fase estavel da doenca. O grupo controle
(CTRL) incluiu individuos sadios. Os mondcitos circulantes do sangue total foram
utilizados para a investigacdo da expressdo de moléculas caracteristicas dos
macrofagos das IEs, para verificar seu envolvimento na fagocitose de células
eritroides, para avaliar o papel das hemacias e dos mondcitos nesse processo,
investigando a expressdo de heme-oxigenase-1 (HO-1) e ferroportina (FPN), e
também para a diferenciacdo e Fenotipagem dos macréfagos. O perfil de expresséo
dos macrofagos de pacientes EE ndo se assemelhou ao dos macrofagos das IEs,
provavelmente devido ao ambiente controlado no qual a diferenciacéo foi feita. Em
contrapartida, os monocitos desses pacientes se mostraram mais semelhantes

fenotipicamente do que os mondcitos CTRL, indicando que seriam capazes de



influenciar na EE presente nessas doencas. Essas células participam da
eritrofagocitose na circulacdo, sendo que o aumento dessa atividade parece ser
resultado de uma maior participacdo das hemacias nos pacientes AF e, ser uma
influéncia tanto das hemacias quanto dos mondcitos nos pacientes PV. Em todos os
grupos observou-se aumento das expressdes de HO-1 e FPN nos mondcitos apos a
fagocitose. Esses resultados mostram que, apesar de possuirem fisiopatologias
diferentes, pacientes com AF ou PV possuem mondcitos mais capazes de interagir
com células eritroides e de realizar a sua retirada na circulagéo, contribuindo para o
maior entendimento da eritrofagocitose e da EE que ocorrem nessas doencas,
revelando a contribuicdo dos mondcitos nesses processos e abrindo caminhos para o

desenvolvimento de novos alvos terapéuticos no futuro.

Palavras-chave: mondécitos, macrofagos, eritropoese, fagocitose, anemia

falciforme.



ABSTRACT

Monocytes and macrophages are cells of innate immunity capable of modifying their
phenotype to adapt to the tissue in which they are present and the needs of the
environment. Erythropoiesis, the process of red blood cell formation, happens in
erythroblastic islands (EBIs), specialized niches composed of a central macrophage
surrounded by erythroid cells at different stages of differentiation. They have a specific
phenotype that includes the expression of anti-inflammatory molecules, adhesion
molecules, and those linked to iron metabolism and erythrophagocytosis. This enables
them to perform essential functions for erythroid development: iron recycling from the
phagocytosis of senescent erythrocytes and the induction of erythroblast proliferation
and survival. In some situations, stress erythropoiesis (SE) occurs, with increased
erythrocyte production and greater iron recruitment. Some diseases have a chronic
state of SE: sickle cell anemia (SCA) is characterized by the falcization of red blood
cells leading to the activation of endothelium, inflammation, and vaso-occlusive crises.
In polycythemia vera (PV) erythropoiesis is increased, with proliferation of erythroid
precursors and higher risk of thrombosis. The depletion of macrophages in animal
model of PV and hemolytic anemia showed the importance of these cells during SE.
Monocytes also seem to be involved in the erythropoiesis processes. The aim of this
work was to characterize the phenotype of monocytes and macrophages of patients
with SE. In particular, the ability of these cells to promote erythroid differentiation and
phagocyte erythrocytes were investigated. Were included patients diagnosed with
SCD or PV in the UNICAMP Blood Center, all in stable phase of the disease. The
control group (CTRL) included healthy individuals. Circulating monocytes of total blood
were used for the investigation of the expression of molecules characteristic of EBIs,
to verify their involvement in erythroid cell phagocytosis, to evaluate the role of red
blood cells and monocytes in this process, investigating the expression of heme-
oxygenase-1 (HO-1) and ferroportin (FPN), and for the differentiation and phenotyping
of macrophages. The expression profile of SE patients’ macrophages did not resemble
that of the EBIs macrophages, probably due to the controlled environment in which the
differentiation was conducted. On the other hand, monocytes of these patients were
more similar phenotypically than CTRL monocytes, indicating that they would be able
to influence the SE present in these diseases. These cells participate in

erythrophagocytosis in the circulation, and this activity appears to be increased by the



influence of red blood cells in SCA patients and, an influence of both red blood cells
and monocytes in PV patients. In all groups there was an increase in HO-1 and FPN
expressions in monocytes after phagocytosis. These results show that, although they
have different pathophysiologies, patients with SCA or PV have monocytes more
capable of interacting with erythroid cells and to perform their removal in circulation,
contributing to the greater understanding of erythrophagocytosis and the SE that occur
in these diseases, revealing the contribution of monocytes in these processes and
opening ways to the development of new therapeutic targets in the future.

Keywords: monocytes; macrophages; erythropoiesis; phagocytosis; sickle cell

anemia.
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1. INTRODUCAO

1.1. Macréfagos e Mondcitos

Mondcitos e macrofagos sédo células da linhagem mieloide envolvidas na
imunidade inata. Constituem cerca de 5-10% dos globulos brancos do sangue
periférico, contribuindo para a resolucéo da inflamacéo e retomada da homeostase do
organismo. Durante condicdes normais, 0s mondcitos circulantes podem se
diferenciar em macrofagos teciduais, integrando a populagédo de células locais que
contribuem para diversos processos como desenvolvimento e monitoramento de
alteracdes teciduais. Durante processos inflamatorios, eles se diferenciam em

macrofagos inflamatorios no local afetado (1-4).

Ambas as células sédo capazes de modificar seu fenotipo para se adequar
ao tecido no qual estédo presentes e as necessidades do meio, indo do estado basal
durante condi¢cdes normais, para um estado pro-inflamatério com capacidade de
eliminagéo de patdgenos e de inflamacéo e, por fim, para um estado anti-inflamatério,
promovendo a resolucdo dessa inflamacdo e volta a condicfes ideais (Figura 1).
Essas mudancas ocorrem através da sinalizacdo do meio, com fatores de

crescimentos e citocinas, ou da presenca de patégenos (2,4).

A principal fungdo dos mondcitos € repor o pool de macrofagos teciduais,
tanto em condi¢cdes normais, quanto durante estresse (5). Apesar disso, esses
monaocitos circulantes possuem diferentes subtipos, com funcBes e fendtipos
individuais, mostrando que eles sédo importantes antes mesmo da diferenciacdo em
macréfagos (1). As expressGes dos marcadores CD14 e CD16 determinam a
classificacdo de trés subtipos de mondcitos. Cerca de 80-90% do pool de mondcitos
€ constituido do subtipo classico (MC-C), que sdo CD14**CD16". Os outros 10-20%
sdo compostos dos subtipos intermediarios (MC-1) - CD14**CD16*, e nao-classicos
(MC-NC) - CD14*CD16" (Figura 2) (1,6).

Os MC-C séao responsaveis pela fagocitose e pela imunidade inata, sédo
capazes de migrar para tecidos e se diferenciar em macrofagos ja em condicdes
homeostéticas. Os MC-I fazem a apresentacéo de antigenos, secrecao de citocinas,
regulacdo da apoptose e participam da angiogénese. J& os MC-NC rastreiam o

endotélio procurando sinais de inflamagé&o e participam da resposta antiviral (1,6,7).
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Figura 1. Fun¢bes dos subtipos de mondcitos e macrofagos. Macrofagos e mondcitos
sdo capazes de mudar seu fendtipo, de acordo com as necessidades do organismo. Eles
saem do estado de homeostase para um estado pro-inflamatério para eliminar patégenos e
combater a inflamacdo. A mudanca desse estado para o anti-inflamatorio permite a resolucéo
do problema até a retomada da homeostase. Dependendo do estimulo do meio, mondcitos e
macrofagos assumem fendtipos distintos com fungdes especificas. Adaptada de Austermann
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Figura 2. Subtipos de mondcitos quanto a expressao de CD14 e CD16. Dot plot de
citometria de fluxo convencional com a classificacdo dos subtipos de mondécitos de acordo
com a expressdo de CD14 e CD16: classicos (CD14**CD16), intermediarios (CD14**CD16%)

e nao-classicos (CD14*CD16*"). Dot plot de citometria de fluxo convencional.
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Os macrofagos teciduais sdo especializados e assumem fendtipos
diferentes dependendo do tecido que ocupam e funcédo que desempenham, como € o
exemplo das células de Kupffer (figado), macréfagos alveolares (pulmdes),
osteoclastos (0ssos), entre outros (5). Além da classificacdo por local, eles também
sao classificados de acordo com a expressao de moléculas associadas ao aumento
ou supressao da resposta imune, sendo macréfagos M1 ou pro-inflamatérios e M2 ou
anti-inflamatorios. Os primeiros expressam citocinas pro-inflamatérias e promovem a
sintese de Oxidos nitricos; 0s outros expressam arginase 1, CD206 (receptor de
manose), receptor de IL-4, entre outros. Essa classificacao € simplificada, no sentido
de gue eles ndo exercem apenas duas funcdes distintas. Os M2, por exemplo, sédo
classificados ainda em M2a, M2b, M2c e M2d, dependendo do estimulo que recebem
para a diferenciacéo (2,4,5,8,9). Algumas das fun¢Bes gerais dos macrofagos séao:
producdo de citocinas e quimiocinas, apresentacdo de antigenos, fagocitose de

células em apoptose e reciclagem do ferro (4).

Tanto mondécitos quanto macréfagos estdo envolvidos em diversas
doencas, desde asma e doencas inflamatdorias e autoimunes, até infeccbes
bacterianas, virais e fungicas. A diferenciacdo de mondcitos em macréfagos e as
proporcdes dos subtipos de cada célula parece variar em condi¢des patologicas e com
o uso de medicamentos, aumentando ou diminuindo a gravidade dos sintomas de

algumas doencas (1,4,10).

Além disso, uma das mais importantes funcdes dessas células € o seu
envolvimento no metabolismo de ferro. Macréfagos M1 expressam niveis altos de
moléculas de estoque do ferro, como a ferritina, e baixos niveis de moléculas que
estimulam o efluxo desse metal, a ferroportina (FPN). O contrario acontece nos M2,
gue parecem favorecer o efluxo e ndo o armazenamento do ferro (11,12). Haschka e
colaboradores (13) demonstraram o envolvimento dos MC-C e MC-I no recrutamento

e reciclagem do ferro na circulagéo.

1.2. Metabolismo do ferro

O ferro € um dos componentes mais importantes na manutencao da

homeostase celular ja que ele participa de processos como sintese de DNA, protecao
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contra patégenos e transporte de oxigénio através da molécula de hemoglobina (Hb)
presente nas hemacias. Apesar de ser importante, o excesso de ferro é prejudicial ao
organismo. Sua presenca em grande quantidade favorece o surgimento de espécies
reativas de oxigénio (ROS), que causam danos oxidativos e peroxidacao lipidica,
levando a danos celulares. Assim, a regulacédo da disponibilidade desse metal é de

extrema importancia (14-16).

A maior parte do ferro esta presente nas hemacias. Durante o processo de
retiradas das hemacias senescentes da circulacdo, o ferro é constantemente
reciclado. Ele so é eliminado do organismo durante sangramentos ou descamacéo do
endotélio duodenal e do epitélio. Essas pequenas perdas sdo supridas através da

alimentacéo, sendo absorvido pelos enterdcitos do duodeno (17,18).

Quando ha niveis altos de ferro no organismo, a hepcidina (hormonio
produzido pelo figado) age na FPN, proteina transmembrana responsavel pelo efluxo
do ferro na célula, causando a sua internalizacao e degradacéo. Assim, o ferro ndo é
liberado e fica armazenado na forma de ferritina intracelular, sendo resgatado quando
houver necessidade ou sendo descartado durante as descamac¢fes do endotélio
(16,19).

Algumas situacfes diminuem a quantidade de ferro do organismo. Nesses
momentos, a hepcidina ndo é produzida e a FPN permanece estavel na membrana
das células, permitindo que o ferro seja externalizado. O ferro livre é tdxico e, uma vez
fora da célula, precisa se ligar a transferrina (Tf) para ser transportado de forma segura
até o local adequado. O complexo Tf-ferro € reconhecido pelo receptor de transferrina
1 (TfR1) nas células que necessitam do metal e € internalizado para que o ferro seja
liberado para uso imediato ou para ser estocado como ferritina para uso posterior
(16,18) (Figura 3).

Desequilibrios no metabolismo do ferro causam consequéncias para todo
0 organismo. Seu excesso é acumulado em 6rgdos como figado e coragéo, causando
problemas de funcionamento e ao estresse oxidativo das células ali presentes. Déficits
prolongados interferem no processo de eritropoese, causando anemias moderadas

ou severas (20).
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Figura 3. Reposicéo de ferro. O ferro do organismo é proveniente, em sua maior parte, da
reciclagem das hemacias senescentes pelos macréfagos. O restante é adquirido da
alimentacdo e absorvido pelos enterdcitos do intestino. Se os niveis de ferro estédo altos, a
hepcidina (hormonio produzido pelo figado) é secretada, a ferroportina é degradada e o ferro
€ armazenado como ferritina. Se os niveis estdo baixos, a hepcidina ndo é produzida, a
ferroportina fica na membrana na célula permitindo a saida do ferro. Uma vez fora da célula,
ele se liga a transferrina para ser transportado até o local necessitado, geralmente a medula
Ossea, para suprir a eritropoese. Criada através do BioRender.

1.3. Eritropoese

A eritropoese é um processo dindmico e complexo no qual progenitores
eritroides presentes na medula éssea sofrem mudancas citoplasmética e nucleares,
até formarem células maduras capazes de transportar oxigénio (21,22). Eles se
desenvolvem em pro-eritroblastos, seguindo para eritroblastos basofilos,
policromaticos e ortocromaticos. Estes, perdem o nudcleo dando origem aos
reticulocitos e, por fim, aos eritrécitos maduros — as hemacias, que permanecem na
circulacdo até a sua senescéncia (23,24). Essas células carregam a Hb que € formada
por globinas e pelo heme ligado a &tomos de ferro. Sua principal funcéo é o transporte

de oxigénio (25).
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Nos adultos, esse processo acontece em nichos especializados na medula
0ssea, chamados de ilhas eritroblasticas (IEs). Descritas em 1958, sdo compostas por
um macréfago central cercado por células eritroides em diferentes estagios de
diferenciacao (26,27). Existem dois tipos de IEs que participam de formas especificas
na eritropoese. As IEs imaturas estdo localizadas ao longo da medula 6ssea e sao
compostas por macréfagos pequenos ligados a células eritroides nos estagios iniciais
de desenvolvimento. Esses macrofagos sdo responsaveis por secretar fatores de
crescimento que favorecem a proliferagéo e diferenciacao eritroide. As IEs maduras
sao formadas por macrofagos maiores ligados a células eritroides mais diferenciadas
e se localizam mais perto dos capilares sinusoides, para que a liberacdo das hemacias
para a circulacdo ocorra mais facilmente. Esses macrofagos fornecem ferro e

fagocitam os nucleos expelidos durante a maturagdo das hemacias (24,28) (Figura 4).

Medula 6ssea IE Imatura |IE Madura Capilar sinusoide

Figura 4. Eritropoese e ilhas eritroblasticas. Diferenciacdo das células eritroides desde
progenitores (HSC — célula tronco hematopoética, BFU-E - unidade formadora de explosédo
eritroide e CFU-E - unidade formadora de cultura eritroide), proeritroblastos (Pro-E),
eritroblastos basdfilos (Baso-E), policromaticos (Poly-E) e ortocromaticos (Orto-E) até
hemécias maduras (RBC). llhas eritroblasticas (IE) imaturas com células eritroides menos
diferenciadas, localizada ao longo da medula éssea e IE madura, com células eritroides mais
diferenciadas e localizada perto dos capilares sinusoides, para a liberacdo das heméacias na

circulagcdo. Adaptado de Li e colaboradores (24)
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A interacdo entre os macrofagos e os eritroblastos € essencial para o
desenvolvimento de células eritroides maduras, tanto em estagios iniciais, quanto nos
mais tardios (29). Os macrofagos presentes nessas estruturas possuem funcdes
fisiologicas essenciais para o desenvolvimento eritroide incluindo, além da reciclagem
do ferro a partir da fagocitose dos eritrocitos senescentes, a inducéo da proliferacéo e

sobrevivéncia dos eritroblastos (30-34).

A influéncia que os macrofagos exercem nas células eritroides €, pelo
menos em parte, mediada de maneira dependente do contato entre as células (35),
sugerindo que moléculas de adesdo ou fatores paracrinos secretados dentro dos
nichos eritroides possam ser importantes efetores desse evento. Assim, 0sS
macrofagos centrais das IEs apresentam um fendétipo distinto dos macrofagos

residentes em outros tecidos (36).

As principais moléculas de adesdo responsaveis pela interacdo entre
macrofagos e eritroblasto sdo: a molécula de adeséo celular vascular-1 (VCAM1 -
Vascular cell adhesion molecule 1), a av integrina, a Emp (erythroblast macrophage
protein), CD169 e o CD163 nos macrofagos. Elas interagem, respectivamente, com a
integrina a4f1, com a molécula de adesao intercelular-4 (ICAM-4 - Intercellular
Adhesion Molecule 4), com a Emp e com glicoproteinas ainda ndo conhecidas nos
eritroblastos (30,35,37-39).

A eritropoetina (Epo), horménio produzido pelos rins e pelo figado, atua
como principal fator de regulacdo da producdo de hemacias, tendo papel importante
na regulacdo do desenvolvimento eritroide (23). Recentemente foi visto que 0s
macrofagos das IEs expressam receptor de Epo (EpoR), 0 que sugere uma regulacéo

da eritropoese por meio deles (36).

Devido a esse envolvimento do metabolismo do ferro, os macréfagos
centrais expressam, além das moléculas relacionadas a adeséo as células eritroides,
moléculas que permitem a captacdo desse metal. O ja citado CD163 é também
receptor do complexo Hb-haptoglobina (proteina de transporte). O complexo
hemopexina-heme €& reconhecido pelo CD91 e o ferro ligado a transferrina é
reconhecido pelo TfR1 (40). Luo e colaboradores (41) mostraram ainda que 0s
macréfagos que promovem a proliferacdo das células tronco hematopoéticas

apresentam o perfil M2, com expressédo de CD206. A expressdo em conjunto dessas
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moléculas caracteriza o fenotipo de macréfago das IEs e esta representada na Figura
5.

a.Byintegrin

ICAM-4

Figura 5. Moléculas de adesdo nas ilhas eritroblasticas. llha eritroblasticas composta por
macrofago central (em verde) e células eritroides (em azul) em proliferacéo e diferenciacao.
Moléculas de adesao expressas pelos dois tipos celulares. EpoR = receptor de eritropoetina,
VCAM1 = molécula de adesdo celular vascular-1, integrina 041, av integrina, ICAM4 =
molécula de adesao intercelular-4, Emp = erythroblast macrophage protein, CD163, CD169.
Adaptado de Borges e Sesti-Costa. (42).

A reciclagem do ferro a partir das hemacias senescentes € feita
principalmente através da interacao entre Sirpa (proteina regulatéria de sinal - signal-
regulatory-protein) e CD47 (Figura 6). Hemacias sadias expressam CD47 e conforme
envelhecem ou sofrem danos, essa expressao € perdida. A diminuicdo da expressao
de CD47 é reconhecida pelo Sirpa, indicando que aquela célula deve ser retirada da

circulacao, dando inicio ao processo de fagocitose por parte dos macréfagos (43).
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Figura 6. Sinal da fagocitose de hemacias pelos macréfagos. Macréfago interagindo com
hemacia saudavel através da ligagéo entre Sirpa e CD47, inibindo a fagocitose. Apos sofrerem

danos ou entrarem em senescéncia, as hemacias perdem a expressao de CD47, promovendo

a fagocitose por meio dos macréfagos. Adaptado de Burger e colaboradores (43).

O processo de reciclagem do ferro é mediado pela enzima heme-oxigenase
1 (HO-1), que é responséavel pelo catabolismo do heme em ferro, biliverdina e
monoxido de carbono (CO) (44). HO-1 possui uma funcao crucial na diferenciacao dos
eritroblastos mesmo em condi¢cBes de estresse, ja que uma reducao na sua atividade
resulta no impedimento da maturagdo dos progenitores (45). Uma vez liberado do
heme, o ferro pode, entdo, ser armazenado como ferritina ou exportado através da

FPN para ser transportado pela Tf (Figura 7).
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Figura 7. Quebra do heme das hemoglobinas. O heme contido nas hemoglobinas é
guebrado em biliverdina, monéxido de carbono e ferro (Fe) através da acdo da heme-
oxigenase-1. O Fe pode, entdo, ser armazenado como ferritina ou ser exportado através da
ferroportina para se ligar a transferrina e ser transportado para o tecido necessitado. Criado

através do BioRender.



27

1.4. Eritropoese de estresse

Em algumas situacbes como por exemplo hipoxia, anemia, infeccdo e
inflamacédo, a eritropoese normal ndo é suficiente para manter a quantidade
necesséaria de hemacias na circulacdo. Nesses momentos ocorre a eritropoese de
estresse (EE), com a expanséo da atividade na medula 6ssea e também para sitios
extramedulares, como o baco e figado, e o desenvolvimento de novos progenitores
eritroides especificos dos momentos de estresse, chamados de progenitores
eritroides de estresse (SEPs — stress erythroid progenitors), células comprometidas a
linhagem eritroide (46,47). Ao contrario da eritropoese normal que produz uma
guantidade constante de células eritroides, a EE produz rapidamente progenitores
eritroides que vao se diferenciar normalmente e de forma simultanea na presenca de
Epo, para fornecer um nimero adequado de hemacias para manter a eritropoese
funcional (48,49).

As IEs presentes na medula 6ssea e no bago durante a EE sédo formadas
por macréfagos diferenciados a partir de mondcitos, especialmente para suprir a nova
demanda de células eritroides. Conforme os progenitores eritroides se diferenciam, 0s
monocitos também se diferenciam (50). Além disso, para que essa expansao de
progenitores eritroides aconteca, ha um maior recrutamento de ferro através da
diminuicdo dos niveis de hepcidina e a permanéncia da FPN na membrana dos

enterdcitos, permitindo uma maior absorcao (51).

A fisiopatologia de algumas doencas leva a um estado crbnico de EE.

Exemplos dessas doencas sédo a anemia falciforme (AF) e a policitemia vera (PV).

1.4.1. Anemia falciforme

A AF é uma doenca hereditaria causada por uma mutacdo em homozigose
no gene da B-globina que leva a substituicdo de um aminoacido acido glutamico por
valina, formando uma Hb anormal, a HbS. Em condi¢des de desoxigenacao, a HbS é
polimerizada e provoca a falcizagcdo das hemacias, através de mudangas na forma e
nas propriedades fisicas dessas células (52-54). A doenca € caracterizada por
anemia hemolitica crbnica e recorrentes crises de vaso-oclusdo que levam a danos

em varios 0rgaos e ao estresse oxidativo (55,56). O baco € um dos O6rgaos mais
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afetados devido ao acumulo de eritrocitos falcizados, levando, inicialmente, a
esplenomegalia e sequestro esplénico na infancia. A expectativa de vida desses
pacientes é reduzida e o tratamento € geralmente feito através do uso de hidroxiureia
(HU) e, em alguns casos, por transfusfes sanguineas, visando a substituicdo das
células eritroides mutadas por células saudaveis mais capazes de realizar o transporte
de oxigénio (55). Outras trés drogas ja foram aprovadas pelo FDA (Food and Drug
Administration) para uso como tratamento: o crizanlizumab, a L-glutamina e o
voxelotor (57). No Brasil, o crizanlizumab e o voxelotor foram aprovados, mas ainda

nao sdo amplamente utilizados.

A principal causa da anemia desses pacientes € a falcizacdo das hemécias,
gue acaba reduzindo a sua meia-vida através da hemolise (58). Alguns trabalhos
reportam alteracdes na diferenciacéo terminal dos eritrécitos como possivel causa de
piora da anemia. El Hoss e colaboradores (59) mostraram alta taxa de mortalidade
durante a diferenciacdo, entre os estagios de eritroblastos policromaticos e
ortocromaticos, com perda de cerca de 40% das células. A apoptose dessas células
ocorre nas IEs, fazendo com que os macrofagos centrais desses nichos aumentem
sua capacidade de fagocitose para retirar as células mortas do meio. A desregulacdo
da atividade fagocitica pode acabar interferindo nas outras fun¢cdes desempenhadas

por esses macrofagos, afetando ainda mais a maturacao dos eritroblastos (60).

J& se sabe que os mondcitos desses pacientes também desempenham
funcdes diferentes daqueles de individuos saudaveis. Em 2019 Liu e colaboradores
(61) mostraram que nos pacientes com AF os MC-NC circulantes desempenham a
funcdo de fagocitose, sendo que essa atividade é ainda mais presente durante crises
vaso-oclusivas. Além disso, esses mondcitos expressam altos niveis de HO-1. Essa
populacdo esta diminuida naqueles pacientes que sofreram crises vaso-oclusivas,

indicando que eles protegem o endotélio dessa complicacao (62).

Pacientes com AF também sofrem de sobrecarga de ferro, principalmente
no figado (63), sendo necessario o uso de quelantes em muitos casos. Esse excesso
de ferro vem das transfusbes regulares, do aumento de absor¢cdo do metal para
melhorar a anemia através do aumento da atividade eritropoética e da hemolise que
resulta na liberacao do ferro da Hb (64). O tratamento de camundongos com AF com

um inibidor de FPN levou a reducao de marcadores de hemdlise, evidenciando ainda
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mais a relacéo entre a quantidade de ferro presente no organismo e a hemdlise sofrida
(65).

1.4.2.  Policitemia vera

A PV é uma doenca mieloproliferativa em que a maioria dos casos €é
causada por uma mutacdo V617F no gene JAK2, levando a um ganho de funcéao.
Cerca de 3% dos pacientes sdo JAK2 V617F negativos e possuem outras mutacoes
no mesmo gene, localizadas no éxon 12 (66). Este gene codifica a proteina JAK2, que
atua na sinalizacdo do receptor de Epo, promovendo a proliferacédo, sobrevivéncia e
maturacdo de progenitores hematopoéticos multipotentes (67). A ativacdo de JAK2
faz com que as células eritroides e mieloides sejam hipersensiveis a Epo, sendo

capazes de formar colbnias na sua auséncia (68—70).

A doenca é caracterizada pela producédo elevada de células eritroides,
plaguetas e granuldcitos morfologicamente normais (71), com a expansado de
eritropoese para areas extramedulares (69), levando a niveis aumentados de
hemoglobina e hematdcrito. Devido ao aumento de células circulantes, ocorre
aumento da viscosidade sanguinea, com maior risco de eventos trombéticos venosos
e arteriais, afetando também o baco que precisa filtrar o sangue, levando ao acumulo
de células (68,72). Assim, o tratamento geralmente € feito com o uso de terapia cito
redutoras, como a HU, para diminuir o risco de trombose, e sangrias buscando a
manutencao do nivel de hematdcrito (HTC) abaixo dos 45% (73).

A mutacédo de JAK2 afeta toda a linhagem mieloide, incluindo plaquetas,
neutréfilos e mondcitos, possivelmente interferindo nas funcdes dessas células (74—
76). Além disso, ja se sabe que ocorre o aumento de macréfagos CD68*CD163* na
medula 6ssea de pacientes com PV, o que pode ser explicado pelo aumento de
producdo celular (77) e que a monocitose esta relacionada com o aumento de
mortalidade desse pacientes (78), mostrando que essas células também sdo afetadas

durante a doenca.
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1.4.3. Envolvimento dos mondcitos e macréfagos na EE
Como mostrado anteriormente, os macréfagos influenciam diretamente na
eritropoese ao formarem as IEs. Durante as situag0es de estresse, esse envolvimento

parece ser ainda maior.

Ramos e colaboradores (79) mostraram uma contribuicdo incisiva dos
macrofagos em modelos murinos de PV, ja que a deplecdo dessas células foi capaz
de reverter algumas das caracteristicas chaves ligadas a doenca, como por exemplo,
o desenvolvimento da eritropoese extramedular e da esplenomegalia. Apesar de ainda
ndo estar claro se os macréfagos de pacientes possuem esse mesmo papel e se
contribuem para o desenvolvimento da doencga, a presenca dessas células na cultura
eritroide de células CD34* de pacientes com PV levou ao aumento da proliferacéo
eritroide e diminuicdo da velocidade de diferenciacdo. No mesmo ano, Chow e
colaboradores (30) mostraram o importante papel desses macréfagos também em
anemias hemoliticas, ja que a sua deplecdo causa recuperacdo mais lenta até niveis

normais de reticulécitos e hematocrito.

Apesar de néo ser o principal papel dos mondcitos, eles também interferem
na eritropoese, desempenhando func¢des primariamente dos macréfagos. Estudos
conduzidos em 2010 e 2015 demonstraram que a diferenciacao de eritrécitos in vitro
a partir de células humanas CD34" é de quatro a 15 vezes maior quando na presenca
de outras células mononucleares do sangue periférico (PBMCs). Eles mostraram que
as células responsaveis por esse aumento na diferenciacdo eritrdide sdo o0s
monacitos, principalmente MC-I, os quais também expressam CD163, CD169 e
CD206. O efeito na diferenciacdo eritréide promovido pelos mondcitos foi
independente de contato e ocorreu antes do estagio de eritroblastos, aumentando a

proliferacédo e diminuindo a apoptose das células CD34* (38,80,81).

Estudos recentes mostram ainda que os MC-C e MC-l expressam maior
guantidade de moléculas relacionadas com o metabolismo do ferro, como por
exemplo, FPN, ferritina, TfR1 e Sirp-a. Além disso, os MC-C sdo 0s maiores
responsaveis pela fagocitose de hemacias danificadas e senescentes, tanto no estado
normal quanto durante o estresse hematolégico causado por transfusbes em
pacientes com sindrome mielodisplasica (82). Liu e colaboradores (61) demostraram

um maior envolvimento dos MC-NC na fagocitose de eritroblastos, avaliado pela
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presenca de glicoforina-A (parte da membrana eritroide) nas células de pacientes com
AF e um aumento consideravel dessa fagocitose naqueles pacientes em crise vaso-
oclusiva, indicando um papel importante dessas células na patologia da doenca.
Esses dados mostram a contribuicdo dos diferentes subtipos de mondcitos durante

processos ligados a eritropoese.

Desequilibrios na atividade eritropoética, como acontece durante a EE das
doencas ja citadas, afetam também o funcionamento dos macréfagos e mondcitos. A
diminuicdo do tempo de vida das hemacias gera um aumento da eritrofagocitose por
meio dos macréfagos (83). Quando a demanda por esse processo excede 0 normal,
a producéo de HO-1 e ferritina ndo é suficiente para retirar todo o ferro livre liberado
da quebra da Hb, gerando um acumulo no plasma e no citosol e dando origem a ROS
e produtos de peroxidacéo lipidica (84,85). Nessa situacao, ha diminuicdo do nimero
de macréfagos do baco e figado induzida por meio de ferroptose (85-87), um tipo de
morte celular relacionado ao desequilibrio do metabolismo do ferro com acumulo de
ROS e consequente peroxidacao lipidica (84). Ela parece ser reduzida com o uso de
guelantes de ferro, evidenciando sua relacdo com o acumulo desse metal (88) e,
consequentemente, com a elevada eritrofagocitose por parte de macrofagos e

possivelmente de mondcitos circulantes.
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2. JUSTIFICATIVA

Os mecanismos envolvidos na eritropoese de estresse ainda ndo estao
totalmente estabelecidos. Assim, a caracterizacdo das células presentes durante o
processo é de grande importancia para aumentar o conhecimento sobre doencas com

quadro cronico de eritropoese de estresse.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Caracterizar o fenotipo de mondcitos e macrofagos de pacientes com
eritropoese de estresse na policitemia vera e na anemia falciforme. Em especial, foram
investigadas a capacidade dessas células de promoverem a diferenciacao eritroide e

fagocitarem eritrocitos.

3.2. Objetivos especificos

- Investigar a expressdo de moléculas caracteristicas dos macrofagos das ilhas
eritroblasticas e daquelas ligadas ao metabolismo de ferro nos mondcitos circulantes;
- Observar a capacidade dos mondcitos do sangue periférico de fagocitar eritrocitos;

- Investigar a possivel interferéncia dos mondcitos do sangue periférico na eritropoese.
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4. CASUISTICA E METODOS
4.1. Casuistica

O estudo incluiu pacientes de ambos os sexos, com mais de 18 anos e
atendidos no Hemocentro da UNICAMP com diagnostico de AF, confirmado pelo
hemograma, eletroforese de Hb, sequenciamento do DNA para confirmacdo da
mutacéo da globina B em homozigose; ou de PV, seguindo os critérios da Organizacao
Mundial da Saude, com Hb acima de 16g/dL, HTC acima de 45% ou outra evidéncia
de aumento de volume de células vermelhas, biopsia de medula 6ssea mostrando
hipercelularidade de trés linhagens e comprovacao da presenca da mutacdo JAK2

V617F ou mutacBes no éxon 12 do mesmo gene.

Os pacientes foram abordados durante sua consulta ja agendada, sendo
gque a coleta de sangue e dados clinicos foi realizada durante a rotina dos
participantes. Os pacientes selecionados estavam em fase estavel da doenca, sem
crises de dor, processos inflamatoérios agudos ou transfusdo sanguinea nos ultimos
trés meses. O grupo controle foi composto por individuos sadios (CTRL). Tanto
pacientes quanto os individuos sadios assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Médicas da UNICAMP (CAAE: 88768318.6.0000.5404 — Anexo 1). Os dados
laboratoriais e demograficos foram obtidos a partir dos prontuarios de atendimento e

estdo apresentados nas tabelas presentes nos Apéndices 9.1 e 9.2.

4.2. Metodologia

4.2.1. Isolamento de mondcitos de sangue periférico

Foram coletados aproximadamente 20ml de sangue periférico em tubos de
heparina litica de cada participante para a separacdo das células mononucleares. Em
capela de fluxo laminar, o sangue foi diluido em solucéo salina tamponada com fosfato
(PBS 1x) estéril até o volume de 50ml. O sangue diluido foi dividido em dois tubos
Falcon, sendo adicionado diretamente em cima de 15ml de Ficoll (densidade 1077g/ml
— GE Heathcare), sem misturar as fases para que a separagdo em densidades
acontecesse através da centrifugacdo a 400g por 30 minutos em temperatura

ambiente, sem freio e aceleracdo. A camada contendo o PBMC foi coletada com o
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auxilio de uma pipeta Pasteur e transferida para um novo tubo para que fossem feitas
duas lavagens com PBS 1x por 10 minutos a 1500rpm (freio e aceleracdo nove),
descartando o sobrenadante entre elas. O pellet obtido apds a segunda lavagem foi
ressuspendido em 5ml de tampéao de lise gelado e permaneceu por 10 minutos a 4°C
para que as hemacias fossem lisadas. Apés esse periodo, o volume foi completado
com PBS 1x e lavado novamente. O pellet resultante foi ressuspendido em 1ml de

PBS 1x para contagem das células mononucleares em camara de Neubauer.

As células CD14* foram separadas com o auxilio de beads magnéticas
(MACS) que selecionam essa populacdo. Brevemente, foi adicionado o volume
proporcional de beads de acordo com o numero de células obtidas anteriormente e
feita uma incubacdo com PBS-BSA-ACD por 15 minutos a 4°C. Apés esse periodo,
foram adicionados 6ml de PBS-BSA-ACD para uma lavagem a 1500rpm por 10
minutos. O pellet foi ressuspendido em 1ml e colocado na coluna de separacao
previamente umedecida e posicionada no suporte magnético. Apos trés lavagens com
3ml de PBS-BSA-ACD cada, a coluna contendo as células CD14* foi retirada do
suporte magnético e as células foram recuperadas em 6ml de PBS-BSA-ACD com a
ajuda de um émbolo. ApGs centrifugacéo, o pellet foi ressuspendido em 1ml de meio
de cultura RPMI para a contagem das células na camara de Neubauer.

4.2.2. Diferenciacdo de mondcitos em macrofagos

Cerca de 2x10° células mononucleares foram incubadas em placa de 24
pocos contendo meio RPMI incompleto (sem suplementacdo) em estufa a 37°C com
5% de CO2 por 2 horas para que 0s monocitos pudessem aderir. Apos esse periodo,
0 meio contendo as células ndo aderidas foi retirado e substituido por RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino, L-glutamina, penicilina/streptomicina e
M-CSF (R&D SYSTEMS) - que estimula a diferenciacdo dos mondcitos, na
concentracdo de 25ug/ml por seis dias, com troca do meio no terceiro dia. Apés
diferenciacdo, os macréfagos foram coletados com o auxilio de PBS 1x gelado e

separados para a citometria de fluxo.
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4.2.3. Fenotipagem de mondcitos e macrofagos

A caracterizacdo da expressao das moléculas de interesse relacionadas as
ilhas eritroblasticas, como moléculas de adeséo a células eritroides, metabolismo de
ferro e do subtipo anti-inflamatério foi feita diretamente dos mondcitos do sangue
periférico e dos macrofagos diferenciados em cultura a partir dos monacitos, utilizando

citometria de fluxo convencional.

Os anticorpos utilizados estdo especificados na tabela 1. Os macrofagos
foram previamente selecionados como a populacdo CD14*CD68* e os mondcitos
foram classificados nos subtipos MC-C, MC-lI e MC-NC de acordo com a expressao
de CD14 e CD16. As estratégias de selecao das populacfes estdo apresentadas no
Apéndice 9.3 e 9.4.

Tabela 1. Anticorpos utilizados para a selecdo das populacbes de macréfagos e mondcitos e
para a investigacao da expressao de moléculas relacionados as ilhas eritroblasticas, através

de citometria de fluxo.

Anticorpo Funcéo Clone Marca
) Receptor de LPS, expresso Life
Anti-CD14-FITC ) N Tuk4 _
por macréfagos e mondcitos Technologies
_ Receptor transmembrana, Life
Anti-CD16-PerCP o 3G8 ]
expresso por monaocitos Technologies
_ Glicoproteina expressa em
Anti-CD68-Pecy7 ) Y1/82A BD
macrofagos
Anti-CD169-647 Adeséo a células eritroides 7-239 BD
Receptor Do complexo
Anti-CD163-BV421 Hemoglobina-haptoglobina; GHI/31 BD

adesdo a células eritroides

Anti-Sirp-a-PE Sinalizadora de fagocitose SESA5 BD
Anti-VCAM1-BV605 Adesdo a células eritroides 51-10C9 Biolegend
_ Receptor de manose, perfil
Anti-CD206-PE 19.2 BD

anti-inflamatoério




37

4.2.4. Fagocitose ex vivo

Para a investigacdo da fagocitose de células eritroides pelos mondcitos
circulantes, 1,5x10° células mononucleares de sangue periférico foram incubadas com
os anticorpos anti-CD14-FITC e anti-CD16-PerCP. Ap6s 30 minutos a 4°C, as células
foram lavadas do excesso de anticorpo através da centrifugacdo a 7000rpm por 2
minutos. A marcacao foi fixada e as células permeabilizadas utilizando o kit
Cytofix/Cytoperm Plus (BD). Apés nova lavagem, foi adicionado o anticorpo anti-
glicoforina A-PE, clone CLB-ery-1 (Life Technologies) por 30 minutos para que fosse
feita a marcacéo intracelular. Uma ultima lavagem foi feita e o pellet foi ressuspendido
em 300ul de PBS 1x para leitura por citometria de fluxo convencional. A estratégia de

andlise se encontra no Apéndice 9.5.

4.2.5. Ensaio de fagocitose in vitro
Mondcitos separados por beads CD14* como descrito anteriormente foram
incubados overnight em estufa a 37°C com 5% de CO2, em placa de 24 po¢os com

RPMI suplementado na concentracdo de 5x10° células por poco.

Heméacias de pacientes e individuos controle (diferentes dos quais foram
isolados os mondcitos) foram separadas a partir de sangue periférico coletado em
tubo de EDTA no dia anterior. Foram feitas duas lavagens de 2 minutos a 1600rpm
com PBS 1x e 80pul de sangue. 20ul do pellet resultante das lavagens foram separados
para a contagem das células. Elas foram marcadas com o kit de marcacdo de
membrana PKH26 (Sigma) e incubadas com os mondcitos por 2 horas em uma
concentracdo de 5x10° por poco. Foram feitos um total de quatro pogos para 0s
mondcitos de cada individuo — dois com heméacia de paciente e dois com hemacia de
controle. ApoOs esse periodo, as células foram coletadas com PBS gelado, juntando
0s dois poc¢os iguais, e lavadas a 1500rpm por 10 minutos. Foram adicionados 3ml de
tampéo de lise hemécias para quebrar aquelas que nao foram fagocitadas. Apds
lavagem, os pellets foram ressuspendidos em 100ul de PBS-BSA-ACD e separados

em dois tubos eppendorf para as marcagées com anticorpos.

Para o primeiro painel foram utilizados os anticorpos anti-CD14-FITC, anti-
CD16-PeCy7, clone 3G8 (Life Technologies) e anti-FPN (LifeSpan Bioscience)

conjugado com o anticorpo secundario Alexa fluor 633 (Invitrogen). Primeiramente,
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foram adicionados 2,5ul de FC block (BD) aos 50ul de células por 10 minutos em
temperatura ambiente. A seguir, 1l de anticorpo primario anti-FPN foi adicionado,
seguido de uma lavagem a 7000rpm por dois minutos. O anticorpo secundario foi
entdo adicionado na proporcdo de 1:1000. Apos lavagem, foram adicionados os
anticorpos anti-CD14 e anti-CD16 em 50ul de volume total. O pellet final foi
ressuspendido em 300l para realizacdo da citometria de fluxo. Todas as incubacdes

foram de 30 minutos a 4°C.

Para o segundo painel, foram adicionados primeiramente 0s anticorpos
anti-CD14-FITC e anti-CD16-PeCy7 em 50ul de PBS-BSA-ACD. Apo6s lavagem, o kit
Cytofix/Cytoperm Plus (BD) foi utilizado para a fixacédo e permeabilizacdo das células.
Por fim, as células foram incubadas com o anticorpo anti-HO-1-647, clone 23 (BD) por
30 minutos a 4°C, seguido de uma lavagem e leitura por citometria de fluxo
convencional. O esquema experimental esta ilustrado na Figura 8 e a estratégia de
analise se encontra no Apéndice 9.6.
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Figura 8. Esquema experimental do ensaio de fagocitose in vitro. Mon6citos CD14* foram
incubados por duas horas com hemécias marcadas com o corante de membrana PKH26.
ApOs esse periodo, foi feita a lise das hemacias ndo fagocitadas e a diviséo das células para
avaliacdo da expressdo de heme-oxigenase-1 (HO-1) e ferroportina (FPN) através de
citometria de fluxo. Foram realizadas as incubacdes dos seguintes conjuntos de células:
mondcitos de individuos saudaveis (CTRL) com hemacias de outros CTRL ou de pacientes;
e mondcitos de pacientes com hemacias de CTRL ou de outros pacientes. Criado através do
BioRender.
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4.2.6. Citometria de fluxo e andlises estatisticas

Todas as leituras de citometria de fluxo convencional foram realizadas no
equipamento Cytoflex (Beckman coulter). As analises finais foram feitas no software
FlowJo e as analises estatisticas foram realizadas no software Prism — GraphPad.
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5. RESULTADOS

5.1. Macréfagos de pacientes com AF diferenciados em cultura néao
apresentam perfil de expressdo de moléculas semelhante ao dos macréfagos
das IEs e se assemelham aqueles de individuos saudéaveis

Os macrofagos diferenciados em cultura a partir de mondcitos circulantes
de individuos CTRL e de pacientes com AF ndo apresentaram diferencgas significativas
quanto a expressao das moléculas relacionadas ao fendtipo das IEs (CD206 e
CD163), moléculas de adeséao (CD169 e VCAM1) e nem relacionadas a fagocitose de
eritrocitos (Sirp-a) (Figura 9). A Unica distincao entre os grupos foi uma velocidade de
diferenciacdo menor, representada pela porcentagem de células CD14*CD68* na
cultura, nos mondécitos dos pacientes com AF do que aquela vista nas células de

individuos saudaveis, o que sugere uma diferenciacdo mais lenta (Figura 9A).
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Figura 9. Fenotipagem dos macréfagos de pacientes com anemia falciforme (AF).
Porcentagem de células CD14*CD68* indicando a diferencia¢cdo dos mondcitos circulantes de
individuos controles (CTRL, em preto) e pacientes com AF (SS, em azul) em macrofagos (A);
média de intensidade de fluorescéncia (MIF) dos marcadores tipicos de macrofagos das ilhas
eritroblasticas nas ceélulas diferenciadas em cultura: CD206 — marcador do perfil anti-
inflamatorio (B), CD163 — receptor do complexo hemoglobina-haptoglobina e molécula de
adesado (C), das moléculas de adesdo VCAM-1 (D) e CD169 (E) e do sinalizados de
fagocitose Sirp-a (F).
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5.2. Mondécitos circulantes de pacientes com EE possuem fendétipo similar

aos macrofagos das IEs

Como nao foram encontradas diferencas nos macrofagos diferenciados em
cultura, os mondcitos circulantes foram investigados quanto ao seu fenoétipo. As
primeiras moléculas investigadas foram aquelas ligadas ao fenétipo dos macrofagos
das ilhas eritroblasticas. Quando comparados com a expressdao em mondcitos de
CTRL, o CD206 (marcador de macrofagos do tipo M2) estava mais presente nos MC-

| e MC-NC dos pacientes AF e nos MC-NC nos pacientes com PV (Figura 10).
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Figura 10. Expressdo de CD206 nos mondécitos circulantes. Média de intensidade de
fluorescéncia (MIF) da molécula caracteristica do perfil anti-inflamatério - CD206, nos
mondcitos circulantes de individuos saudaveis (CTRL) em preto, pacientes com anemia
falciforme (SS) em azul e pacientes com policitemia vera (PV) em vermelho, nos subtipos
classicos (MC-C), intermediarios (MC-l) e néo-classicos (MC-NC). nCTRL:21; nSS:17;
nPV:17. Teste de Mann Whitney, P<0,05. Média + desvio padrao.

Outro marcador classico desses macrofagos é o CD163 que, além de ser
o receptor do complexo hemoglobina-haptoglobina, estando envolvido no
metabolismo de ferro, também participa da adesdo dos macrofagos as ceélulas
eritroides nas ilhas. Ele se mostrou mais presente nos MC-I de individuos com AF e
nos MC-NC na PV (Figura 11).
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Figura 11. Expressdo de CD163 nos mondcitos circulantes. Média de intensidade de
fluorescéncia (MIF) do receptor do complexo hemoglobina-haptoglobina e molécula de
adesao a células eritroides - CD163, nos mondcitos circulantes de individuos saudaveis
(CTRL) em preto, pacientes com anemia falciforme (SS) em azul e pacientes com policitemia
vera (PV) em vermelho nos subtipos classicos (MC-C), intermediarios (MC-I) e ndo-classicos
(MC-NC). nCTRL:21; nSS:17; nPV:17. Teste de Mann Whitney, P<0,05. Média + desvio

padréo.

Também desempenhando a funcdo de molécula de ades&o, o CD169 e o
VCAML1 se mostraram, respectivamente, aumentados nos MC-C e MC-I dos pacientes
de ambas as doencas (Figura 12), e aumentado nos MC-I dos pacientes com AF e em
todos os subtipos dos pacientes PV (Figura 13). Esses dados em conjunto mostram
que os mondcitos tanto dos pacientes com AF como os com PV apresentam um
fenotipo similar ao dos macrofagos das IEs, com aumento das moléculas necessarias

para adesdo aos eritroblastos.
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Figura 12. Expressdo de CD169 nos mondcitos circulantes. Meédia de intensidade de
fluorescéncia (MIF) da molécula de adesdo a células eritroides - CD169, nos mondcitos
circulantes de individuos saudaveis (CTRL) em preto, pacientes com anemia falciforme (SS)
em azul e pacientes com policitemia vera (PV) em vermelho, nos subtipos classicos (MC-C),
intermediarios (MC-1) e ndo-classicos (MC-NC). nCTRL:21; nSS:17; nPV:17. Teste de Mann
Whitney, P<0,05. Média * desvio padrao.
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Figura 13. Expressdo de VCAM-1 nos mondcitos circulantes. Média de intensidade de
fluorescéncia (MIF) da molécula de adesé&o a células eritroides — VCAM-1, nos mondcitos
circulantes de individuos saudaveis (CTRL) em preto, pacientes com anemia falciforme (SS)
em azul e pacientes com policitemia vera (PV) em vermelho, nos subtipos classicos (MC-C),
intermediarios (MC-1) e ndo-classicos (MC-NC). nCTRL:21; nSS:17; nPV:17. Teste de Mann
Whitney, P<0,05. Média + desvio padréo.
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Outra importante funcdo dos macrofagos é a fagocitose de hemacias
senescentes e danificadas através da interacdo entre Sirp-a nos macréfagos e CD47
nas hemacias. Os dados mostram uma diminui¢cdo da presenca de Sirp-a nos MC-NC
dos pacientes com AF e nos MC-C de pacientes com PV (Figura 14), indicando maior
capacidade fagocitica desses mondcitos. Um aumento significativo na expresséo de

Sirp-a por MC-NC de pacientes com PV também foi observado.
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Figura 14. Expressdo de Sirp-a nos monoécitos circulantes. Média de intensidade de
fluorescéncia (MIF) da proteina regulatoria da fagocitose - Sirp-a, nos mondcitos circulantes
de individuos saudaveis (CTRL) em preto, pacientes com anemia falciforme (SS) em azul e
pacientes com policitemia vera (PV) em vermelho, nos subtipos classicos (MC-C),
intermediarios (MC-1) e ndo-classicos (MC-NC). nCTRL:21; nSS:17; nPV:17. Teste de Mann
Whitney, P<0,05. Média * desvio padrao.

5.3.
pacientes com EE

Mondcitos participam da fagocitose de hemacias na circulagdo de

Para confirmar que esses mondcitos participam da fagocitose das
hemacias, foi feita a marcacéo de glicoforina A intracelular nessas células circulantes
a fim de se observar resquicios de ceélulas eritroides, indicando fagocitose. Foi
possivel observar que em ambos 0s grupos de pacientes houve maior porcentagem
de mondcitos positivos para glicoforina A quando comparado ao grupo CTRL (Figura

15), com uma participacdo maior no grupo AF do que no grupo PV.
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Figura 15. Fagocitose de hemécias pelos mondcitos circulantes. Porcentagem de
mondacitos circulantes que fagocitaram células eritroides, indicados pela marcacao intracelular
positiva de glicoforina A (CD235a) (A) e a média de intensidade de fluorescéncia (MIF) dessa
marcagao (B) em individuos controle (CTRL, em preto), pacientes com anemia falciforme (SS,
em azul) e pacientes com policitemia vera (PV, em vermelho). nCTRL:13; nSS:15; nPV:17.

Teste de Mann Whitney, P<0,05. Média + desvio padréo.

5.4. Durante a EE, a atividade fagocitica pode ser influenciada tanto pelos

monadcitos quanto pelas heméacias

Para saber se 0 aumento da atividade eritrofagocitica vista nos mondcitos
circulantes estava mais ligada aos mondcitos ou as hemacias, foi feita incubacao in
vitro dos mondcitos com hemacias marcadas com PKH26 coletados de individuos
controles e de pacientes. Nossos dados mostram que as heméacias de pacientes com
AF foram as responsaveis por induzir maior fagocitose, independentemente da origem
do mondcito, ja que ndo foram observadas diferengas entre os mondcitos de pacientes
com AF e os de individuos saudaveis (Figuras 16). Com relacdo aos pacientes com
PV, foi observada uma participacéo tanto da hemacia quanto do mondcito no aumento
da eritrofagocitose, ja que os monadcitos dos pacientes com PV fagocitaram mais do
gue os mondcitos de individuos saudaveis, independente da hemacia presente (Figura
17).



46

A - . B " - ® Mondcito CTRL
604 , 0,0099 0,0054 20000~ 20588 0084 ® Mondcito SS

|
/ 15000
40

o /
o~
I
4 100004
o
= 204

50004

T

0.
0

MIF PKH26

T

T T T T T T
Hemécias CTRL Ss CTRL ss Hemécias CTRL SS CTRL SSs

Figura 16. Ensaio de fagocitose in vitro de pacientes com anemia falciforme (AF).
Porcentagem de mondcitos PKH26+ (A) indicando fagocitose de hemécias e média de
intensidade de fluorescéncia (MIF) dessa marcacgéo (B) nos mondcitos de individuos controle
(CTRL, em preto) e pacientes com AF (SS, em azul), incubados com hemécias de CTRL ou
de pacientes AF. nCTRL:6; nSS:6. Teste t pareado, P<0,05.
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Figura 17. Ensaio de fagocitose in vitro de pacientes com policitemia vera (PV).
Porcentagem de monécitos PKH26+ (A) indicando fagocitose de hemécias e média de
intensidade de fluorescéncia (MIF) dessa marcacgéo (B) nos mondcitos de individuos controle
(CTRL, em preto) e pacientes com policitemia vera (PV, em vermelho), incubados com
hemacias de CTRL ou de pacientes PV. nCTRL:6; nPV:6. Teste t pareado, P<0,05.

Observando a fagocitose por subtipo de monécitos, houve um maior
envolvimento dos MC-C em ambas as doencas na fagocitose das hemacias, ja que
uma maior porcentagem desse subtipo celular se apresentou positiva para PKH26

(marcacdo realizada nas hemaéacias), enquanto os MC-NC parecem nao ter
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participacdo nessa atividade ou ainda tem sua participacdo inibida, com maior

porcentagem PKH26" (Figuras 18 e 19).
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Figura 18. Fagocitose in vitro por subtipo de mondcito de pacientes com anemia
falciforme (AF). Porcentagem de mondcitos classicos (MC-C), intermediarios (MC-l) e néo-
classicos (MC-NC) que nao fagocitaram (-) e que fagocitaram (+) hemacias de pacientes com
AF (SS). Em preto os mondcitos de individuos saudaveis (CTRL) e em azul, mondcitos SS.

Teste t pareado, P<0,05. Média + desvio padrao.
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Figura 19. Fagocitose in vitro por subtipo de monécito de pacientes com policitemia
vera (PV). Porcentagem de mondcitos classicos (MC-C), intermediarios (MC-I) e néo-
classicos (MC-NC) que nao fagocitaram (-) e que fagocitaram (+) hemacias de pacientes com
policitemia vera (PV). Em preto os mondécitos de individuos saudaveis (CTRL) e em vermelho,

mondcitos PV. Teste t pareado, P<0,05. Média + desvio padrao.
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5.5. Eritrofagocitose leva ao aumento de expressdo de HO-1 e FPN nos

monaocitos

Apés identificado o aumento na fagocitose de hemacias pelos monécitos
dos pacientes, foi avaliado como estava o metabolismo do ferro pos-fagocitose. Para
isso, foram investigadas as expressoes de HO-1 intracelular e de FPN na membrana

nos monacitos de CTRL e de pacientes ap0s fagocitose de hemécias.

Comparando os mondécitos que fagocitaram (PKH26+) com os que néo
fagocitaram (PKH26-), os que participaram da fagocitose tiveram maior expresséao de
HO-1 (Figura 20). Isso também foi visto com a expressdo de FPN — os mondcitos que
fagocitaram apresentaram maior expressdo dessa proteina, (Figura 21). Esses
aumentos de expresséao foram vistos independentemente do tipo de mondcito, sendo
relacionado apenas com a fagocitose. Além disso, foi observada uma tendéncia
(p=0,0731) de menor expressao de FPN nos mondcitos dos pacientes com PV quando

comparado aos mondcitos de CTRL mesmo antes da fagocitose.
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Figura 20. Expresséo de heme-oxigenase-1 (HO-1) nos mond6citos ap6s a fagocitose de
hemacias. Porcentagem de HO-1 nos mondécitos que nao fagocitaram (PKH26-) e nos que
fagocitaram hemacias de pacientes marcadas (PKH26+). A) mondcitos de individuos
saudaveis (CTRL) em preto e de pacientes falciforme (SS), em azul, fagocitando hemacias
SS; B) mondcitos de CTRL em preto e de pacientes com policitemia vera (PV), em vermelho,
fagocitando hemacias PV. nCTRL:6; nSS:6; nPV:5. Teste t pareado, P<0,05.
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Figura 21. Expressédo de ferroportina (FPN) nos mondécitos apds a fagocitose de

hemacias. Porcentagem de FPN nos mondcitos que nao fagocitaram (PKH26-) e nos que

fagocitaram (PKH26+) hemacias marcadas. A) mondcitos de individuos saudaveis (CTRL) em

preto e de pacientes falciforme (SS), em azul, fagocitando hemacias SS; B) mondcitos de

CTRL em preto e de pacientes com policitemia vera (PV), em vermelho, fagocitando hemécias
PV. nCTRL:6; nSS:6; nPV:6. Teste t pareado, P<0,05.
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6. DISCUSSAO

Macrofagos sao células-chave durante a eritropoese, influenciando
diretamente no processo de proliferacdo das células eritroides. Eles sdo ainda mais
fundamentais durante a EE, que ocorre de forma cronica em algumas doengas, como
aAFeaPV.

Neste estudo, os macrofagos diferenciados em cultura a partir de
mondcitos circulantes de pacientes com AF apresentaram fenotipo semelhante aquele
visto nas células de individuos saudaveis. Essa similaridade pode estar relacionada
ao ambiente no qual a diferenciacdo ocorreu, ja que as condicdes in vitro séo
controladas e distintas daquela a qual as células sdo expostas na circulacdo dos
pacientes. A influéncia de estimulos externos sobre o fenétipo das células ja foi
demostrada antes. Heideveld e colaboradores (89), por exemplo, demostraram que a
presenca de glicocorticoides durante a diferenciacdo de mondécitos em macrofagos
conduz o fendtipo dessas células para um perfil semelhante aos macréfagos centrais
das IEs, gerando um perfil de expressdo de moléculas distinto daquele encontrado
nas células diferenciadas na auséncia do fator. Assim, é possivel que, se essas
células forem estimuladas com algum fator inflamatério, o fenétipo resultante dessa
estimulacdo podera ser distinto entre os grupos. A Unica distincdo notada entre as
populacdes foi uma taxa de diferenciagdo menor dos monécitos em macrofagos dos
pacientes AF. Isso pode indicar que essas células se diferenciam mais lentamente ou

sofreram apoptose durante o processo de diferenciacéo.

Visto que h& uma influéncia do meio no fenétipo das células, foram
investigadas as expressdes das moléculas ligadas aos macréfagos IEs nos monécitos
circulantes coletados diretamente do sangue dos individuos. Notou-se uma maior
presenca desses marcadores nas células dos pacientes com AF e com PV, quando
comparado com os mondcitos de individuos CTRL, principalmente moléculas de
adesdo a células eritroides e do perfil M2. Nos pacientes com AF, os MC-
apresentaram um fenotipo mais parecido aos macrofagos das IEs e nos pacientes
com PV, os MC-NC se mostraram mais parecidos. Esses dados sugerem que 0S
mondcitos dos pacientes com EE possuem maior semelhanga com os macréfagos
que promovem a eritropoese do que os mondécitos em condi¢cdes saudaveis e assim,

sugerem uma maior capacidade de influéncia nos processos que ocorrem nesse
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nicho, além de mostrarem que os subtipos de mondcitos podem atuar de formas
distintas no processo. A deplecdo dos macrofagos centrais das IEs se mostrou

promissora na diminui¢cdo da EE em diversas patologias (30,79).

O papel dos monécitos na fagocitose de hemécias senescentes e
danificadas ja foi visto anteriormente. Os dados mostram uma diminuicdo na
expressdo de Sirp-a nos MC-NC dos pacientes AF e nos MC-I dos pacientes PV, o
gue sugere uma maior fagocitose de hemacias nessas células do que nos mondcitos
de CTRL, ja que a perda do Sirp-a resultaria na diminuicdo da capacidade de
reconhecer o CD47 e dariam inicio ao processo de fagocitose também de hemacias
saudaveis. Assim, € possivel que os mondcitos de pacientes AF e com PV estejam
envolvidos ndo sé com a eritropoese, mas também com a retirada das hemacias da
circulacdo. De fato, a interacdo entre Sirp-a e CD47 é investigada como alvo de
tratamento anticancer, com a busca de mecanismos que bloqueiem essa ligagéo, ja
que células tumorais costumam ter superexpressdo de CD47, levando a sua
permanéncia nos tecidos (90,91). Entretanto, apenas isso ndo parece ser o suficiente
para que os macréfagos aumentem a capacidade de fagocitose. Bian e colaboradores
(92), demostraram que camundongos com bloqueio de Sirp-a ou CD47 nao tiveram
aumento de fagocitose de hemécias bloqueadas em condi¢cdes normais. Esse cenario
muda, em condi¢des inflamatérias, levando a um quadro de anemia severa desses
animais mostrando o quanto a inflamacao pode modular a interacéo entre essas duas

moléculas.

O aumento da fagocitose foi notado pela presenca de glicoforina A no
interior dos mondcitos circulantes de ambas as doencas — o que néo foi visto nos
individuos CTRL. Os mondécitos de pacientes AF j4 foram previamente ligados a
fagocitose de hemécias, tanto no estado estavel da doenca quanto durante crises
agudas (61), mas isso ainda nao havia sido documentado na PV. Wang e
colaboradores (93) mostraram que os eritrocitos com a mutacdo JAK2 V617F
apresentam reducdo da expressdo de CD47, sendo mais susceptiveis a fagocitose
por macréfagos com ou sem a mutacdo, quando comparado com eritrécitos
saudaveis, tanto no modelo animal, quanto nas culturas com células de pacientes e
individuos saudaveis, levando a uma sobrecarga dos macréfagos, que seriam

impossibilitados de realizar suas outras fungdes. Isso evidencia que, durante a EE, os
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monaocitos circulantes participam da fagocitose das hemacias, funcédo primariamente

desempenhada pelos macréfagos.

Durante nosso ensaio de fagocitose in vitro, foi possivel observar que nos
pacientes com AF a atividade fagocitica esta mais relacionada as hemécias do que
aos monacitos, ja que a exposi¢cado dos mondcitos AF a hemécias CTRL nao resultou
no aumento desse processo, indicando que ndo é uma funcéo inata dessas células.
Por outro lado, na PV tanto mondcitos quanto hemacias influenciam a fagocitose, ja
gue se notou um aumento dessa atividade quando os mondcitos de pacientes com PV
foram expostos a hemacias saudaveis. Investiga¢cfes futuras poderiam determinar se
a presenca da mutacdo de JAK2 em toda linhagem mieloide, incluindo nos mondcitos,

poderia estar envolvida com a alteracao da funcao dessas células.

A deplecdo dos macréfagos das IEs em modelo animal de PV levou a
melhora de alguns aspectos das doencas, como a esplenomegalia, reticulocitose,
eritrocitose e hematocrito (HTC) elevado. Por outro lado, a deplecdo na anemia
hemolitica levou a limitagdo da eritropoese na medula 6ssea e no baco e demonstra
a importancia dessas células na recuperacdo dessa condicdo (30,79). Sabe-se que
0S mona@citos sado recrutados para o0 baco durante situacbes de estresse para a
diferenciacdo em macréfagos (50). Assim, a deplecdo dos mondcitos em modelo
animais de PV e AF poderia revelar o grau de participacdo dessas células nos

processos das doencas.

A maior presenca de HO-1 e de FPN nos mondcitos que participaram da
fagocitose indica, respectivamente, um aumento da capacidade de catabolizar o heme
liberado pelas hemécias fagocitadas e da capacidade de exportar o ferro resultante
dessa quebra. Os aumentos de expressao de moléculas do metabolismo de ferro apés
a fagocitose sugerem influéncia importante dos mondécitos na disponibilidade de ferro

para suprir a demanda na producao de células eritroides.

Uma das maiores limitacées encontradas nesse estudo foi o uso de HU
pela maioria dos pacientes, tanto no grupo de AF, quanto no grupo PV, ndo sendo
possivel realizar uma comparagdo entre grupos com e sem tratamento. Essa
comparacdo seria importante devido a ja documentada influéncia do uso de
medicamentos no fendétipo das células e na distribuicdo dos subtipos de mondcitos,

além da sua atuacgdo direta na inflamacéao e hemdlise. Apesar de existir essa limitacao,
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o tratamento ndo fez com que o perfil de expressdo encontrado nas células dos

pacientes fosse igual ao encontrado das células de individuos saudaveis.

Em resumo, macrofagos diferenciados em cultura (condi¢des controladas)
de pacientes com AF ndo apresentaram fendétipos diferentes. Por outro lado, subtipos
de mondcitos tanto de pacientes com AF quanto de pacientes com PV possuem
expressdo alterada de moléculas importantes para o0 processo da eritropoese,
sugerindo um papel dessas células na EE. Apesar de serem doencas com
fisiopatologias diferentes, a AF e a PV apresentam EE e os mondcitos circulantes dos
pacientes com ambas as doencas participam da fagocitose de hemacias, porém as
hemécias dos pacientes com AF parecem desempenhar papel mais decisivo nessa
funcdo, enquanto na PV, tanto as hemacias quanto os mondcitos influenciam da

atividade fagocitica.

Dessa forma, a hipétese final € que, em ambas as doencas que ativam
mecanismos de EE, os mondcitos circulantes sado capazes de adquirir caracteristicas
que os habilitam a fagocitar as hemacias e a reciclar o ferro do heme através do
aumento da HO-1. O aumento na expressdo da FPN por essas células apos a
fagocitose das heméacias indica que, apés o metabolismo do ferro, este é
externalizado. Em conjunto com os dados que mostram que 0s mondcitos expressam
moléculas de adesao a eritroblastos, nossos resultados sugerem que essas células
tém o potencial de contribuir com a eritropoese. Nas situacdes que fogem a situacéo
fisiologica, a contribuicAo dos mondcitos circulantes nesses processos pode ser
relevante, especialmente na AF onde ha disfuncéo esplénica e o baco ndo é capaz de
desempenhar corretamente o seu papel na eritropoese extramedular. Os eritroblastos
circulantes presentes na AF, embora ndo abundantes, poderiam se ligar aos
monaocitos repletos de moléculas de adesdo, o que estimularia a eritropoese.
Adicionalmente, na AF os mondcitos circulantes poderiam contribuir desde que haja
hipoesplenismo, para a hemolise extravascular, reduzindo a propor¢cado de hemdlise
intravascular e diminuindo os efeitos sistémicos desse processo, com reducdo de
oxido nitrico, lesao endotelial, hipertensao pulmonar e priapismo, entre outros. Na PV,
o baco também pode ser afetado devido a grande quantidade de células circulantes e
0Ss mondcitos possivelmente podem estar atuando na eritropoese extramedular
(Figura 22). Essa hipotese ainda precisa ser validada por ensaios de diferenciacdo in

vitro de células eritroides na presenca de mondcitos de pacientes. No geral, esses
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resultados contribuem para o maior entendimento da eritrofagocitose e eritropoese de
estresse que ocorrem na AF e na PV e a contribuicdo dos mondcitos nesses
processos, 0 que pode abrir caminhos para o desenvolvimento de novos alvos

terapéuticos.

Esses resultados estao de acordo com o que ja foi descrito sobre monécitos
na AF e fornecem maiores detalhes sobre marcadores especificos presentes nessas
células na doenca e evidenciam pela primeira vez o fenétipo dos mondcitos e seu

papel na fagocitose na policitemia vera.
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Figura 22. Hipotese do envolvimento dos mondécitos circulantes na eritropoese de
estresse. Durante situacdes de estresse hematopoético, os mondécitos parecem ser capazes
de realizar a fagocitose de hemacias circulantes, contribuirem para o metabolismo do ferro
com o aumento de expressdo de heme-oxigenase-1 e ferroportina, além de expressarem
moléculas que permitem a adesado as células eritroides, potencialmente influenciando no
processo de eritropoese. Assim, cria-se a hipotese de que os mondcitos podem atuar e ter um

papel relevante na eritropoese extramedular.
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7. CONCLUSAO

Mondcitos circulantes de pacientes com eritropoese de estresse, como anemia
falciforme e policitemia vera, possuem perfil de expressao de moléculas mais

semelhante aquele presente nos macrofagos das ilhas eritroblasticas.

Apesar de ndo serem 0s principais responsaveis pela fagocitose de hemacias
danificadas e senescentes, 0s mondcitos circulantes participam desse
processo em situacdes de estresse, como ja foi visto anteriormente na anemia
falciforme e é observado pela primeira vez neste trabalho em pacientes com
policitemia vera. Essa atividade € influenciada pelas heméacias na anemia

falciforme e tanto pelas hemacias quanto monécitos na policitemia vera.

As caracteristicas encontradas nos mondcitos de pacientes com eritropoese de
estresse indicam possivel envolvimento dessas células nos processos que
ocorrem nas ilhas eritroblasticas, como eritropoese, fornecimento de ferro e

eritrofagocitose.
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9. APENDICES
9.1. Tabelade dados demogréficos e laboratoriais - pacientes com AF

Apéndice 1. Tabela com os dados demogréficos e laboratoriais dos grupos de pacientes com

anemia falciforme.

Mediana (Minima — Maxima)

Idade (n=39)

43 (20-60)

RBC (3,9-6x108/ul) (n=39)

2,28 (1,53 - 3,49)

PLT (130-400x10%/uL) (n=39)

334 (122 - 720)

WBC (3,7-11,1x10%/pL) (n=39)

5,37 (3,55 - 11,95)

HCM (27,3-32,6pg) (n=39)

37,7 (27,5 - 44,9)

VCM (82-98fl) (n=39)

115,4 (84,4 - 139,9)

Hb (11,8-16,7g/dL) (n=39)

8,3 (6 - 11)

Ht (36-50%) (n=39)

Retic (22-139x10%uL) (n=39)
Mondécitos (0,2-0,92x103/uL) (n=39)
Ferro Sérico (70-180ug/dL) (n=32)
Ferritina (m:30-400; f:13-150ng/dL) (n=32)
TIBC (255-450ug/dL) (n=32)

IST (20-45%) (n=32)

Bilirrubina indireta (0,10-1mg/dL) (n=22)
Bilirrubina total (0,3-1,2mg/dL) (n=22)
HbF (%) (n=33)

HbS (%) (n=33)

26,2 (17,5 - 32,6)
243 (67,8 - 923)
0,33 (0,12 - 1,27)
116,5 (38 - 208)
593 (25,1 - 3039)
272,5 (154 - 411)
40,5 (11 - 96)
1,52 (0,81 - 6,24)
1,78 (0,44 - 6,94)
16,1 (1,6 - 30,5)
77,1 (53,9 - 91,4)

N
Sexo (masculino/feminino) (n=39) 17/22
Uso de hidroxiureia (n=39) 33

RBC: contagem de heméacias, PLT: plaqueta, WBC: leucécitos totais, HCM: hemoglobina
corpuscular média, VCM: volume corpuscular médio, Hb: hemoglobina, HTC: hematdcrito,
Retic: reticuldcitos absolutos, TIBC: capacidade total de ligacdo do ferro, IST: indice de

saturacao de transferrina.
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9.2. Tabelade dados demogréficos e laboratoriais — pacientes com PV

Apéndice 2. Tabela com os dados demogréficos e laboratoriais dos grupos de pacientes com

policitemia vera.

Mediana (Minima — Maxima)

Idade (n=31)

67 (24-77)

RBC (3,9-6x108/ul) (n=31)

4,09 (2,71 - 8,12)

PLT (130-400x10%/uL) (n=31)

349 (137 - 898)

WBC (3,7-11,1x10%/uL) (n=31)

5,79 (2,97 - 16,29)

HCM (27,3-32,6pg) (n=31)

32,9 (17,8 - 40,3)

VCM (82-98fl) (n=31)

101,6 (65,4 - 124,6)

Hb (11,8-16,7g/dL) (n=31)

14,3 (2,97 - 16,29)

Ht (36-50%) (n=31)

8.98 (4.67 - 14.67)

Mondécitos (0,2-0,92x103/uL) (n=31)

0,25 (0,14 - 0,7)

Ferro Sérico (70-180ug/dL) (n=18)

75,5 (23 - 143)

Ferritina (m:30-400; f:13-150ng/dL) (n=18)

58,5 (12,4 - 429,8)

TIBC (255-450ug/dL) (n=18)

359,5 (261 - 630)

IST (20-45%) (n=18) 20 (4 - 37)
N

Sexo (masculino/feminino) (n=31) 16/15

Uso de hidroxiureia (n=31) 29

Sangrias terapéuticas (n=31) 3

Presenca da mutacédo JAK V617F (n=31) 29

Auséncia da mutacdo JAK V617F e presenca de

mutacdo no éxon 12 de JAK2 2

RBC: contagem de heméacias, PLT: plaqueta, WBC: leucécitos totais, HCM: hemoglobina

corpuscular média, VCM: volume corpuscular médio, Hb: hemoglobina, HTC: hematdcrito,

TIBC: capacidade total de ligagédo do ferro, IST: indice de saturag&o de transferrina.
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9.3. Estratégia de analise — fenotipagem de macréfagos
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Apéndice 2. Estratégia de sele¢do da populacdo de macrofagos diferenciados em cultura a
partir de mondcitos circulantes. Através de citometria de fluxo convencional as células foram
selecionadas por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). Separou-se as células que
passaram pelos filtros de deteccédo individualmente (single cells) através do dot plot FSC-
HxFSC-A. Elas foram mais uma vez separadas através do dot plot SSC-AxXFSC-A para que,
em seguida, fosse feita a selegdo dos macréfagos CD68*CD14*. Dentro dessa populacdo
duplo-positiva foram feitas as andlises quanto a expressdo das moléculas de interesse:
CD206 (marcador anti-inflamatério), CD163 (receptor do complexo hemoglobina-haptoglobina
e molécula de adesao), Sirp-a (sinalizadora de fagocitose), CD169 (molécula e sVCAM-1

(moléculas de adesao a eritrocitos).
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9.4. Estratégia de analise — fenotipagem de mondécitos
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Apéndice 3. Estratégia de selecdo de mondcitos circulantes presentes nas células

mononucleares (PBMC). Através de citometria de fluxo convencional as células foram

selecionadas por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). Em seguida, selecionou-se as

células que passaram pelos filtros de detectacao individualmente (single cells) através do dot

plot FSC-HXFSC-A. Os subtipos de mondcitos foram selecionados a partir da marcacdo com
CD14 e CD16: CD14*CD16 (mondcitos classicos), CD14*CD16" (mondcitos intermediarios) e

CD14"°% CD16* (mondcitos n&o-classicos), para que entdo fossem feitas as andlises de

expressdo das moléculas de interesse: CD206 (marcador anti-inflamatério), CD163 (receptor

do complexo hemoglobina-haptoglobina e molécula de adesé&o), Sirp-a (sinalizadora de

fagocitose), CD169 (molécula e sVCAM-1 (moléculas de adeséo a eritrdcitos).
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9.5. Estratégia de analise - fagocitose ex vivo

Single Celis
793

PBMC ——>

SSC-A

-‘l‘lv‘l'llvllllllll 0.",”77,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
I""1T"'l‘7f'l'

1 1
0 500K M M 0 500K 1,0M 1,5M

FSC-A / FSC-A

~

107': 10" 3
8 106_3: ng_; g 106 _.3 cg:gss
= E| i x|
o5 ;10° g
<l a1 3 G
5 o1 —>  §v'3
O 3 3 3.1
1073 105X,
0wl A 102 ]
R R R B I par et ';'l"]'"l“"'l"]
0 500K 1,0M 1,5M 10 10 10
FSC-A Glicoforina A (CD235a) - PE

Apéndice 4. Estratégia de selecdo de mondcitos circulantes presentes nas células
mononucleares (PBMC). Através de citometria de fluxo convencional as células foram
selecionadas por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). Em seguida, selecionou-se as
células que passaram pelos filtros de detectacao individualmente (single cells) através do dot
plot FSC-HXFSC-A. Foram selecionadas as células com presenca de CD14 (mondcitos) e em
seguida, utilizou-se a marcagdo da glicoforina A (CD235a) intracelular para quantificar a

porcentagem de mondcitos que haviam fagocitado células eritroides.



9.6. Estratégia de analise - ensaio de fagocitose in vitro
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Apéndice 5. Estratégia de selecdo dos mondcitos mantidos em cultura com hemacias

marcadas com PKH26 para o ensaio de fagocitose in vitro. Através de citometria de fluxo

convencional as células foram selecionadas por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). As

células que passaram pelos filtros de detectacdo individualmente (single cells) foram

selecionadas através do dot plot FSC-HxFSC-A. Em seguida, foram separados 0s mondcitos

PHK26 e PKH26*, respectivamente, aqueles que nao participaram da fagocitose de hemacias

e as que participaram dessa atividade. Dentro de cada populacao, foram feitas duas analises:

a porcentagem de cada subtipo de mondcitos através da marcacao com CD14 e CD16 —
CD14*CD16 (mondcitos classicos), CD14*CD16" (mondcitos intermediarios) e CD14°" CD16*

(mondcitos nao-classicos); e a porcentagem de expressao de ferroportina (FPN) e de heme-

oxigenase-1 (HO-1).
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Numero do Parecer: 2.748.637

Apresentacgao do Projeto:

Resumo:

A eritropoese € um processo dinamico e complexo pelo qual os progenitores eritréides se desenvolvem em
eritrocitos enucleados maduros. Ao longo do processo, ha uma queda na capacidade proliferativa e um
aumento na expressao do receptor da eritropoietina (Epo) na superficie das células progenitoras. Essas
células se diferenciam em proeritroblastos, os quais sofrem maturagao citoplasmatica e mudancgas nucleares
que geram, em sequéncia, eritroblastos basofilicos, policromatofilico e ortocromatico. O ultimo expele seu
nucleo, se tornando reticulécitos e, por fim, eritrécitos maduros, que circulam na corrente sanguinea até a
sua senescéncia (Gregory & Eaves, 1978; Oikonomidou & Rivella, 2017). O desenvolvimento dos eritrécitos
ocorre em nichos especializados na medula éssea, chamados de ilhas eritroblasticas, compostos por um
macroéfago central cercado por eritroblastos em diferentes estagios de diferenciagao (Bessis, 1958; Chasis &
Mohandas, 2008). Os macréfagos interagem com os eritroblastos pela ligagao da integrina a4b1 nos
eritroblastos com VCAM1 nos macréfagos (Sadahira et al, 1995). Embora a eritropoese seja um processo
extremamente ativo durante situacdes homeostaticas, ela pode ser ainda mais estimulada sob condi¢des de
anemia ou hipoxemia, um processo conhecido como eritropoese em estresse. Durante a eritropoese em
estresse, o desenvolvimento eritréide se estende a sitios extra medulares, principalmente o bago e o figado,
conduzindo a expansao dos progenitores eritréides, recrutamento de ferro e aumento da
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produgéo de reticulocitos e eritrdcitos maduros (Paulson, et al, 2011; Ramos et al, 2010). A patofisiclogia de
algumas anemias hemoliticas se assemelham a de um estado crénico de eritropoese em estresse. Essas
incluem duas doencas aparentemente dicotdémicas, a policitemia vera e a b-talassemia. A policitemia vera é
caracterizada por eritrocitose extremamente elevada associada com uma mutagéo censtitutivamente ativa
no gene JAK2 (V617F), o qual codifica uma proteina que atua na sinalizagéo do receptor da Epo (Baxter et
al, 2005; James et al, 2005). Ao contrario, a b-talassemia é caracterizada por anemia, devido a baixa
produgao de b-globina, e expansdo dos progenitores eritréides, o que & atribuido a centenas de mutagdes
no gene da bglobina e seu promotor (Ginzburg & Rivella, 2011; Rivella, 2009; Libani et al, 2008).

Ambas as doencgas compartilham caracteristicas da eritropoese em estresse, como esplenomegalia,
expansao dos progenitores eritroides e reticulocitose elevada. O desenvolvimento dos eritrécitos, processo
chamado de eritropoese, ocorre em nichos especializados na medula 6ssea, chamados de ilhas
eritroblasticas, compostos por um macréfago central cercado por eritroblastos em diferentes estagios de
diferenciagdo. Em situagdes de anemia ou hipoxemia, ocorre a eritropoese em estresse, a qual se estende a
sitios extra medulares, principalmente o bago e o figado, conduzindo a expansdo dos progenitores
eritroides, recrutamento de ferro e aumento da produgdo de reticuldcitos e eritrocitos maduros. Os
macrofagos sao células chave tanto na eritropoese homeostatica quanto na eritropoese em estresse, ja que
sua deplecdo em modelos murinos impede a proliferacdo de novos eritroblastos e desenvolvimento de
reticulocitos e eritrécitos maduros. Em humanos, alguns monécitos circulantes também parecem
desenvolver essa fungdo, aumentando a proliferagdo e diminuindo a apoptose de células CD34+. Esses
mondcitos sdo CD14highCD16+ e expressam CD163, CD169 e CD206. Nao se sabe, no entanto, se a
quantidade desses mondcitos cu se sua diferenciagédo em macrofagos de ilhas eritroblasticas sao alteradas
durante anemias agudas e hemoglobinopatias com a anemias cronicas, e se esses monécitos contribuem
para o desenvolvimento ou a persisténcia da doenga. Dessa forma, o objetivo desse trabalho é investigar o
fendétipo dos monécitos em pacientes com anemias hemoliticas hereditarias e suas capacidades de se
diferenciar em macrofagos caracteristicos de ilhas eritroblasticas e de promover a eritropoese. Delineamento
experimental: PBMC de pacientes com policitemia vera, b-talassemia e anemia falciforme e de individuos
controles serdo isoladas por gradiente de Ficoll e as células CD34+ e os mondcitos (CD14+) serdo isolados
por beads magnéticas. 9 Os mondcitos seréo diferenciados ou ndo em macréfagos in vitro de trés maneiras
diferentes: (1) na presenca de M-CSF; (2) na presenca de MCSF e 10% de soro autdlogo; e (3) na presenga
de M-CSF e dexametasona.
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+ Os mondcitos e macrofagos serdo marcados com anticorpos fluorescentes anti- CD14, CD16, CD68,
CD206, CD163 e CD169 e avaliados por citometria de fluxo.

+ Os mondcitos e macrofagos serdo co-cultivados com eritroblastos em diferentes estagios de diferenciagao
(obtidos a partir da cultura de células CD34+ em condicdes de diferenciacdo eritrdide) e serdo observadas: -
Adesdo dos monocitos aos eritroblastos por coloragido com Giemsa; - Proliferacdo dos eritroblastos
previamente marcados com CFSE; - Diferenciacdo eritroide pela expressao de CD71 e CD235a por
citometria de fluxo. Alternativamente, a co-cultura podera ser realizada com a linhagem celular eritroide
K562.

+ Os monécitos e macréfagos serdo co-cultivados com eritrocitos maduros previamente marcados com
PKH26 e a fagocitose sera observada por citometria de fluxo ou Amnis. Critérios de inclusdo e exclusdo de
pacientes: O estudo incluira 15 pacientes que sao atendidos no Hemocentro da UNICAMP rotineiramente,
de ambos os sexos, com 18-50 anos de idade, com policitemia vera, b-talassemia ou com anemia falciforme
homozigotos para HbS. Os pacientes serdo abordados durante sua consulta ja agendada e a coleta de
sangue e dados clinicos sera realizada durante a rotina do participante. O participante nao sera solicitado
fora de sua rotina. Serdo selecionados pacientes em fase estavel da doenga, sem crises de dor, sem
infecgdo ou processos inflamatorios e sem transfusdo sanguinea nos ultimos trés meses. O grupo controle
sera composto por 15 individuos sadios (HbA), com sexo e idade compativeis a dos pacientes. Esses
ultimos poderdo ser doadores de sangue que procurarem o hemocentro ou voluntarios que aceitem
conceder sangue destinado apenas a pesquisa.

Aspectos Eticos da Pesquisa:

O projeto apresentado visa a obtengéo de dados através de uma pesquisa, cumprindo assim, os requisitos
da resolucdo do Conselho Nacional de Saude- 466/2012 e suas complementares. Todos os participantes
deste estudo serdo incluidos no estudo mediante termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) datado
e assinado, apresentado pelo pesquisador responsavel pelo estudo no momento em que comparecerem ao
Ambulatoério de Hematologia. Os participantes serdo informados dos beneficios e riscos de sua participagao.
Serdo informados de que a pesquisa pode gerar beneficios indiretos no futuro, pela obtencao de novos
conhecimentos sobre a eritropoese. Todos serdo submetidos a pungéo de veia periférica de um dos bragos
para coleta de amostra de sangue. Como inconvenientes, pode haver dor local no momento da pungéo e 11
complicagdes comuns de uma coleta de sangue de rotina, como equimose, hematoma ou processo
infeccioso local, que serdo tratados e acompanhados no Ambulatério de Hematologia. A privacidade dos

participantes sera garantida quanto ao seu anonimato. A identidade dos participantes ndo sera
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revelada em publicagbes de resultados desse estudo.
Metodologia de Analise de Dados: Os dados ser&o analisados por um estatistico terceirizado. Os dados dos
prontuarios dos pacientes serdo utilizados na analise, mantendo-se o sigilo sobre a identidade do paciente.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo O objetivo principal desse projeto € caracterizar o fenétipo de mondcitos e macréfagos de pacientes
com anemias hemoliticas hereditarias, como policitemia vera, b-talassemia e anemia falciforme, e comparar
com o fenétipo dos macréfagos das ilhas eritroblasticas, investigando-se suas capacidades de promover a
diferenciagéo eritroide e de fagocitose dos eritrocitos em cultura.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Desconfortos e riscos:

Os riscos do procedimento sdo os mesmos que vocé tem com a coleta de amostras de sangue de rotina
(dor no local da pungéo, “roxiddo” no local da coleta, e infecgdo no local). Se isso ocorrer, vocé recebera
toda a assisténcia médica para tratamento dessas complicagdes, sob a supervisdo do pesquisador
responsavel pelo estudo.

Beneficios:

Nao havera nenhum beneficio direto para o participante da pesquisa, mas o conhecimento que se espera
conseguir deste estudo podera ser Gtil no futuro para melhorar o acompanhamento e tratamento de
pacientes com anemia.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Projeto de po6s doutorado ( pois este € o vinculo da pesquisadora).

Equipe de Pesquisa:

Marina Dorigatti Borges ( doutorado).

Fernando Ferreira Costa.

Hipétese:

Nossa hipétese é de que a distribuicdo ou fungdo dos mondcitos e macréfagos de pacientes com anemia
cronica possam estar alteradas, impedindo a eritropoese e, com isso, possam contribuir com o
desenvolvimento ou persisténcia das complicacbes observadas na doenga.

Grupos em que serao divididos os participantes da pesquisa neste centro:

- pacientes com beta-talassemia 15 coleta de sangue
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pacientes com policitemia vera 15 coleta de sangue
- pacientes com anemia falciforme 15 coleta de sangue
- individuos controle 15 coleta de sangue

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

- folhaderostro.pdf: devidamente apresentada. Consta como patrocinador a FAPESP e tamanho amostral de
60 participantes.

- Cronograma.pdf: desenvolvimento do projeto em 4 anos ( sem datas).Com inicio em agosto de 2018.

- Declaracaodevinculo.pdf: processo de pesquisador estd em tramitagdo na Faculdade vinculada ao
Programa Pesquisador de Pés-Doutorado. (2017 - 2018.

- Orcamento: reagentes e materiais de consumo Custeio R$ 60.000,00.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgées:

Em consideragéo ao parecer anterior, pesquisador declara em carta resposta cartaresposta.pdf:

- "Declaragéo de vinculo: O vinculo institucional da pesquisadora principal é até

30/11/18, pois a bolsa de poés-doutorado da FAPESP esta prevista para essa data. Como

se trata de uma bolsa orgamentaria de um projeto tematico da FAPESP, é necessaria a

renovagao da bolsa de 12 em 12 meses, o que ja pretendemos fazer. Como o termo de

outorga é valido por um ano, o vinculo institucional também é valido pelo mesmo

periodo.". Ainda , a pesquisadora Marina Dorigatti Borges, entrou no programa de doutorado nesse més e
desenvolvera grande parte do trabalho, e como doutoranda, tera 4 anos para realizagéo do trabalho.
PENDENCIA ATENDIDA.

- coleta de dados 01/08/2018 02/08/2021. DECLARA COLETA DE DADOS APENAS APOS APROVAGCAO
DO cep.

PENDENCIA ATENDIDA.

- TCLE foi adequado.

PENDENCIA ATENDIDA.

Concluséo: projeto aprovado.

Consideragées Finais a critério do CEP:
- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
integra, por ele assinado (quando aplicavel).
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- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuagdo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apds analise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuacgéo, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao participante ou quando
constatar a superioridade de uma estratégia diagnostica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da
pesquisa, isto &, somente em caso de necessidade de agdo imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria = ANVISA - junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovagao
do CEP para continuidade da pesquisa.

- Em caso de projetos do Grupo | ou Il apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também & mesma, junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem
juntadas ao protocolo inicial.

- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apés a data deste

parecer de aprovagéo e ao término do estudo. -Lembramos que segundo a Resolugdo 466/2012 , item XI.2
letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualguer momento”.
-O pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um periodo de 5 anos apo6s o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacées Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 18/06/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1107067 .pdf 16:53:29
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Outros cartaresposta.pdf 18/06/2018 |RENATA SESTI Aceito
16:53:08 |COSTA

Cronograma cronogramaz2.pdf 18/06/2018 |RENATA SESTI Aceito
16:52:12  |COSTA

TCLE / Termos de | TCLEZ2.pdf 18/06/2018 |RENATA SESTI Aceito

Assentimento / 16:49:32 |COSTA

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | projeto2.pdf 18/06/2018 |RENATA SESTI Aceito

Brochura 16:49:03 |COSTA

Investigador

Folha de Rosto folhaderostro.pdf 13/04/2018 |RENATA SESTI Aceito
14:25:51  |COSTA

Outros Declaracaodevinculo.pdf 04/04/2018 |RENATA SESTI Aceito
14:34:41 |COSTA

Situacgdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Enderego:
Bairro: Bar&o Geraldo
UF: SP

Telefone: (19)3521-8936

CAMPINAS, 02 de Julho de 2018

Municipio:

Assinado por:

Maria Fernanda Ribeiro Bittar

Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

CAMPINAS

Fax: (19)3521-7187

(Coordenador)

CEP: 13.083-887

E-mail:

cep@fcm.unicamp.br
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