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RESUMO

A anemia falciforme (AF) é uma hemoglobinopatia hereditdria resultante de uma
mutagdo no gene que codifica a subunidade -globina, levando a produ¢do da hemoglobina
S (HbS) nos eritrécitos. Com a polimerizacdo da HbS, durante a desoxigenagdo, ocorre a
deformacdo e fragilizacdo das células vermelhas, resultando em anemia hemolitica e
eventos vaso-oclusivos. As crises vaso-oclusivas sdo a principal causa de morbidade nos
pacientes com anemia falciforme e as plaquetas parecem ter um papel importante nesse
processo, pois uma vez ativadas elas secretam e expressam mediadores que induzem uma
resposta inflamatdria tanto em leucécitos como em células endoteliais. A proposta deste
trabalho foi investigar a producdo e expressdao dos mediadores inflamatorios derivados de
plaquetas, LIGHT e CD40L, em controles (individuos saudaveis; CON), pacientes com
anemia falciforme (AF) e pacientes com anemia falciforme em terapia com hidroxiureia
(AFHU). Também avaliamos o envolvimento das plaquetas e seus mediadores na ativacio
de leucdcitos e células endoteliais. Os niveis plasmdticos de ambas citocinas foram
significativamente maiores em individuos AF e AFHU do que nos individuos controle e,
curiosamente, apesar da hidroxiureia ser capaz de diminuir a concentracdo plasmatica de
algumas citocinas inflamatérias, a terapia com essa droga ndo foi associada com qualquer
alteracdo nos niveis de LIGHT ou CD40L. Foi observada uma correlacdo expressiva da
concentragdo de LIGHT com niveis plasmaticos de CD40L, IL-8, ICAM-I,
Trombospondina-1 e TNF-0, enquanto que a concentracdo plasmatica de CD40L
correlacionou-se com os niveis de TNF-o e principalmente com Trombospondina-1,
indicando que tanto LIGHT como CD40L podem estar participando ou entdo refletindo a
inflamacdo cronica presente na anemia falciforme. A expressdo proteica de LIGHT foi
significativamente maior na superficie de plaquetas de individuos AF e AFHU em
comparacdo com plaquetas CON e apresentou uma correlacdo com marcadores de ativacao
plaquetdria. A secrecdo de LIGHT pelas plaquetas foi determinada por ELISA e
concentracdes significativas dessa citocina puderam ser detectadas no sobrenadante de
plaquetas CON e AF, sugerindo que essas células podem ser uma fonte importante de
LIGHT na circulacdo. Apesar da expressao de CD40L ndo ter sido detectada na superficie

das plaquetas de pacientes e controles, as plaquetas de pacientes AF secretaram uma
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quantidade maior de CD40L em comparacao aos controles e foi observada uma correlagao
significativa entre a liberacdo de LIGHT e CD40L em plaquetas de pacientes AF, indicando
que pode existir uma associacdo na secrecdo dessas duas citocinas. A expressdo dos
receptores de LIGHT (HVEM e LTPBR) e de CD40L (CD40) foi avaliada por citometria de
fluxo em plaquetas, neutréfilos, linfocitos e mondcitos. Foi observado que o receptor
HVEM estava mais expresso em plaquetas e linfécitos de pacientes com anemia falciforme,
enquanto que a expressio do receptor CD40 estava elevada nas plaquetas, nos neutréfilos,
nos linfécitos e nos mondcitos de pacientes, comparando com o grupo controle. Esses
dados mostram que a via de sinalizacdo de LIGHT e CD40L pode estar alterada na anemia
falciforme, contribuindo com a ativa¢do dos leucdcitos. Quando avaliamos a participacio
das plaquetas na ativac@o dos leucdcitos, observamos que as plaquetas de individuos com
anemia falciforme foram eficientes em aumentar a expressdo do marcador de ativagdo,
CD69, nos linfécitos e também em induzir o fendtipo pré-inflamatorio nos mondcitos.
Enquanto que a co-cultura de HUVECs com plaquetas demonstrou que as plaquetas de
pacientes com anemia falciforme possuem uma capacidade maior de induzir a expressao de
ICAM-1 em células endoteliais do que as plaquetas de individuos controle. Na presenca de
anticorpos anti-CD40L observamos uma redu¢do drastica no aumento da expressdo de
ICAM-1 pelas plaquetas e apesar dessa expressao também ter sido reduzida na presenca de
anticorpos anti-LIGHT, esses resultados ndo foram estatisticamente significativos.
Interessantemente, altas concentragdes plasmaticas de LIGHT estavam associadas com a
elevada velocidade de regurgitacio tricispide, um indicativo de hipertensdo pulmonar na
anemia falciforme e uma associacdo significativa também foi encontrada entre niveis
elevados de CD40L e pacientes com histérico de Sindrome Tordcica Aguda. Essas
evidéncias sugerem que LIGHT e CD40L parecem estar contribuindo com a ativacdo dos
leucécitos e do endotélio, exercendo um papel importante na fisiopatogenia da anemia
falciforme e aparentemente nas manifestacdes clinicas desta doenca. Os resultados
encontrados neste estudo evidenciam a importancia que as plaquetas e seus mediadores
inflamatorios, LIGHT e CD40L, podem ter na propaga¢do da inflamagdo vascular presente

na anemia falciforme, se tornando possiveis alvos para novas abordagens terapéuticas.
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ABSTRACT

Sickle cell disease results from a single amino acid substitution in the gene
encoding the B-globin subunit, leading to hemoglobin S production in red blood cells.
Polymerization of deoxygenated sickle hemoglobin leads to decreased deformability of red
blood cells, resulting in hemolytic anemia and vaso-occlusive events. Platelets appear to
play an important role in the vaso-occlusive process, as following their activation they
express and secrete mediators that induce an inflammatory response in endothelial cells and
leukocytes. The purpose of this study was to investigate the production and expression of
LIGHT and CD40L on platelets, the presence of this protein in the plasma of controls
(healthy subjects; CON), sickle cell anemia patients (AF) and sickle cell anemia patients on
hydroxyurea therapy (AFHU). In addition, this study evaluated the involvement of platelets
and their mediators, LIGHT and CD40L, in the activation of leukocytes and endothelial
cells. Plasma levels of both cytokines were significantly higher in AF and AFHU
individuals than in control individuals and interestingly, HU therapy was not associated
with a reduction in these levels. A significant correlation was observed between levels of
LIGHT with plasma levels of CD40L, IL-8, ICAM-1, Thrombospondin -1 and TNF- a,
whereas the plasma concentration of CD40L correlated with levels of TNF-a and especially
with plasma Thrombospondin-1. LIGHT expression was significantly higher on the surface
of platelets from AF and AFHU subjects, compared with CON individuals and this
expression demonstrated a correlation with markers of platelet activation. LIGHT secretion
was determined by ELISA and significant concentrations of this cytokine could be detected
in the supernatant of platelets from CON and AF individuals, indicating that platelets may
be an important source of LIGHT. Although CD40L expression was not detected on the
platelet surface in patients or controls, sickle platelets secreted an increased amount of
CD40L, compared to controls. A significant correlation was observed between CD40L and
LIGHT release in sickle cell patients, indicating that the production of these two proteins
may be tightly coupled. The expression of LIGHT (HVEM and LTBR) and CD40L (CD40)
receptors was evaluated by flow cytometry on the surface of platelets, neutrophils,
lymphocytes and monocytes. An increased HVEM receptor expression was observed on the

platelets and lymphocytes of sickle cell patients, whereas the expression of the CD40
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receptor was elevated on platelets, neutrophils, lymphocytes and monocytes from sickle
cell patients, compared to control subjects. Evaluating the contribution of platelets to
leukocyte activation, we observed that platelets from sickle cell anemia individuals
increased the expression of the activation marker, CD69, on lymphocytes and also induced
a pro-inflammatory phenotype on monocytes. Co-culture of HUVEC with platelets
demonstrated that sickle cell platelets have an increased ability to induce ICAM-1
expression on endothelial cells than platelets from control subjects. Furthermore, in the
presence of anti-CD40L antibodies, a drastic reduction was observed in this increase.
Although the expression of endothelial ICAM -1 was also reduced in the presence of anti-
LIGHT antibodies, these results were not statistically significant. Interestingly, high plasma
concentrations of LIGHT were associated with elevated tricuspid regurgitant velocity,
indicative of pulmonary hypertension in sickle cell anemia. A significant association was
also found between high levels of CD40L and patients with a lifetime history of acute chest
syndrome. LIGHT and CD40L appear to contribute to leukocyte and endothelial activation,
playing an important role in the pathophysiology of sickle cell anemia and apparently in the
clinical manifestations of this disease. These results highlight the important role that
platelets and their inflammatory mediators may play in the vascular inflammation that is

known to occur in sickle cell anemia.
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1. INTRODUCAO

1.1 Anemia Falciforme - Aspectos Gerais

A anemia falciforme € uma hemoglobinopatia hereditdria resultante de uma mutagao
puntiforme no gene da beta-globina. Essa mutagd@o leva a substituicdo do dcido glutdmico
por uma valina na sexta posi¢do dessa cadeia, formando uma hemoglobina com
propriedades fisico-quimicas anormais, conhecida como HbS (Brittenham et. al, 1985).
Com a desoxigena¢do das hemdcias, as moléculas de HbS sofrem agregacdo e
polimerizacdo. Apds esse processo, a hemoglobina que se apresentava na forma de um
liquido de fluxo livre passa a ter o aspecto de um gel viscoso, resultando na formacao de
fibras com consequente deformacdo dos eritrcitos, que adquirem uma forma de foice
(Cotran et. al., 2000). A substituicdo de um tnico aminodcido na estrutura da hemoglobina
compreende a base molecular para a anemia falciforme, mas a evolucdo clinica
correspondente a esta doencga € extraordinariamente complicada e afeta véarios 6rgaos, como
os rins, bago e pulmdo. Pacientes com AF sofrem com uma anemia hemolitica severa,
recorrentes crises vaso-oclusivas, além de uma disfuncio cronica dos 6rgaos (Rees et. al.,

2010).

1.2 Classificag¢ao

O termo doenca falciforme € utilizado para se referir a todos os diferentes genotipos
que causam a sindrome clinica caracteristica, enquanto que anemia falciforme, refere-se
especificamente a homozigose do alelo %, a forma mais comum da doenga falciforme. Em
populagdes de origem étnica Africana, a anemia falciforme geralmente € responsivel por
70% dos casos de doenca falciforme, sendo a maioria do restante dos casos doenca da
hemoglobina SC (doenca falciforme SC). Essa variante da doenga falciforme resulta da co-
hereditariedade dos alelos S e B¢ e possui uma gravidade clinica intermedidria (Nagel et.
al., 2003). Devido ao perfil étnico da populacdo brasileira, a incidéncia da doenca
falciforme varia de 1 em cada 650 a 4 mil nascimentos. Nos estados com maior
concentracdo de afro descendentes a prevaléncia desta doenca é mais alta, se tornando um
grave problema de satde publica no Brasil (Portal da Saide — Triagem Neonatal -

http://portal.saude.gov.br/portal/saude/area.cfm?id_area=1061).
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1.3 Inflamacdo cronica na anemia falciforme

A anemia falciforme € acompanhada por um estado inflamatério cronico que
contribui com varias complicacdes (Hagar e Vichinsk, 2008) e o endotélio possui um papel
fundamental na propagag¢do e na perpetuacdo dessa inflamag@o. As células endoteliais,
quando ativadas por estimulos decorrentes da hipoxia/reperfusdo ou da hemodlise
intravascular, além de exibirem um expressao anormal de moléculas de adesdo, adquirem
um fendtipo pro-coagulante e liberam uma grande quantidade de citocinas e quimiocinas
que sdo responsdveis pela ativagcdo e o recrutamento de plaquetas e leucdcitos (de
Franceschi et al., 2003; Setty et al., 2008; Galley et al., 2004; Croizat et al., 1994). As
plaquetas e os leucdcitos também respondem aos estimulos gerados pelas células
endoteliais produzindo uma variedade de mediadores inflamatérios. Alguns desses
mediadores, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina 1 beta (IL-1 ),
sdo potentes ativadores do endotélio (Francis Jr et al., 1992), desencadeando um ciclo
vicioso de ativacdo, adesdo celular e producdo de moléculas inflamatérias, culminando no
estado cronico de inflamagdo que é fundamental para o processo vaso-oclusivo (Conran e

Costa, 2009).

1.4 Crise vaso-oclusiva

Sao muitas as complicacdes clinicas que estdo relacionadas a anemia falciforme.
Individuos com esta doenca sofrem com complicacdes neurolégicas consequentes de
acidente vascular cerebral, infeccdes recorrentes, sindrome tordcica aguda e hipertensao
pulmonar. Dentre estas complicacdes, a crise vaso-oclusiva € a manifestacdo mais comum,
sendo uma das principais causas de morbidade na anemia falciforme. A oclusdo da
microcirculagdo em dreas como 0ssos longos, costelas e veias mesentéricas causam dor
intensa, acompanhada por uma inflamagao local (Rees et. al., 2010).

A oclusdao vascular € causada pela retencdo de hemaécias e leucdcitos na
microcirculacdo, causando a obstrucdo dos vasos e isquemia tecidual. Embora esse
processo necessite da polimerizacdo da HbS, o evento que desencadeia essa obstrucio €
muitas vezes inflamatério (Frenette 2002; Turhan et. al., 2002). Ciclos de isquemia e

reperfusdo causam estresse oxidativo, aumentando a expressao de moléculas de adesdo nas
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células endoteliais e aumentando a sintese de citocinas inflamatérias que podem causar
leucocitose (Belcher et. al., 2003 e 2005).

Outro mecanismo importante deste processo é a hemdlise intravascular. A
hemoglobina livre no plasma ocasiona a producdo de espécies reativas do oxigénio, que sdo
potentes captadores de 6xido nitrico, diminuindo a biodisponibilidade desse gds soldvel na
circulacdo (Reiter et. al., 2002). O 6xido nitrico € um potente vasodilatador, produzido
principalmente pelo endotélio, que possui a capacidade de inibir a ativacdo das células
endoteliais, impedindo a regulacdo da expressdo de moléculas de adesdo, como a molécula
de aderéncia as células vasculares 1 (VCAM-1), molécula de aderéncia intercelular 1
(ICAM-1) e selectinas (De Caterina et. al., 1995).

A reducdo dos niveis de 6xido nitrico juntamente com o aumento de mediadores
inflamatorios e fatores pro-coagulantes na circulagdo induzem a ativacdo do endotélio
vascular (Conran et al., 2009), facilitando a adesdo de hemdcias e leucdcitos que também
apresentam um aumento das suas propriedades adesivas (Canalli et. al., 2007; Gambero et.
al., 2007). Esses eventos provocam a obstru¢cdo do fluxo sanguineo, formando agregados
heterocelulares que diminuem o transito das células na microcirculacdo. O fluxo lento
expOe as hemadcias a hipoxia aumentando a polimerizacdo da HbS e culminando na vaso-

oclusdo (Stuart e Nagel, 2004).

1.5 Hidroxiureia

z

A polimerizagdo da HbS desoxigenada € o evento primario indispensdvel na
patogénese da doenca falciforme. A taxa e extensdo da polimerizagdo da HbS ¢é
proporcional ao grau de desoxigenacdo das células vermelhas, pH, assim como a
concentracdo intracelular de HbS e hemoglobina fetal (HbF). A presenca de HbF nas
hemacias reduz efetivamente a concentracdo de HbS, diminuindo a falcizacdo das células
(Noguchi et. al., 1988).

Dentre as drogas citotéxicas que aumentam a concentragao da HbF, a hidroxiureia
(HU) vem sendo amplamente utilizada no tratamento da doenga falciforme devido ao seu
baixo efeito toxico (Platt et. al., 1984) e também ao seu efeito nas complicacdes clinica

desta doencga, como a diminui¢do da frequéncia de crises vaso-oclusivas, sindrome toracica

aguda e da necessidade de transfusdo sanguinea (Charache et.al., 1995). Com o tempo,
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vdrios outros efeitos benéficos foram sendo atribuidos a essa droga, incluindo a diminuicao
da contagem de plaquetas e leucdcitos, a diminuicdo da ativagdo do endotélio (Odievre et.
al., 2007), mudangas na expressao de moléculas de adesdo (Canalli et. al., 2008; Gambero
et. al., 2007) e a geracdo de 6xido nitrico (Lou et. al., 2009). Em geral, a hidroxiureia é bem
tolerada e seu principal efeito colateral, a curto prazo, ¢ uma mielossupressao dose
dependente. Além de muitos pacientes ndo responderem ao tratamento, existe uma
preocupacao sobre a possibilidade da hidroxiureia predispor a doencas malignas a longo

prazo, embora haja pouca evidéncia para apoiar esta teoria (Lankron et. al., 2008).

1.6 Plaquetas e vaso-oclusao

As plaquetas sdo pequenos fragmentos discoides formados na medula dssea a partir
dos megacaridcitos. Apesar de ndo possuirem nicleo e ndao poderem se reproduzir, as
plaquetas apresentam muitas caracteristicas funcionais de células completas (Guyton e
Hall, 2002). A func¢do das plaquetas como mediadoras da hemostasia e trombose € bastante
conhecida e documentada, mas atualmente vérias evidéncias t€ém sugerido um importante
papel dessas células na inflamacdo (Klinger et. al., 2002). As plaquetas quando ativadas
expressam e secretam mediadores inflamatoérios que induzem uma resposta inflamatéria em
leucdcitos e células endoteliais, estas células, por sua vez, também produzem uma série de
mediadores que sdo capazes de ativar as proprias plaquetas (Gawaz et. al., 1998; Srivastava
et. al., 1990). Essa versatilidade das plaquetas em interagir com diferentes tipos celulares
parece desempenhar um importante papel na fisiopatogenia da anemia falciforme.

Uma ativagcdo plaquetdria aumentada tem sido demonstrada em pacientes com
anemia falciforme mesmo quando esses pacientes ndo estdo em crise, entretanto, as
consequéncias dessa ativacdo ainda ndo estdo muito bem esclarecidas (Villagra et. al.,
2007). De acordo com resultados publicados pelo nosso grupo de pesquisa, as plaquetas, na
anemia falciforme, possuem uma capacidade aumentada de aderirem a componentes da
parede vascular e o contato fisico entre essas células, in vitro, promove a expressdo de
moléculas de adesdo e a producdo de citocinas inflamatérias nas células endoteliais

(Proenga-Ferreira et. al., 2010 e Proenca-Ferreira et. al., no prelo).
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1.7 CD40L

Virias citocinas derivadas de plaquetas parecem estar envolvidas na inflamacao
mediada por plaquetas (Klinger et. al., 2002). Recentemente, bastante atengdo tem sido
focada no papel do CD40 ligand (CD40L). CD40L ¢é uma proteina transmembrana,
pertencente a familia do fator de necrose tumoral (TNF), que tem como principal receptor o
CD40. A interacdo CD40-CD40L foi inicialmente pensada ser apenas um modulador
imunolégico responsdvel pela proliferacdao e diferenciacdo de linfécitos (Spriggs et.al.,
1992; Schonbeck e Libby, 2001). No entanto, varios trabalhos demonstraram que o CD40L
desempenha um papel muito mais amplo, sendo bastante importante na fisiopatogenia de
doencas vasculares, como a aterosclerose (Schonbeck et. al., 2000).

Tanto CD40 como CD40L estdo expressos em uma grande variedade de células do
sistema imune (linfécitos, mondcitos, células dendriticas e neutréfilos) e também em outros
tipos celulares como as células endoteliais, células do musculo liso e células epiteliais
(Schonbeck et. al., 2001). Além disso, ja foi demonstrado que as plaquetas sdo a principal
fonte de CD40L na circulaciao (Henn et. al., 1998).

A sinalizacio CD40-CD40L induz a proliferacdo, diferenciacdo e ativacdo das
células, a qual € caracterizada pela liberacdo de uma vasta gama de citocinas (IL-18, IL-2,
TNF-a, interferon-y) e fatores de crescimento (VEGF) que exercem vdrios efeitos pro e
anti-inflamatérios (Tedgui e Mallat, 2006; Kleemann et. al., 2008). A interacdo CD40-
CD40L também resulta na expressio de moléculas de adesio (ICAM-1, VCAM-1, P-
selectina) e quimiocinas (MCP-1, RANTES) que regula a migracdo de diferentes tipos
celulares (Charo e Ransohoff, 2006; Zernecke et. al., 2008).

A molécula de CD40L, como outros membros da familia do TNF, também pode ser
detectada na forma soluvel (sCD40L), a qual € liberada principalmente pelas plaquetas apds
estimulacdo. sCD40L foi encontrada elevada e biologicamente ativa na anemia falciforme,
sugerindo uma potencial contribui¢do de mediadores derivados de plaquetas na
inflamacdo cronica e na atividade trombdtica que ocorrem na anemia falciforme (Lee et.

al., 2006).
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1.8 LIGHT

Outro mediador que parece estar envolvido na inflamacao mediada por plaquetas € a
citocina LIGHT (Lymphotoxin-like, exhibits inducible expression, and competes with HSV
glycoprotein D (gD) for HVEM, a receptor expressed by T lymphocytes; TNFSF14). Essa
proteina, que pertence a familia do TNF, tem um papel importante na regulacdo da resposta
imune e possui trés receptores, o herpes virus entry mediator (HVEM), o lymphotoxin-f
receptor (LTBR) e o soluble decoy receptor 3 (DcR3). As fungdes das vias de sinalizacio
associadas a estes receptores sdo geralmente especificas ao contexto da célula alvo, devido
a sua expressao em uma grande variedade de tipos celulares (Granger e Rickert, 2003). Na
maioria dos casos, a ligagdo LIGHT/HVEM ativa seletivamente a via do NF-kB, iniciando
a transcri¢do de genes envolvidos na sobrevivéncia e crescimento celular e na inflamacao.
Alguns estudos mostram que essa via também atua como moduladora da resposta de células
T e na co-estimulacdo da ativacdo dessas células (Ware, 2009). As atividades da via de
sinalizacdo LIGHT/LTPR incluem a inducdo in vitro da apoptose, a producdo de vérias
citocinas e a ativacdo de células dendriticas e do estroma (Ware, 2008). E o DcR3, que é
um receptor soluvel produzido por diferentes tipos celulares, tem a capacidade de
neutralizar os efeitos biologicos de LIGHT (Lin e Hsieh, 2011).

LIGHT ¢ biossintetizada como um homotrimero e existe em trés formas fisicas que
sdo geradas por splicing alternativo ou clivagem enzimdtica. Quando o gene € codificado
por inteiro dd origem a uma glicoproteina transmembrana do tipo II tipica da familia do
TNF. Foi descrita também uma isoforma de splicing alternativo que codifica uma molécula
nao glicosilada sem o dominio transmembranar que € retida no citoplasma das células T
ativadas. Uma terceira forma de LIGHT ¢é soluvel (sLIGHT) e proveniente da clivagem
dessa proteina da superficie das células mediante a atividade de metaloproteinases (Granger
et. al., 2001; Morel et. al., 2000). A diferente localizacdo celular destas trés formas de
LIGHT implica que elas podem transmitir funcdes bioldgicas distintas.

LIGHT ¢ produzida por leucécitos e, de acordo com alguns estudos, também pode
ser sintetizada por plaquetas (Otterdal et. al., 2006; Celik et. al., 2007; Celik et. al., 2009).
Otterdal e colaboradores demonstraram que as plaquetas, quando ativadas, sdo capazes de
liberar a forma soluvel de LIGHT através de um mecanismo dependente da ativacdo da GP

IIb/Illa e da acdo de metaloproteinases. Além disso, também mostraram que sLIGHT
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derivado de plaquetas € biologicamente ativa e pode induzir uma resposta inflamatéria em
mondcitos e células endoteliais induzindo a regulacdo de moléculas de adesdo e a liberacdo
de quimiocinas (Otterdal et. al., 2006). LIGHT surgiu como um potencial alvo terapéutico
em vdarias doencas inflamatérias, como a aterosclerose, pois hd evidéncias de que a
interacdo LIGTH/HVEM pode mediar a producdo de mediadores pré-aterogénicos por
mondcitos e células endoteliais, bem como a migracdo de macréfagos e a proliferacdo de
células do mdusculo liso (Wang e Fu, 2005; Ware, 2009). Essas evidéncias sugerem que
LIGHT também pode estar participando da inflamag¢do cronica presente na anemia

falciforme.
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2. JUSTIFICATIVA
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2. JUSTIFICATIVA

7z

Atualmente a anemia falciforme é conhecidamente caracterizada por um estado
inflamatério cronico, mas os mecanismos que induzem a produ¢do de mediadores
inflamatérios e a participacdo das plaquetas neste processo sdo pouco conhecidos. As
proteinas inflamatdrias estdo envolvidas em vérios mecanismos que contribuem para a
patogenia da vaso-oclusdo, como na ativagdao do endotélio, leucdcitos e eritrocitos. Desta
forma, a avaliacdo da producdo de LIGHT e CD40L pelas plaquetas de pacientes com
anemia falciforme e a investigacdo do envolvimento dessas células na ativacdo dos
leucécitos e células endoteliais daria uma melhor indicacdo do papel das plaquetas e seus
mediadores inflamatérios na fisiopatogenia da anemia falciforme e no processo vaso-

oclusivo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Investigar a producgdo e a expressdo de LIGHT e CD40L em plaquetas e a presenca
desses mediadores inflamatérios no plasma de pacientes com anemia falciforme, em terapia

ou nao com HU.

Investigar a contribuicdo de LIGHT e CD40L para a resposta inflamatéria mediada

por plaquetas na anemia falciforme.

3.2 Objetivos especificos

a. Quantificar os niveis de LIGHT e CD40L no plasma de pacientes com anemia

falciforme e controles.

b. Quantificar os niveis de LIGHT e CD40L liberados por plaquetas de pacientes com

anemia falciforme e controles.

C. Avaliar a expressdo de LIGHT, CD40L e seus respectivos receptores na superficie

das plaquetas de pacientes e controles por citometria de fluxo.

d. Avaliar a expressdo génica e proteica de LIGHT, CD40L e seus respectivos
receptores em neutrofilos, mondcitos e linfocitos de pacientes e controles por PCR em

tempo real e citometria de fluxo.

e. Investigar a capacidade das plaquetas em ativar neutréfilos, mondcitos, linfécitos e

células endoteliais.

f. Avaliar o papel de LIGHT e CD40L, derivado de plaquetas, na ativagdo de

neutréfilos, monocitos, linfécitos e c€lulas endoteliais.

g. Avaliar os niveis plasmdticos de LIGHT e CD40L no cohort de pacientes com

anemia falciforme de Londres — Reino Unido.
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4.CASUISTICA E ASPECTOS ETICOS
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4. CASUISTICA E ASPECTOS ETICOS

4.1 Casuistica

Para o grupo controle foram recrutados individuos saudaveis (funciondrios, alunos,
doadores de sangue do hemocentro da UNICAMP, da Fundacio HEMOPE e do King’s
College Hospital, ou individuos voluntérios a pesquisa). Estes individuos ndo estavam em
uso de medicacdes anti-inflamatdrias, analgésicas ou de anticoagulantes e tinham idade

entre 18 e 60 anos.

Os pacientes com anemia falciforme (em terapia ou ndo com hidroxiureia) e
pacientes com doenca falciforme SC foram recrutados do Ambulatério de
Hemoglobinopatias do Hemocentro da UNICAMP, da Fundacdo HEMOPE e do King’s
College Hospital. Estes pacientes foram diagnosticados com anemia falciforme através da
técnica de eletroforese de hemoglobinas e estavam sem crises de dor ou transfusdes

sanguineas por pelo menos 3 meses antes da data de coleta das amostras.

Os individuos do grupo de pacientes com anemia falciforme em terapia com HU
(15-30 mg/Kg/dia) estavam em uso desse medicamento por pelo menos 3 meses antes da

data de coleta das amostras.

4.2 Aspectos éticos da pesquisa

Este estudo foi aprovado em 24/03/2009 pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, Parecer n° 065/2009, conforme previsto
na resolucdo n°. 196/96 do Conselho Nacional de Satde (CNS). Os experimentos realizados
na Fundacdo HEMOPE e no King’s College London também passaram por avaliagdo e
foram aprovados pelos respectivos Comités de Etica em Pesquisa. Todos os participantes

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, previamente aprovado pelo CEP.
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5. METODOLOGIA

5.1 Separacao de plasma livre de plaquetas

O plasma livre de plaquetas (PLP) foi preparado a partir da centrifugacdo do sangue
total, coletado em EDTA, por 15 minutos a 1000 g, 22°C. Em seguida o plasma obtido foi
centrifugado mais uma vez por 15 minutos (3000 g, 22 °C) e filtrado por uma unidade
filtrante estéril e descartdvel (Millex GV, Millipore). O plasma foi armazenado a — 80° C

até uso em ensaios.

5.2 Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay - ELISA

Os niveis de sLIGHT, sCD40L, sICAM-1, sVCAM-1, DcR3, IL-8, IL-6, MCP-1,
TNF-a e Trombospondina-1 (TSP-1) foram determinados no plasma ou no sobrenadante de
plaquetas (2x10®/mL) utilizando kits de ELISA de alta sensibilidade especificos para
deteccdo de cada proteina (R&D Systems, Minneapolis, MN), seguindo as instru¢des do

fabricante.

5.3 Separacio e ativacao de plaguetas

Aproximadamente 18 mL de sangue periférico foram coletados em tubos com ACD
(Acido Citrato Dextrose) de individuos controles e pacientes com anemia falciforme. Apés
centrifugacdo (20 min, 200g, 21°C), o plasma rico em plaquetas (PRP) foi transferido para
outro tubo (cerca de 3 mL) com tampdo de lavagem (aproximadamente de 5 mL, 140 mM
NaCl /0.5 mM KCl1/ 12 mM citrato de s6dio / 10 mM glicose / 12.5 mM sacarose, pH= 6),
e centrifugado por 12 minutos a 800 g, 21°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet de
plaquetas ressuspendido cuidadosamente com 500 pL de solucdo de Krebs (118 mM NaCl /
25 mM NaHCOs3 / 1.2 mM KH;PO4 /1.7 mM MgSO4 / 5.6 mM glicose, pH=7,4). A
contagem de plaquetas foi realizada no contador automatico AcT Diff™ (Beckman &
Coulter) e a concentragao final foi ajustada de acordo com o experimento a ser realizado.

As plaquetas lavadas, na concentracdo de 2x10® PLQs/mL, foram incubadas ou nio
com 20 uM de ADP ou 10 pg/ml de colageno humano tipo I (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) a 37°C por 90 minutos, posteriormente o sobrenadante foi separado por

centrifugacdo e armazenado a -80°C até o uso em ensaios.
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5.4 Separacao de neutréfilos e células mononucleares

O sangue periférico, coletado em tubo contendo heparina, foi submetido a um
sistema de gradiente Ficoll-Hypaque de densidades 1.0771g/mL e 1.1191g/mL e
centrifugado a 700 g por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds centrifugagdo, as
camadas de células granulociticas e células mononucleares foram separadas e lavadas com
PBS 1X (pH=7,4). Foi realizada uma lise hipotonica (Solu¢ao de amodnia - 155mM NH4CL,
10mM KHCO3) a fim de romper hemécias contaminantes e apds outra etapa de lavagem, as
células foram ressuspendidas em PBS 1X na concentragio de 1x10° células/mL para o uso
em ensaios. Apenas amostras com mais de 92% de pureza foram utilizadas nos
experimentos. As expressoes de LIGHT, HVEM, LTBR, CD40L e CD40 foram avaliadas

nessas células pelo método de citometria de fluxo.

5.5 Incubacio de leucocitos com plaguetas

Em alguns experimentos, neutréfilos e células mononucleares controles foram
incubados com plaquetas (1x10%/mL) de pacientes com anemia falciformes ou de
individuos controles por 15 minutos (neutréfilos) ou 1 hora (neutréfilos e células
mononucleares) a 37°C, dependendo do experimento. Apos esse periodo, a ativagdo dessas
células foi observada pelo método de citometria de fluxo analisando a expressdo das

seguintes moléculas.

i.  Neutréfilos: CDI11a (subunidade a da integrina LFA-1) e CD11b (subunidade a da
integrina Mac-1) na sua conformagao ativada e CD66b.
ii.  Mondcitos: CD11b, CD16 (receptor FcyRIlIla) e Fator Tecidual (CD142).
iii.  Linfécitos: CD69 (marcador de ativagdo de linfocitos) e ICAM-1 (CD54).

5.6 Cultivo de células endoteliais e co-cultura com plaguetas

Células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECs), adquiridas da American
Type Culture Collection (Manassas, VA, EUA), foram cultivadas em frascos de 25 cm com
meio de Ham12K suplementado com ECGSF, HEPES (20mM), penicilina (100U/ml),
estreptomicina (100U/ml), fungisone (2.5 pg/ml), glutamina (2mM) e 10% de soro fetal
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bovino. As células foram usadas apds a 4°-6° passagem e mantidas em estufa a 37°C com
5% COz. O meio foi substituido a cada dois dias até as células atingirem confluéncia (3-5
dias).

Ap6s atingirem confluéncia, as HUVECs foram cultivadas em placas de 12 pocos
na presenca de plaquetas (3x10%/mL) de pacientes com anemia falciforme ou de individuos
controles a 37°C com 5% CO., por 24 horas. Em seguida, a ativagcdo dessas células foi
observada pelo método de citometria de fluxo analisando a expressdao das moléculas de

adesdo ICAM-1 (CD54), VCAM-1 (CD106) e E-selectina (CD62E).

5.7 Citometria de fluxo

A expressao superficial de proteinas em plaquetas, neutréfilos, mondcitos, linfécitos
e HUVEC:s foi medida por imunofluorescéncia. As andlises foram realizadas no citdmetro
de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson) utilizando o software FACS Diva e em todos os
experimentos foi utilizado um anticorpo controle ndo-especifico IgG (AbD SEROTEC).

Um total de 10000 eventos foram analisados para cada amostra.

5.7.1 Plaquetas

O PRP (5 uL), obtido por centrifugacdo do sangue total (200g, 21°C por 20
minutos), foi estimulado ou ndo com ADP (20 mM, Sigma-Aldrich) por 30 minem
temperatura ambiente (TA). Apds fixacdo com paraformaldeido 1% (10 min, TA), as
plaquetas foram lavadas e incubadas por 20 min a TA no escuro com o0s anticorpos anti-
LIGHT (PE — R&D Systems), anti-HVEM (APC — R&D Systems), anti-LTPR (PE— R&D
Systems), anti-CD40L (FITC — BD Bioscience), anti-CD40 (PE — R&D Systems), anti-
CD62P (PE - BD Bioscience) e PAC-1 (FITC - BD Bioscience), anticorpo que reconhece a
integrina ollbB3 na sua conformacdo de alta afinidade. As amostras foram

lavadas novamente, ressuspendidas em 300uL de PBS 1X e analisadas.
5.7.2 Leucdcitos

Neutréfilos e células mononucleares isolados (1x10° células/mL) foram incubados
por 30 min a 4°C no escuro com os anticorpos anti-LIGHT (PE — R&D Systems), anti-
HVEM (APC — R&D Systems), anti-LTBR (PE — R&D Systems), anti-CD40L (FITC — BD
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Bioscience), e anti-CD40 (PE — R&D Systems). As amostras de células mononucleares
também foram marcadas com os anticorpos anti-CD3 (FITC - BD Bioscience), anti-CD14
(FITC — BD Bioscience) e anti-CD16 (APC — R&D Systems) para diferenciar as
populacdes de linfécitos e mondcitos. Apds a incubagdo, as células foram lavadas e
ressuspendidas em 300uL de PBS 1X para andlise. Para a identificacdo dos linfécitos nas
amostras de células mononucleares foram utilizados gréaficos “dot plot” SSC (side scatter)
x CD3 e para a identificacdo dos mondcitos foram utilizados graficos “dot plot” SSC (side
scatter) x CD14.

Nos experimentos de incubag@o com plaquetas os neutréfilos foram marcados com
os anticorpos anti-CD11a (MEM-83 - Abcam), anti-CD11b (FITC - eBioscience), anti-
CD66b (FITC — BD Bioscience) e as células mononucleares foram marcadas com anti-
CDI11b (PE-Cy7 - BD Bioscience), anti-CD142 (PE — BD Bioscience), anti-CD16 (APC —
R&D Systems), anti-CD69 (APC — R&D Systems), anti-CD54 (PE - BD Bioscience), anti-
CD3 (FITC - BD Bioscience) e anti-CD14 (FITC — BD Bioscience).

5.7.3 Células endoteliais

Um total de 1x10° HUVECs foram incubadas com plaquetas em placas de 12 pogos.
Apo6s 24 horas, as plaquetas foram retiradas e as HUVECs foram removidas das placas
utilizando 1 mL de tripsina (0.5 g/L - Sigma-Aldrich) por 3 min a 37°C. Em seguida, as
células foram lavadas com PBS (pH 7,4) e incubadas por 30 min a 4°C no escuro com 0s
anticorpos anti-CD54 (PE - BD Bioscience), anti-CD106 (FITC - BD Bioscience) e anti-
CD62E (APC - BD Bioscience). Entao, as células foram lavadas duas vezes com PBS e

posteriormente analisadas.

5.8 Extracio, quantificacio e eletroforese de mRNA e sintese de cDNA

O mRNA foi extraido de neutréfilos e células mononucleares. Apds a separacdo das
células foi adicionado 1mL de Trizol® (Invitrogen Corp. Carlsbad, CA, USA) e as
proximas etapas para o isolamento do RNA foram realizadas de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A quantificagdo das amostras de RNA foi feita por
espectrofotometria (NanoDrop Technologies, Inc., EUA). A integridade e a qualidade das

amostras de RNA total extraidas foram verificadas através de eletroforese em gel de
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agarose desnaturante 1.2% com formaldeido. A observacio de RNA ribossomais
eucaridticos — 28S e 18S numa razdo proxima de 2:1 foi indicativo da ndo degradacdo das
amostras de RNA.

As amostras de RNA obtidas como descrito anteriormente foram tratadas com a
enzima DNasel para remo¢do de DNA contaminante. A transcri¢ao reversa foi realizada
utilizando-se o kit SuperScriptlll (Life Technologies) de acordo com as instrucdes do

fabricante. O cDNA produzido foi armazenado a -20°C até uso em ensaios.

5.9 PCR em tempo real

Esta técnica foi utilizada para quantificar a expressao dos genes que codificam as
proteinas LIGHT e CD40L, assim como dos seus receptores. O principio da técnica é
baseado no monitoramento 6ptico da fluorescéncia do produto de PCR e como molde
foram utilizadas amostras de cDNA. Os primers utilizados deste estudo foram desenhados

utilizando o programa Primer Express (Applied Biosystems) e estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados neste estudo.

Gene Sequéncias dos primers

F = 5>-GCACCTCAAGGCTGAGAAC-3’
GAPDH R =5_-CCACTTGATTTTGGAGGGATCT-
3’

TNFRSF14 F =5-GTGCAGTCCAGGTTATCGTGTG
(HVEM) R =5-CAATGTAGGTGCCTGGAGGG

F=5-
CD40LG CATAAGTGAGGCCAGCAGTAAAAC
(CD40L) R=5"-
TGCTCATGGTGTAGTATCCTTTTTC

F, primer "forward"; R, primer "reverse".
9 b 9

A detec¢do da amplificacdo em tempo real foi feita no equipamento ABI 5700
Sequence Detector System (Applied Biosystems) por meio do reagente SyberGreen PCR
Master Mix (Applied Biosystems). Para confirmar a precisdo e reprodutibilidade do PCR
em tempo real, a precisdo do intra-ensaio foi calculada de acordo com a equacdo E*
Islope) “As amostras foram analisadas em duplicata e os resultados foram expressos em

unidades arbitrdrias (UA) da expressdo génica quando comparados com os genes controles.

5.10 Analise estatistica

Os dados foram plotados em planilhas do Excel ou no software GraphPad Prism e
para as andlises estatisticas inicialmente foram realizados testes para verificacdo da
distribuicdo normal dos valores (Kolmogorov-Smirnov), utilizando o programa Instat
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Os resultados foram expressos como

média + erro da média ou mediana + desvio padrao. Apoés verificacdo da distribui¢do dos
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valores, foram feitos testes pareados (paramétricos ou nao-paramétricos) para verificacao
da acdo das plaquetas ou das proteinas inflamatérias LIGHT e CD40L em uma mesma
amostra. As comparagdes entre os grupos de pacientes e controle foram feitas pelo teste de
Kruskall Wallis, seguido de Dunn (ndo-paramétrico). Para comparacdes entre dois grupos
foi utilizado o teste de Mann Whitney (ndo-paramétricos). Para as andlises de correlacao foi
utilizado o teste de Spearman (ndo-paramétricos). O teste exato de Fisher foi usado para
comparar a incidéncia de complicagdes clinicas nos grupos de pacientes. Valores de P<0,05

foram considerados como estatisticamente significantes.
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6. RESULTADOS

6.1 Dados hematolégicos e niveis plasmaticos de sLIGHT e sCD40L em pacientes com

anemia falciforme

Foi coletado amostras de plasma de cinquenta e sete pacientes com anemia
falciforme que ndo faziam uso de hidroxiureia (AF), quarenta e seis pacientes com anemia
falciforme em terapia com HU (AFHU), vinte e dois pacientes com doenca falciforme SC
que ndo faziam uso de hidroxiureia (DFSC) e quarenta e sete individuos controles (CON).
Pacientes e controles foram recrutados do Hemocentro de Campinas e da Fundacgdo
HEMOPE de Pernambuco. Os dados hematoldgicos e caracteristicas dos pacientes estao
resumidos na Tabela 2. Os niveis plasmaticos de sLIGHT e sCD40L foram dosados em
controles e pacientes pelo método de ELISA e observou-se que os niveis de sLIGHT
estavam significativamente elevados nos grupos AF, AFHU e DFSC em compara¢do com o
grupo controle. Ja a concentracdo de sCD40L estava significativamente aumentada apenas
nos grupos AF e AFHU quando comparados ao grupo controle. Embora seja conhecido
alguns efeitos anti-inflamatérios da hidroxiureia, ndo foi observada qualquer alteracdo nos
niveis de sLIGHT e sCD40L no grupo de pacientes em terapia com essa droga (Fig.1).
Nenhuma correlagdo significativa foi encontrada entre a concentracdo plasmdtica de
sLIGHT e contagem de plaquetas, leucdcitos ou HbF no grupo AF. Entretanto, os niveis de
sLIGHT se correlacionaram positivamente com a contagem de leucdcitos e a concentracao
de lactato desidrogenase no grupo AFHU (Tabela 3). Os niveis de sCD40L se
correlacionaram apenas com o numero de plaquetas no grupo AFHU e nenhuma outra
correlacdo foi encontrada (Tabela 4). Em contraste, no grupo DFSC, foi encontrada uma
correlacdo significativa entre a contagem de plaquetas e a concentracdo plasmadtica tanto de

sLIGHT como de sCD40L (Tabelas 3 e 4, respectivamente).
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Tabela 2. Dados demogrificos e hematoldgicos dos pacientes com doenca falciforme.

AF AFHU DFSC

32.4 (31, 15, 59) 33.2 (30, 17, 58) 43 (43, 22, 65)

Idade P> 005

24.4(23.8,16.0,34.9) 259 (25.9, 18.7, 36.4) 33.5(32.7, 23.8, 47.4)
P=0.05

Hematécrito (%)

Volume corpuscular  89.9 (88.5,71.1, 112.8)  107.5(109.6, 73.1, 134.0)  80.4 (76.7, 58.7, 113.9)
médio (fL) P < 0.0001

11.8 (11.0, 6.1,29.6) 9.3(9.1,3.8, 15.0) 9.2(8.4,3.9,15.3)

Leucécitos (x10°L) P = 0.002

6.0 (5.8,04,21.5) 11.4 (11.1, 1.1, 29.3) 1.1(1.8,0.3,12.2)
P <0.0001

HbF (%)

Com excecdo de sexo, todos os dados estdo representados como média (mediana, minimo, maximo)
para pacientes com anemia falciforme (AF), pacientes com anemia falciforme em terapia com HU
(AFHU) e pacientes com doenga falciforme SC (DFSC). Os valores de P sdo referentes as
comparagdes entre os grupos AF e AFHU. HbF, hemoglobina fetal.
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Figura 1. A concentracdo plasmética de sLIGHT (A) e sCD40L (B) foi determinada por
ELISA de alta sensibilidade em individuos controle (CON), pacientes com anemia
falciforme (AF), pacientes com anemia falciforme em terapia com HU (AFHU) e pacientes
com doenga falciforme SC (DFSC). Teste de Kruskall Wallis.
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Tabela 3. Correlacdo dos niveis plasmaticos de SLIGHT com pardmetros hematolégicos e laboratorial.

Leucécitos Plaquetas Hemacias Hemoglobina  Hematoécrito  Reticulocitos
10°/L 10°/L 109/L g/dL (%) (%)

HbF (%) LDH (U/L)

AFHU 1°=0.377 r'=0.161 r'=0.014 r*=0.015 r'=0.012 r'=0245  r=-0236 r'=0.354
n =46 P=0.01 P=0.284 P=0.927 P=0.920 P=0.935 P=0.102 P=0.143  P=0.022
(n = 40) (n=42)

DFSC r’=0.210 r’=0.591 r’=0.047 r’=0.018 r’=0.003 r’=-0.342 r'=0.111 N/D
n=22 P=0.349 P=10.004 P=0.840 P=0.936 P=0.990 P=0.119 P=0.064
(n=40)

As correlacdes foram calculadas usando o teste de Spearman e os valores de P< 0.05 estdo sublinhados. HbF, hemoglobina fetal; LDH,
lactato desidrogenase; N/D, ndo determinado.
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Tabela 4. Correlacdo dos niveis plasmaticos de sSCD40L com pardmetros hematolégicos e laboratorial.

Leucécitos Plaquetas HemaAcias Hemoglobina  Hematdécrito Reticulocitos
10°/L. 10°/L. 10°/L g/dL (%) (%)

HbF (%) LDH (U/L)

AFHU r’=0.187 r’= 0.425 r’'=0.036 r'=0.152 r’=0.092 r’=0.096 r'=0.041  r’=-0.006
n =46 P=0.199 P=0.002 P=0.807 P=10.299 P=0.528 P=0.510 P=0.795 P=0.973
(n=40) (n=42)

DFSC =0.115 = 0.616 = -0.377 = -0.124 1= -0.172 r°=0.031 r°=0.195
n=22 P=0.612 P=0.002 P=0.084 P=0.582 P=0.443 P=0.891 P=0.411 N/D
(n =40)

As correlagdes foram calculadas usando o teste de Spearman e os valores de P< 0.05 estdo sublinhados. HbF, hemoglobina fetal; LDH,
lactato desidrogenase; N/D, ndo determinado.



6.2 Associacio entre a elevada concentracio plasmatica de LIGHT e velocidade de

regurgitacdo da tricdspide na anemia falciforme

Para investigar se LIGHT poderia ser um marcador de alguma complicacao clinica,
classificamos os pacientes com anemia falciforme em um grupo com elevados niveis
plasmaticos de sLIGHT e outro grupo com baixo a moderado niveis de sSLIGHT. O valor do
cut-off utilizado para definir altas concentragdes de sLIGHT foi de 30 pg/mL,
correspondente ao valor de 75 percentil na populacdo de pacientes estudada. Os dados
clinicos foram coletados apenas dos pacientes do Hemocentro da UNICAMP (AF + AFHU;
n = 47) e a presenca ou auséncia de manifestacOes clinicas foram comparadas nos dois
grupos utilizando o teste exato de Fisher. Nenhuma associacdo foi observada entre altas
concentragdes de sLIGHT e AVC (acidente vascular cerebral, diagnosticado por
ressonancia magnética), osteonecrose (diagnosticado por radiografia), ulcera de perna,
priaprismo ou sindrome tordcica aguda (diagnosticada por radiografia e outros sintomas
especificos). Entretanto, uma associacdo significativa foi encontrada com uma populacdo
de pacientes que apresentavam elevada velocidade de regurgitacdo da tricispide (VRT >
2.5 m/s). Velocidades acima de 2.5 m/s sdo consideradas um indicativo de hipertensao
pulmonar em pacientes com anemia falciforme (Hassel, 2011). Os dados estdo
representados na Tabela 5. Nenhuma associacdo foi encontrada entre sCD40L e alguma

manifestacado clinica.
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Tabela 5. Associagio de SLIGHT com manifestagdes clinicas na anemia falciforme.

Plasma LIGHT Plasma LIGHT

. . P-value
3 { <30. >30.
Complicacdo clinica 30.0 pg/mL 30.0 pg/mL Fisher's Exact
n =30 n=17
AVC 10.0% 5.8% P =1.000
Osteonecrose 10.0% 23.5% P =0.235
Ulcera de perna 10.0% 17.6% P =0.653
Priaprismo 30.0% (n=10) 0.0% (n=07) P=0.228
Sindrome Torécica 20.0% 11.8% P=0.692
Aguda

VRT >2.5 m/s 3.8% (n=26) 40.0% (n=15) P =0.006

AVC, Acidente Vascular Cerebral; VRT, Velocidade da regurgitacdo trictspide

6.3 Correlacio entre os niveis plasmaticos de LIGHT, CD40L, proteinas inflamatorias e

marcadores de vasculopatia na anemia falciforme

Os niveis plasmaticos de sLIGHT, nos grupos AF e AFHU, apresentaram uma
correlacdo expressiva com os niveis de CD40L. Observou-se também uma correlacdo
significativa entre os niveis de SLIGHT e IL-8, um potente mediador inflamatério derivado
do endotélio entre outras células. No entanto, apenas no grupo AF observou-se uma
correlacdo positiva entre a concentracdo de sLIGHT e sICAM-1, enquanto que nenhuma
correlacdo foi encontrada com os niveis de sSVCAM-1 (Tabela 6). Embora seja descrito na
literatura que o CD40L € capaz de induzir a producdo de mediadores inflamatérios e
moléculas de adesdo em leucécitos e células endoteliais, nenhuma correlagdo foi
encontrada com os niveis plasmdticos de IL-8, SICAM-1 ou sVCAM-1, todos marcadores

de ativacdo endotelial (Tabela 7).
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Tabela 6. Correlagdo dos niveis plasmdtico de sLIGHT com outras citocinas
inflamatérias e marcadores de vasculopatia nos grupos de pacientes e controles.

sCD40L IL-8 sICAM-1 sVCAM-1

r’'=0.629 r'=0.611 r’=0.377 r’=0.042
AF P<0.0001 P=0.02 P=0.04 P>0.05
n=57 n=15 n=31 n=18§

r’=0.425
DFSC P=0.048 N/D N/D N/D

n=22

Os niveis de LIGHT no plasma de controles e pacientes foram correlacionados com
CDA40L, IL-8, SICAM-1 e sVCAM-1. N/D, nao determinado. Teste de Spearman.

Tabela 7. Correlagdo dos niveis plasmético de sCD40L com outras citocinas
inflamatérias e marcadores de vasculopatia nos grupos de pacientes e controles.

sLIGHT IL-8 sICAM-1 sVCAM-1

r’'=0.629 r'=0.214 r'=-0.279 r'=-0.211
AF P<0.0001 P>0.05 P>0.05 P>0.05
n=57 n=15 n=32 n=18

r’=0.425
DFSC P=0.048 N/D N/D N/D
n=22

Os niveis de CD40L no plasma de controles e pacientes foram correlacionados com
LIGHT, IL-8, sSICAM-1 e sVCAM-1. Teste de Spearman.
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6.4 Expressao de LIGHT na superficie de plaquetas e correlacio com a ativacio

plaquetdria.

O método de citometria de fluxo foi utilizado para avaliar a expressdo proteica de
LIGHT na superficie de plaquetas de controles e pacientes. Observou-se que a expressao de
LIGHT estava significativamente maior na superficie das plaquetas de pacientes AF e
AFHU em comparacdo com plaquetas de individuos controle (Fig. 2). Notavelmente,
quando as plaquetas foram ativadas com ADP, essas células apresentaram uma expressao
de LIGHT ainda maior nos grupos AF e AFHU do que no grupo CON (Fig. 2). A expressdo
de LIGHT tanto em plaquetas ativadas ou n3o com ADP se correlacionou
significativamente com a expressdo da integrina oupfs ativada (Fig. 3), enquanto que a
expressdo de LIGHT se correlacionou com a expressao de P-selectina (Fig. 4), outro

marcador de ativacdo plaquetdria, apenas em plaquetas ativadas do grupo AF.
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Figura 2. Porcentagem de plaquetas positivas para a proteina LIGHT em individuos
controle (CON), pacientes com anemia falciforme (AF) e pacientes com anemia falciforme
em terapia com HU (AFHU), em condicao basal e ap6s ativacdo das plaquetas com ADP
(20 uM). Teste de Kruskall Wallis, ** P<0.01 comparado ao controle.
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Figura 3. Correlacdo entre a expressdo de LIGHT e a integrina amfB3 na sua conformacio
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P=0.002) e apos ativacdo dessas c€lulas com ADP (B; R=0.483, P=0.03). Teste de
Spearman.
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Figura 4. Correlacdo entre a expressdao de LIGHT e P-selectina na superficie das plaquetas
de pacientes AF em condicao basal (A; R=0.188, P >0.05) e apds ativacdo dessas células
com ADP (B; R=0.502, P =0.03). Teste de Spearman.
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6.5 Expressdao de CD40L na superficie de plaquetas de pacientes com anemia falciforme e

individuos controles

Henn e colaboradores descreveram que plaquetas ativadas expressam CD40L em
sua superficie (Henn et. al., 1998). No entanto, na nossa popula¢do, menos de cinco por
cento das plaquetas eram positivas para CD40L, ndo havendo diferencga estatistica entre os

grupos (Fig. 5).
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Figura 5. Porcentagem de plaquetas positivas para a proteina CD40L em individuos
controle (CON), pacientes com anemia falciforme (AF) e pacientes com anemia falciforme
em terapia com HU (AFHU). Teste de Kruskall Wallis, P>0.05 comparado ao controle.
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6.6 Secrecio de sLIGHT e sCD40L por plaquetas de pacientes com anemia falciforme e

individuos controle

Plaquetas lavadas de individuos controles e pacientes com anemia falciforme foram
estimuladas ou ndo com ADP ou coldgeno durante 90 minutos e a secre¢cdo de SLIGHT foi
quantificada por ELISA. Concentracgdes significativas de sLIGHT puderam ser detectadas
no sobrenadante de plaquetas dos grupos CON e AF, indicando que essas células podem ser
uma importante fonte desta citocina na circulacio (Fig. 6). A secrecao de sCD40L também
foi determinada por ELISA nas mesmas condicdes descritas a cima e foi observado que
plaquetas de pacientes com anemia falciforme liberaram uma quantidade significantemente
maior de sCD40L em comparagcdo ao grupo controle (Fig. 7). A secrecdo de sLIGHT e
sCD40L foi significativamente aumentada pela incubacdo das plaquetas com coldgeno, mas
nao ADP (Figs. 6 e 7, respectivamente), indicando que o coldgeno pode ser um ativador

importante da liberagdo de sSLIGHT e sCD40L na anemia falciforme.
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Figura 6. Plaquetas lavadas de controles e pacientes AF foram estimuladas ou ndo com
ADP (20 uM) ou coldgeno (10 pg/mL) durante 90 minutos. A concentracdo de sLIGHT
presente no sobrenadante foi determinada por ELISA. Teste de Wilcoxon.
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Figura 7. Plaquetas lavadas de controles e pacientes AF foram estimuladas ou ndo com
ADP (20 uM) ou coldgeno (10 pg/mL) durante 90 minutos. A concentragdo de sCD40L
presente no sobrenadante foi determinada por ELISA. Teste de Mann Whitney e teste de
Wilcoxon, respectivamente.
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6.7 Correlacdo entre a secrecio de sLIGHT e sCD40L em plaquetas de pacientes com

anemia falciforme

Interessantemente foi observada uma correlagdo significativa entra os niveis de
LIGHT e CD40L secretados por plaquetas de pacientes AF tanto em condi¢@o basal como
apods ativacdo das plaquetas com coldgeno (Fig. 8). Nenhuma correlagdo foi encontrada
entre os niveis de LIGHT e CD40L no sobrenadante de plaquetas ativadas com ADP.
Resultados indicam que as liberacdes de LIGHT e CD40L por plaquetas parecem estar

associadas.
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Figura 8. Correlacdo entre a secrecdo de sSLIGHT e sCD40L por plaquetas de pacientes AF
em condicdo basal (A; R=0.654, P=0.03) e apds ativacdo dessas células com coldgeno (B;
R=0.775, P=0.005). Teste de Spearman.

6.8 Avaliacdo dos niveis plasmaticos do receptor DcR3 em pacientes com anemia

falciforme e individuos controle

Decoy receptor 3 (DcR3) é um receptor solivel pertencente a familia do fator de
necrose tumoral capaz de neutralizar os efeitos bioldgicos de LIGHT. Os niveis plasméticos
desse receptor foram determinados pelo método de ELISA em controles e pacientes com
anemia falciforme. A concentragdo de DcR3 foi encontrada significativamente elevada no
plasma de pacientes com anemia falciforme em terapia com hidroxiureia quando

comparada com o grupo controle (Fig. 9).
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Figura 9. Concentracdo de DcR3 no plasma de individuos controle (CON), pacientes com
anemia falciforme (AF) e pacientes com anemia falciforme em tratamento com hidroxiureia
(AFHU). Teste de Kruskal Wallis, *P<0.05 comparado ao controle.

6.9 Avaliacdo da expressdo dos receptores HVEM. LTBR, e CD40 na superficie de

plaquetas de pacientes com anemia falciforme e individuos controle

A expressdo dos receptores de LIGHT (HVEM e LTBR) e CD40L (CD40) foi
avaliada pelo método de citometria de fluxo em plaquetas de pacientes e controles. Esta
andlise foi feita em condicao basal e apds estimulo das plaquetas com ADP (20 uM). Para
determinar a eficdcia da ativacdo das plaquetas pelo ADP, foi analisada a expressdo dos
marcadores de ativacdo plaquetdria P-selectina e glicoproteina allbB3 na sua conformacao
ativada (dados ndo mostrados). Foi observado que uma pequena porcentagem das plaquetas
expressava os receptores HVEM e LTPR em sua membrana. O grupo AF apresentou um
aumento da expressdo de HVEM na superficie das plaquetas quando comparado ao grupo
controle (Fig. 10 A), enquanto que pacientes AFHU mostraram um aumento de LTBR
apenas apds estimulo de ADP (Fig. 10 B). Observou-se também que uma grande
quantidade de plaquetas expressava o receptor CD40, sendo que essa expressdao estava
maior no grupo AFHU em relagdo ao grupo controle (Fig. 10 C). Houve um discreto
aumento na expressdo dos receptores HVEM, LTBR e CD40 na superficie das plaquetas de
pacientes e controles apds ativacdo com ADP, mas esse aumento nio foi estatisticamente

significativo.
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Figura 10. Expressao basal e apds estimulo com ADP dos receptores HVEM (A), LTBR
(B) e CD40 (C) na superficie de plaquetas de individuos controles (CON), pacientes com
anemia falciforme (AF) e pacientes com anemia falciforme em tratamento com hidroxiureia
(AFHU). Teste de Kruskall Wallis, ®® P<0.01, comparado ao grupo AF; * P<0.05, **
P<0.01, *** P<0.001, comparado ao controle.
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6.10 Avaliacio da expressao génica de LIGHT, HVEM, LTBR, CD40L e CD40 em

neutrofilos

Como os leucdcitos, em especial os neutrofilos, possuem um papel muito importante no
processo vaso-oclusivo, resolvemos investigar se LIGHT e CD40L poderiam estar
contribuindo para a ativagao dessas células na anemia falciforme. Para isso, primeiramente
foi avaliado se os neutréfilos de individuos controle e de pacientes com anemia falciforme
expressavam os receptores de LIGHT e CD40L e também se esses neutréfilos poderiam
estar contribuindo para a producdo dessas duas proteinas. Dessa forma, o RNA de
neutrofilos foi extraido e a expressdo génica de LIGHT, HVEM, LTBR, CD40L e CD40 foi
determinada por PCR em tempo real. Nao foram observadas diferencas significativas na
expressao de LIGHT, LTBR ou CD40L entre os grupos de pacientes e controles (Fig. 11 A,
C e D, respectivamente). A expressio génica de HVEM apresentou-se elevada nos
neutréfilos do grupo AF em relagdo ao grupo controle (Fig. 11 B), enquanto que observou-
se uma maior expressdo (estatisticamente significativa) de CD40 nos neutréfilos de

pacientes AFHU (Fig. 11 E).
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Figura 11. Expressdo génica de LIGHT (A), HVEM (B; Teste de Kruskall-Wallis,
*P<0.05), LTBR (C), CD40L (D) e CD40 (E; Teste de Kruskal Wallis, *P<0.05) em
neutréfilos de individuos controle (CON, n=5) e pacientes com anemia falciforme (AF,
n=8; AFHU, n=11).
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6.11 Avaliacdo da expressdo proteica de LIGHT, HVEM., LTBR, CD40L e CD40 na

superficie de neutrofilos

Para confirmar os resultados encontrados pela técnica de PCR quantitativo, a
expressao de LIGHT, CD40L e seus receptores HVEM, LTBR e CD40 foi analisada por
citometria de fluxo na superficie de neutréfilos de individuos controle e pacientes com
anemia falciforme. Foi observado que os neutréfilos apresentavam uma expressdao variada
de LIGHT e HVEM (Fig. 12 A e B, respectivamente) em sua superficie, ndo havendo
diferenca na porcentagem de células positivas entre os grupos. Apenas uma pequena
porcentagem dos neutréfilos de controles e pacientes expressaram LTPR em sua superficie,
nao havendo diferenca significativa entre os grupos (Fig. 12 C). A expressdo de CD40L foi
praticamente inexistente (Fig. 12 D) na superficie dos neutréfilos, independentemente do
grupo. Em contraste, os neutréfilos do grupo AFHU apresentaram uma expressao elevada

do receptor CD40 em relacdo ao grupo controle (Fig. 12 E).
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Figura 12. Porcentagem de neutréfilos que expressam LIGHT (A), HVEM (B), LTBR (C),
CD40L (D) e CD40 (E) em pacientes com anemia falciforme (AF, n = 8), pacientes com
anemia falciforme em terapia com hidroxiureia (AFHU, n = 15) e individuos controle
(CON, n = 13). A expressao dessas moléculas foi avaliada pelo método de citometria de
fluxo e a populacdo de neutrofilos foi identificada utilizando gréficos “dot plot” SSC x FSC
(side scatter x forward scatter). Teste de Kruskall Wallis, * P<0.05.
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6.12 Avaliacdo da expressdo génica de LIGHT, HVEM, LTBR, CD40L e CD40 em células

mononucleares

Considerando a importancia dos leucdécitos na fisiopatogenia da anemia falciforme,
também foi avaliada se a produg¢do de LIGHT e CD40L estaria alterada em células
mononucleares de pacientes com anemia falciforme e se essas células expressavam 0s
receptores destas duas citocinas. Dessa forma, apds separacdo da camada de células
mononucleares por gradiente de densidade, a expressdo dos genes que codificam LIGHT,
HVEM, LTBR, CD40L e CD40 foi determinada por PCR quantitativo em tempo real. Nao
houve diferenca entre os grupos de pacientes e controles quanto a expressao dos genes que
codificam LIGHT, HVEM, LTBR e CD40 (Fig. 13 A, B, C e E, respectivamente) nas
células mononucleares. Entretanto, observou-se uma diminuicdo estatisticamente
significativa na expressdao do gene que codifica o CD40L nas células mononucleares do

grupo AF quando comparado com o grupo controle (Fig. 13 D).
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Figura 13. Expressao dos genes que codificam LIGHT (A), HVEM (B), LTBR (C), CD40L
(D) e CD40 (E) em células mononucleares de individuos controles (CON, n = 6), pacientes
com anemia falciforme (AF, n = 13) e pacientes com anemia falciforme em terapia com
hidroxiureia (AFHU, n = 15). Teste de Kruskal Wallis, **P<0.01.
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6.13 Avaliacdo da expressido das proteinas LIGHT, HVEM, LTBER, CD40L ¢ CD40 na

superficie de linfécitos € mondcitos

Como a camada de células monociticas é composta por uma grande quantidade de
linfécitos € uma pequena parte de mondcitos, e essa propor¢cdo varia muito entre oS
individuos controle e os pacientes, a expressao de LIGHT, HVEM, LTBR, CD40L e CD40
foi avaliada pelo método de citometria de fluxo em linfécitos e mondcitos. Os linfdcitos
foram identificados por um gate para isolar as células CD3 positivas utilizando gréficos
“dot plot” SSC (side scatter) x CD3. Uma porcentagem muito pequena de linfécitos
expressaram LIGHT, LTBR e CD40L, tanto em pacientes quanto em controles (Fig. 14 A,
C e D, respectivamente). Em contraste, foi observada uma expressdo maior do receptor
HVEM nos linfécitos em geral, sendo significantemente aumentada no grupo AFHU,
quando comparado com o grupo controle (Fig. 14 B). Adicionalmente, a expressdo de
CDA40 na superficie dos linfocitos estava elevada tanto nos pacientes AF quanto AFHU, em
relacdo aos individuos controle (Fig. 14 E).

A populacdo de mondcitos foi identificada por um gate para analisar isoladamente
as células CD14 positivas utilizando gréaficos “dot plot” SSC x CD14. Com essa técnica,
observou-se um discreto aumento na porcentagem de mondcitos que expressam CD40 em
pacientes AF e AFHU (Fig. 15 E), ficando significante apenas quando esses pacientes
foram considerados no mesmo grupo (Fig. 15 F). Uma grande variacdo na expressao de
LIGHT e HVEM (Fig. 15 A e B) foi observada nos mondcitos de pacientes e controles, ndo
sendo observada grandes diferencas entre os grupos. As proteinas LTPR e CD40L (Fig. 15
C e D) foram detectadas apenas em uma pequena porcentagem dos mondcitos, ndo havendo

diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 14. Porcentagem de linfécitos que expressam LIGHT (A), HVEM (B), LTBR (C),
CD40L (D) e CD40 (E) em individuos controles (CON, n = 14), pacientes com anemia
falciforme (AF, n = 9) e pacientes com anemia falciforme em terapia com hidroxiureia
(AFHU, n = 16). A expressao dessas moléculas foi avaliada pelo método de citometria de
fluxo e a populagdo de linfocitos foi identificada utilizando graficos “dot plot” SSC x CD3
(side scatter x CD3). Teste de Kruskal Wallis, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001,
comparado ao grupo controle.
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Figura 15. Porcentagem de mondcitos que expressam LIGHT (A), HVEM (B), LTBR (C),
CD40L (D) e CD40 (E e F) em individuos controles (CON; n = 14) e pacientes com anemia
falciforme (AF, n =9; AFHU, n = 16; AF + AFHU, n = 25). A expressdo dessas moléculas
foi avaliada pelo método de citometria de fluxo e a populagdo de mondcitos foi identificada
utilizando graficos “dot plot” SSC x CDI14. Teste de Kruskall Wallis e teste de Mann
Whitney, *P<0.05, comparado ao grupo controle.
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6.14 Capacidade das plaquetas de ativar os neutrofilos

Sabe-se que alguns estimulos inflamatdrios sdao capazes de aumentar a expressao de
algumas integrinas, como as B2-integrinas LFA-1 (CD11a/CD18) e Mac-1 (CD11b/CD18),
que estdo envolvidas na adesao dos neutréfilos ao endotélio. Para avaliar a contribui¢ao das
plaquetas para a ativagdo dos neutrofilos, neutréfilos e plaquetas foram incubados por
quinze minutos ou uma hora e a expressdo das moléculas CDl1la, CD11b e CD66b
(marcador da ativagcdo de granuldcitos) foi avaliada por citometria de fluxo. Os anticorpos
anti-CD11a e anti-CD11b utilizados neste experimento sdo capazes de reconhecer essas
moléculas apenas quando elas estdo na conformacdo de alta afinidade. Aproximadamente
noventa e nove por cento dos neutréfilos expressam CD11a, CD11b e CD66b em sua
superficie (resultados ndo mostrados), desta forma nds avaliamos a média de intensidade de
fluorescéncia emitida pelos neutréfilos apds marcacdo com os anticorpos de escolha. Com
essa medida podemos analisar e comparar qualitativamente a expressdo dessas moléculas
em cada célula. Foi observado que a incubagdo de neutréfilos com as plaquetas, tanto de
individuos controle como de pacientes com anemia falciforme, ndo foi capaz de aumentar a
expressdo das moléculas CD66b (Fig. 16) ou CD11a (Fig. 17) na superficie dos neutréfilos.
Entretanto, as plaquetas do grupo CON induziram uma maior expressdo da subunidade
CDI11b nos neutréfilos quando comparado aos neutréfilos em condicdo basal (Fig. 18).
Seria importante aumentar o N experimental deste experimento para a confirmagdo dos

achados.
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Figura 16. Expressdao da molécula CD66b em neutrdfilos controle em condi¢do basal e
ap6s incubacdo com plaquetas de individuos controles (PLQs CON) e pacientes com
anemia falciforme (PLQs AF+AFHU). Neutroéfilos e plaquetas foram incubados por 1 hora
e a expressdo de CD66b foi avaliada por citometria de fluxo. Expressdo relatada como
Média de intensidade de fluorescéncia (MIF). P>0,05; ANOVA (Repeated measures)
seguido pelo teste de Bonferroni.
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Figura 17. Expressdo da integrina CD11a (subunidade da LFA-1) na sua conformacio
ativada em neutréfilos controle em condi¢do basal e apds incubacdo com plaquetas de
individuos controles (PLQs CON) e pacientes com anemia falciforme (PLQs AF+AFHU).
Neutrdfilos e plaquetas foram incubados por 15 minutos e a expressdo de CDl1la foi
avaliada por citometria de fluxo. Expressdo relatada como Média de intensidade de
fluorescéncia (MIF). P>0,05; ANOVA (Repeated measures) seguido pelo teste de
Bonferroni.
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Figura 18. Expressdo da integrina CD11b (subunidade da Mac-1) na sua conformacdo
ativada em neutrofilos controle em condi¢do basal e apds incubacdo com plaquetas de
individuos controles (PLQs CON) e pacientes com anemia falciforme (PLQs AF+AFHU).
Neutrofilos e plaquetas foram incubados por 15 minutos e a expressio de CDI11b foi
avaliada por citometria de fluxo. Expressdao relatada como Média de intensidade de
fluorescéncia (MIF). P>0,05; ANOVA (Repeated measures) seguido pelo teste de
Bonferroni.

6.15 Capacidade das plaquetas de ativar os linfocitos

Ap6s ativagdo dos linfécitos, uma das primeiras moléculas a ser expressa em sua
superficie é o CD69, por este motivo essa molécula € considerada um marcador de ativacao
linfocitaria (Ziegler et. al., 1994). A expressdao da molécula de adesio ICAM-1 também
pode ser observada em linfécitos ativados e estd relacionada com a interagdo entre os
leucécitos (Altmann et. al., 1989). A expressdo dessas duas moléculas foi avaliada por
citometria de fluxo em linfécitos isolados de individuos controle apds incubacdo dessas
células com plaquetas de individuos controle e pacientes com anemia falciforme. A
identificagao dos linfocitos foi baseada na expressao de CD3, utilizando graficos “dot plot”
SSC (side scatter) x CD3. Nao houve alteracdo na expressao de ICAM-1 dos linfécitos na
presenca de plaquetas de controles e pacientes (Fig. 19). Notavelmente, as plaquetas de
pacientes com anemia falciforme foram capazes de aumentar a expressiao de CD69 nos
linfécitos, quando comparada a expressao basal dessa molécula nos linfécitos controle (Fig.

20).
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Figura 19. Porcentagem de linfécitos que expressam ICAM-1 (CD54) em condicdo basal e
apos incubagdo com plaquetas de individuos controles (PLQs CON) e plaquetas de
pacientes com anemia falciforme (PLQs AF+AFHU). Linfécitos e plaquetas foram
incubados por 1 hora e a expressdo de ICAM-1 foi avaliada por citometria de fluxo.
P>0,05; ANOVA (Repeated measures) seguido pelo teste de Bonferroni.
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Figura 20. Porcentagem de linfécitos que expressam CD69 em condicdo basal e apds
incubacdo com plaquetas de individuos controles (PLQs CON) e plaquetas de pacientes
com anemia falciforme (PLQs AF+AFHU). Linfécitos e plaquetas foram incubados por 1
hora e a expressio de CD69 foi avaliada por citometria de fluxo. ANOVA (Repeated

measures) seguido pelo teste de Bonferroni.
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6.16 Capacidade das plaguetas de ativacao dos mondcitos

Os mondcitos sdo células bastante importantes do sistema imune € possuem um
papel relevante na anemia falciforme. Essas células podem ser classificadas basicamente
em dois subgrupos, os mondcitos classicos (CD14" CDI167) e os mondcitos pro-
inflamatérios (CD14* CD16%). Neste estudos nds avaliamos a presenca de mondcitos
classicos e proé-inflamatérios no sangue periférico de individuos controle e pacientes com
anemia falciforme, assim como a capacidade das plaquetas de induzir o fenétipo pro-
inflamatério em mondcitos controle. Para isso, mondcitos foram incubados com plaquetas
de controles ou pacientes por uma hora a 37°C, posteriormente a expressao das moléculas
CD14 e CD16 foi analisada por citometria de fluxo. Da mesma maneira, a expressao de
CDI11b (subunidade alfa da integrina Mac-1) e do fator tecidual também foi avaliada. A
identificacdo dos mondcitos foi baseada na expressdo de CD14, utilizando graficos “dot
plot” SSC (side scatter) x CD14. Foi observado que pacientes com anemia falciforme em
terapia com HU possuem uma porcentagem maior de mondcitos pré-inflamatérios na
corrente  sanguinea quando comparados com individuos controle (Fig. 21).
Interessantemente, apenas as plaquetas de pacientes com anemia falciforme foram capazes
de induzir a expressdao de CD16 em mondcitos controle (Fig. 22). Em contraste, nenhuma
alteracdo na expressdo de CD11b ou fator tecidual foi encontrada nos mondcitos apds
incubacdo com plaquetas tanto de controles como de pacientes (Figs. 23 e 24,

respectivamente).
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Figura 21. Porcentagem de mondcitos positivos para as moléculas CD14 e CDI16
(mondcitos pré-inflamatérios) no sangue periférico de individuos controles (CON),
pacientes com anemia falciforme (AF) e pacientes com anemia falciforme em terapia com
HU (AFHU). Apd6s separacdo das células mononucleares a expressdao de CD14 e CD16 foi
avaliada por citometria de fluxo. Teste de Kruskal Wallis.
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Figura 22. Efeito da incubagdo de plaquetas de controles (PLQs CON) e de pacientes com
anemia falciforme (PLQs AF+AFHU) na expressdo das moléculas CD14 e CD16 em
mondcitos isolados de individuos controle. Mondcitos e plaquetas foram incubados por 1
hora e a expressiao de CD14 e CDI16 foi avaliada por citometria de fluxo. ANOVA
(Repeated measures) seguido pelo teste de Bonferroni.
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Figura 23. Expressdo da integrina CD11b em mondcitos isolados de individuos controle
em condicao basal e apds incubacido com plaquetas de controles (PLQs CON) e pacientes
com anemia falciforme (PLQs AF+AFHU). Mondcitos e plaquetas foram incubados por 1
hora e a expressdao de CD11b foi avaliada por citometria de fluxo. Expressao relatada como
Média de intensidade de fluorescéncia (MIF). P>0,05; ANOVA (Repeated measures)
seguido pelo teste de Bonferroni.
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Figura 24. Porcentagem de mondcitos que expressam fator tecidual (FT) em condig¢do
basal e apds incubacdo com plaquetas de individuos controles (PLQs CON) e pacientes
com anemia falciforme (PLQs AF+AFHU). Mondcitos e plaquetas foram incubados por 1
hora e a expressao de FT foi avaliada por citometria de fluxo. P>0,05; ANOVA (Repeated
measures) seguido pelo teste de Bonferroni.
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6.17 Capacidade das plaquetas de ativacdo de células endoteliais

Para investigar a participacdo das plaquetas na ativacdo de células endoteliais,
HUVECs foram incubadas com plaquetas por 24 horas e a expressdo de moléculas de
adesdo endotelial foi avaliada por citometria de fluxo. Foi observado que um nimero muito
pequeno de HUVECs expressavam VCAM-1 e E-selectina e o contato com as plaquetas,
tanto de pacientes como de controles, ndo foi capaz de aumentar a expressdo dessas
moléculas sob essas condi¢des (Fig. 25 A e B, respectivamente). Em condi¢do basal
aproximadamente trinta e cinco por cento das HUVECs expressam ICAM-1, sendo que a
co-cultura dessas células com plaquetas por 24 horas provocou um aumento no nimero de
células positivas para esta molécula, considerada um marcador de ativacdo endotelial (Fig.
26). Também foi observado que as plaquetas de pacientes com anemia falciforme induzem
uma maior expressdo de ICAM-1 em HUVECs do que as plaquetas de individuos controle

(Fig. 26).
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Figura 25. Porcentagem de HUVECs que expressam VCAM-1 (A) e E-selectina (B) em
condic¢do basal e apds incubagdo com plaquetas de individuos controles (PLQs CON) e de
pacientes com anemia falciforme (PLQs AF+AFHU). HUVECs foram cultivadas por 24
horas (37°C) na presenca de plaquetas (3x10® PLQs/mL) e a expressdo de E-selectina e
VCAM-1 foi avaliada por citometria de fluxo.
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Figura 26. Porcentagem de HUVECs que expressam ICAM-1 em condi¢do basal e apds
incubagdo com plaquetas de individuos controles (PLQs CON) e de pacientes com anemia
falciforme (PLQs AF+AFHU). HUVECs foram cultivadas por 24 horas (37°C) na presenca
de plaquetas (3x10® PLQs/mL) e a expressdo de ICAM-1 foi avaliada por citometria de
fluxo. ANOVA (Repeated measures) seguido pelo teste de Bonferroni.

6.18 Avaliacdo do papel de LIGHT e CD40L na ativacio mediada por plaquetas de células

endoteliais

Para estudar a participacdo de LIGHT e CD40L na ativagdo mediada por plaquetas
de células endoteliais, anticorpos inibidores dessas duas proteinas foram incubados com
plaquetas antes de adicionar essas células sobre as HUVECs. A presenca do anticorpo anti-
CD40L aboliu drasticamente o aumento da expressio de ICAM-1 provocado pelas
plaquetas de pacientes com anemia falciforme, enquanto que na presenc¢a do anticorpo anti-
LIGHT nés observamos uma redugcdo na expressio de ICAM-1 mas ela nao foi
estatisticamente significativa possivelmente pelo nimero pequeno de experimentos (Fig.

27).
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Figura 27. Expressdo da molécula de adesao ICAM-1 nas HUVECs em condi¢do basal,
apds incubacdo com plaquetas de pacientes com anemia falciforme e na presenca ou
auséncia de anticorpos anti-LIGHT e anti-CD40L. HUVECs e plaquetas foram co-
cultivadas por 24 horas (37°C) e a expressdao de ICAM-1 foi avaliada por citometria de
fluxo. ANOVA (Repeated measures) seguido pelo teste de Bonferroni.
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6.19 Avaliacdo dos niveis plasmaticos de sLIGHT e sCD40L no coorte de pacientes com

anemia falciforme de Londres — Reino Unido

Esses experimentos foram realizados durante um estigio de seis meses no King’s
College London, sob a supervisdo da pesquisadora Dra. Swee Lay Thein. Este estdgio teve
apoio financeiro da FAPESP, através do programa de Bolsa Estigio de Pesquisa no

Exterior (BEPE).

6.19.1 Dados hematoldgicos e niveis plasmaticos de SLIGHT e sCD40L em pacientes com

anemia falciforme

O plasma de quarenta e um pacientes com anemia falciforme (AF), vinte e um
pacientes com anemia falciforme em terapia com hidroxiureia (AFHU) e trinta individuos
controle (CON) foi avaliado. As caracteristicas demogréficas e laboratoriais dos pacientes
estdo resumidas na Tabela 8. A concentracdo de sLIGHT e sCD40L foi quantificada no
plasma de pacientes e controles também pelo método de ELISA. O grupo AF apresentou
niveis elevados de sLIGHT, enquanto a concentragao de sSCD40L estava mais alta no grupo
AFHU quando comparados ao grupo controle (Figs. 28 e 29, respectivamente). Quando
consideramos os pacientes AF e AFHU em um mesmo grupo, a concentragdo de ambas

citocinas estd maior no grupo de pacientes do que no grupo controle (Figs. 28 e 29).
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Tabela 8. Dados demogrificos e hematol6gicos dos sujeitos controle e dos pacientes com anemia
falciforme no cohort de Londres.

CON AF AFHU

33.1(30,22,61) 33.2 (31, 17,63) 36.7 (37, 18, 59)
P>0.05 P>0.05

Idade

14.5 (14.4, 12,6, 17.1) 8.7 (8.5, 5.6, 12.7) 9.1(9.3,6.3, 12.9)

Hemoglobina (g/dL) P < 0.0001 P < 0.0001

Reticuldcitos (%) 10.8 (9.2, 3.1, 26.0) 8.0(7.8,3.3,17.4)

257.2 (242, 174, 366) 368.3 (363, 82, 578) 341.6 (356, 89, 608)
P <0.0001 P>0.05

Plaquetas (x10°L)

Com excecdo de sexo, todos os dados estdo representados como média (mediana, minimo, maximo)
para individuos controle (CON), pacientes com anemia falciforme (AF) e pacientes com anemia
falciforme em terapia com HU (AFHU). Os valores de P sdo referentes as comparagdes com grupo
CON.
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Figura 28. Concentracdo plasmdtica de sSLIGHT em individuos controle (CON), pacientes
com anemia falciforme (AF), pacientes com anemia falciforme em terapia com HU
(AFHU). Teste de Kruskal Wallis.
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Figura 29. Concentracdo plasmdtica de sSCD40L em individuos controle (CON), pacientes
com anemia falciforme (AF), pacientes com anemia falciforme em terapia com HU
(AFHU). Teste de Kruskal Wallis.
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6.19.2 Associacdo entre a elevada concentracao plasmatica de sCD40L e a Sindrome

Toracica Aguda na anemia falciforme

Para investigar se altas concentracdes de sSCD40L estariam associadas com alguma
complicagdo clinica, nés utilizamos o valor da mediana na populacio de pacientes estudada
como um cut-off para dividir os pacientes em dois grupos. Um grupo com niveis
plasméticos de sCD40L menores que 113.4 pg/mL e outro grupo com niveis maiores que
113.4 pg/mL. Os dados clinicos foram coletados apenas dos pacientes atendidos no King’s
College Hospital (AF + AFHU; n = 62) e a presenca ou auséncia de manifestagdes clinicas
foram comparadas nos dois grupos utilizando o teste exato de Fisher. Nenhuma associagao
foi observada entre altas concentragdes de sCD40L e AVC (acidente vascular cerebral),
osteonecrose, retinopatia ou priaprismo. Entretanto, uma associa¢do significativa foi
encontrada com uma populagdo de pacientes com histérico de Sindrome Torécica Aguda.
Os dados estdo representados na Tabela 9. Confirmando esse resultado, também observou-
se que a concentracdo de sCD40L estava significativamente elevada no plasma de pacientes
com anemia falciforme com histérico de Sindrome Tordcica Aguda (Fig. 30). Nenhuma
associacdo foi encontrada entre sLIGHT e alguma manifestacdo clinica no coorte de

pacientes de Londres.
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Tabela 9. Associacdo de sCD40L com manifestagdes clinicas na anemia falciforme.

Plasma CD40L Plasma CD40L
Complicacido clinica <113.4 pg/mL >113.4 pg/mL

P-value
Fisher's Exact

Osteonecrose 12.9% 16.1 % P =1.0000

Priaprismo 33.3 % (n=12) 20.0 % (n=10) P =0.6462

AVC, Acidente Vascular Cerebral.
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Figura 30. Concentracdo plasmdtica de sCD40L em pacientes com anemia falciforme que
nunca apresentaram Sindrome Tordcica Aguda (STA-) e pacientes com histérico de
Sindrome Torécica Aguda (STA+). Teste de Mann Whitney.
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6.19.3 Correlacio entre os niveis plasmaticos de sLIGHT, sCD40L, citocinas inflamatodrias

¢ Trombospondina-1 na anemia falciforme

Uma correlagdo significativa foi observada entre os niveis plasmaticos de sLIGHT e
sCD40L apenas quando os pacientes AF e AFHU foram considerados em um mesmo
grupo. A concentragdo de IL-6, MCP-1, TNF-a e Trombospondina-1 (TSP-1) também foi
dosada no plasma de CON, pacientes AF e AFHU por ELISA. Os niveis de sLIGHT, em
ambos os grupos de pacientes, correlacionaram significativamente com os niveis de TNF-a,
enquanto que a concentragao de TSP-1 correlacionou com os niveis de sSLIGHT apenas no
grupo AFHU (Tabela 10). Foi observada uma correlagdo expressiva entre os niveis
plasméticos de sCD40L e TSP-1 nos grupos AF e AFHU. Curiosamente, apenas o grupo
AFHU apresentou uma correlagdo significativa entre a concentragdo de CD40L e TNF- o
(Tabela 11). Entretanto, nenhuma correlagdo foi observada entre os niveis de sLIGHT e IL-

6 ou MCP-1 ou entre sCD40L e IL-6 ou MCP-1.
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Tabela 10. Correlagdo dos niveis plasmético de sSLIGHT com outras citocinas inflamatdrias e Trombospondina-1.

CD40L (pg/mL) IL-6 (pg/mL) MCP-1 (pg/mL) TNF-a (pg/mL) TSP-1 (ng/mL)

=0.300 r’=-0.238; r’'=-0.27; r’=0.453; r’=0.285;

AF P=0.055 P>0.05 P>0.05 P=0.003 P=0.071
n=41 n=20 n=20 n=41 n=41

=0.303 r’=-0.056; r’=-0.002; r’=0.493; r’=0.328;

AF+AFHU P=0.016 P>0.05 P>0.05 P<0.0001 P=0.009
n=62 n=30 n=30 n=62 n=62

Os niveis de sLIGHT no plasma de controles (CON), pacientes com anemia falciforme e pacientes com anemia
falciforme em uso de hidroxiureia (AFHU) e pacientes foram correlacionados com niveis plasméticos de sCD40L, IL-6,
MCP-1, TNF-a e Trombospondina-1 (TSP-1). Teste de Spearman.
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Tabela 11. Correlacdo dos niveis plasmatico de sCD40L com outras citocinas inflamatérias e Trombospondina-1.
LIGHT (pg/mL) IL-6 (pg/mL) MCP-1 (pg/mL) TNF-a (pg/mL) TSP-1 (ng/mL)

=0.300 r’=-0.278; r’=-0.155; r*=0.139; r*=0.627,;

AF P=0.055 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P<0.0001
n=41 n=20 n=20 n=41 n=41

°=0.303 r’=0.191; r’=-0.097; r’=0.269; r’=0.705;

AF+AFHU P=0.016 P>0.05 P>0.05 P=0.035 P<0.0001
n=62 n=30 n=30 n=62 n=62

Os niveis de sCD40L no plasma de controles (CON), pacientes com anemia falciforme e pacientes com anemia falciforme
em uso de hidroxiureia (AFHU) e pacientes foram correlacionados com niveis plasméticos de sLIGHT, IL-6, MCP-1,
TNF-a e Trombospondina-1 (TSP-1). Teste de Spearman.



6.19.4 Correlacio dos niveis plasmaticos de sSLIGHT com parimetros hematoldgicos

O hemograma completo e os niveis de hemoglobina foram avaliados em todos os
pacientes. Foi observado que os pacientes do grupo AF e AFHU apresentavam uma
correlacdo significativa entre os niveis plasmaticos de sSLIGHT e a contagem de leucdcitos,
linfécitos, mondcitos and eosinéfilos. Curiosamente, apenas pacientes AF apresentaram
uma correlacdo significativa da concentracdo plasmética de sLIGHT com a contagem de
neutréfilos. Uma correlacdo positive foi encontrada entre os niveis de sLIGHT e a
contagem de plaquetas nos grupos AF e AFHU, sendo estatisticamente significativa apenas

no grupo AF (Tabela 12).

6.19.5 Correlacao dos niveis plasmaticos de sSLIGHT com varidveis laboratoriais

Todas as amostras de sangue dos pacientes utilizadas neste estudo foram coletadas
ao mesmo tempo dos exames de rotina. Os exames de rotinas foram realizados para avaliar
a hemolise intravascular (lactato desidrogenase - LDH), inflamacdo aguda (proteina C-
reativa — P-CR), fun¢@o hepdtica (proteina total, albumina, globulina e bilirrubina total) e
funcdo renal (sédio — Na, potdssio — K e creatinina). Nenhuma correlacdo foi encontrada
entre os niveis de sLIGHT e LDH ou P-CR. Entretanto, sLIGHT apresentou uma
correlagdo negativa com os niveis de Na no soro de pacientes AF e uma correlagio positiva

com os niveis de globulina sérica nos pacientes AFHU (Tabela 13).
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Tabela 12. Correlacdo dos niveis plasmaticos de SLIGHT com parametros hematoldgicos.

Leucécitos Neutrofilos Linfocitos Monocitos FEosinofilo  Plaquetas Hemoglobina Reticulécitos
10°/L. 10°/L 10°/L. 10°/L 10°/L. 10°/L. g/dL

HDbF (%) (%)

AFHU r’=0.487 r'=0.285 r°=0.542 =047 r’=0.557 r°’=0.376 r’=-0.272 r’=-0.26 r’=0.423
n=21 P=0.025 P=0.209 P=0.011 P=0.031 P=0.008 P=0.092 P=0.234 P=0.268 P=0.056

As correlacdes foram calculadas usando o teste de Spearman e os valores de P< 0.05 estdao sublinhados. HbF, hemoglobina fetal.
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Tabela 13. Correlacdo dos niveis plasmaticos de sSLIGHT com parametros laboratoriais.

Proteina Bilirrubina

PCR Na K Creatinina Albumina Globulina LDH
total total

AFHU r'=-0.02 r’=-0.178 1’=-0.125 r’=0.124 r’=0.361 r’=-0.161 r’=0.459 r’=0.173 r’=0.370
n=21 P=0.929 P=0.439 P=0.59 P=0.592 P=0.107 P=0.487 P=0.036 P=0.454 P=0.099

As correlagdes foram calculadas usando o teste de Spearman e os valores de P< 0.05 estdo sublinhados. PCR, proteina C-reativa; Na,
sodio; K, potassio; LDH, lactato desidrogenase.



6.19.6 Correlacio dos niveis plasmaticos de sCD40L com paridmetros hematoldgicos

Interessantemente, foi observada uma correlagdo significativa entre os niveis
plasméticos de sCD40L e a contagem de leucdcitos, neutrdfilos, linfocitos e plaquetas
apenas no grupo de pacientes AF. Uma correlacdo negative, mas ndo significativa, foi
encontrada entre a concentracdo de sSCD40L, hemoglobina e hemoglobina fetal no grupo de

pacientes AF (Tabela 14).

6.19.7 Correlacao dos niveis plasméaticos de sCD40L com varidveis laboratoriais

Semelhantemente aos resultados encontrados para sLIGHT, os niveis de sCD40L
apresentaram uma correlagdo negativa significativa com os niveis de Na no grupo de
pacientes AF e uma correlagcdo positiva, mas ndo significativa, com os niveis de globulina
sérica no grupo AFHU. Entretanto, observou-se também uma correlacio significativa entre

a concentracio plasmética de sSCD40L e LDH, somente no grupo AF (Tabela 15).
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Tabela 14. Correlacdo dos niveis plasmaticos de sSCD40L com parametros hematolégicos.

Leucocitos Neutréfilos  Linfocitos Mondcitos Eosinéfilo Plaquetas = Hemoglobina HbF (%) Reticulodcitos
10/L 10°/L 10°/L 10°/L 10°/L 10°/L g/dL ¢ (%)
AF r°*=0.386 r’=0.322 r’=0.374 r’=0.214 r’=0.166 r’=0.454 r'=-0.276 r’=-0.296 r°=-0.060
n=41 P=0.013 P=0.04 P=0.016 P=0.179 P=0.299 P=0.0029 P=0.081 P=0.075 P=0.709

AFHU r’=0.105 r*=0.209 r’=0.357 r*=0.208 r’=0.250 r°’=0.362 r'=-0.183  r’=-0.190 r’=0.104
n=21 P=0.650 P=0.363 P=0.112 P=0.365 P=0.274 P=0.107 P=0.427 P=0.424 P=0.654

AF+AFHU  r’=0.251 r’=0.126 r’=0.328 r’=0.216 r’=0.159 r’=0.440 r'=-0211 r’=-0214 1°=-0.081
n=62 P=0.049 P=0.329 P=0.009 P=0.091 P=0.218 P=0.0003 P=0.100 P=0.109 P=0.530

As correlacdes foram calculadas usando o teste de Spearman e os valores de P< 0.05 estdo sublinhados. HbF, hemoglobina fetal.
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Tabela 15. Correlacdo dos niveis plasmaticos de sCD40L com parametros laboratoriais.

C-RP Na K Creatinine Tota.l Albumina Globulina Bilirrubina LDH
Protein Total
AF r'=-0.111 r=-0382 1r’=-0.050 r’=-0.151 r’=0.268 r’=0.035 r’=0.208 r’=0.243 r’=0.439
n=41 P=0.491 P=0.014 P=0.755 P=0.347 P=0.091 P=0.828 P=0.193 P=0.126 P=0.004

AFHU r’=0.238 r’= 0.068 r’=-0.312 r’=-0.157 r°=0.208 r’=-0.040 r’=0.418 r’=0.046 r’=0.042
n=21 P=0.298 P=0.771 P=0.169 P=0.498 P=0.365 P=0.863 P=0.059 P=0.843 P=0.858

AF+AFHU r’=-0.068 1°=-0.215 r’=-0.072 r'=-0.172 r°=0.207 r’=-0.007 r’=0.234 r°’=0.166 r’=0.257
n=62 P=0.600 P=0.093 P=0.577 P=0.182 P=0.107 P=0.955 P=0.068 P=0.198 P=0.044

As correlagdes foram calculadas usando o teste de Spearman e os valores de P< 0.05 estdo sublinhados. PCR, proteina c-reativa; Na, sédio;
K, potéssio; LDH, lactato desidrogenase.



6.19.8 Avaliacio da expressdo de marcadores de ativacio plaquetaria nos pacientes com

anemia falciforme

Visto que LIGHT e CD40L parecem ser produzidos e secretados por plaquetas
ativadas, a expressdao de P-selectina e da integrina allbpB3 na sua conformacdo ativada foi
medida por citometria de fluxo. A expressdo da molécula de adesdo P-selectina estava
significativamente elevada na superficie de plaquetas de pacientes do grupo AF em
comparagdo com o grupo controle (Fig. 31). Nao houve diferenga estatistica na expressao
da integrina allbP3 nas plaquetas de controles e pacientes (Fig. 32). Nenhuma correlacio
foi encontrada entre os niveis plasmaticos de sLIGHT ou sCD40L e a expressdo desses

marcadores de ativacdo plaquetdria.
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Figura 31. Expressdo de P-selectina na superficie de plaquetas de individuos controles
(CON), pacientes com anemia falciforme (AF) e pacientes com anemia falciforme em

tratamento com hidroxiureia (AFHU). Teste de Kruskal Wallis, * P<0.05, comparado ao
controle.
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Figura 32. Expressdo da integrina allbpB3 na sua conformacdo ativada na superficie de
plaquetas de individuos controles (CON), pacientes com anemia falciforme (AF) e
pacientes com anemia falciforme em tratamento com hidroxiureia (AFHU). Teste de
Kruskal Wallis.
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7. DISCUSSAO
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7. DISCUSSAO

7.1 Producio das citocinas LIGHT e CD40L na anemia falciforme

A anemia falciforme é uma doenca resultante de uma simples mutagdo de ponto no
gene da B-globina, mas caracterizada por uma desordem sistémica associada a episdédios
agudos de dores, infec¢des recorrentes e danos progressivos aos 6rgaos (Frenette e Atweh
2007, Rees, e.t al., 2010). A crise vaso-oclusiva é a manifestacdo mais comum desta doenca
sendo a principal causa de morbidade dos pacientes. Hoje, acredita-se que a crise vaso-
oclusiva seja um processo multifatorial, envolvendo as interagdes entre as células
vermelhas, leucdcitos ativados, plaquetas, proteinas do plasma e células endoteliais.
Recorrentes crises vaso-oclusivas e lesdes por isquemia-reperfusdo com consequente
ativacdo de células endoteliais induzem uma resposta inflamatéria continua nos individuos
com anemia falciforme que € propagada pela diminui¢do da biodisponibilidade de 6xido
nitrico, aumento do stress oxidativo e por niveis elevados de citocinas pré-inflamatdrias
(Hebbel et. al., 2004; Conran et. al., 2009).

LIGHT e CD40L sao proteinas transmembrana do tipo II, pertencentes a familia do
fator de necrose tumoral, que promovem efeitos pro-inflamatérios em leucdcitos e células
endoteliais. Além de serem expressas em uma variedade de tipos celulares, ja foram
identificadas em altas concentra¢des plasmaticas em vérias doencgas inflamatérias como a
aterosclerose (Lee et. al., 2001; Liu et. al., 2008; Lievens et. al., 2009; Lievens et. al.,
2010). Neste estudo, as citocinas sSLIGHT e sCD40L, foram encontradas significativamente
elevadas no plasma de pacientes com anemia falciforme e esse aumento foi observado tanto
em pacientes em tratamento com hidroxiureia como em pacientes que niao faziam o uso
desse medicamento. Curiosamente, foi observado que os niveis de sLIGHT também
estavam elevados no plasma de pacientes com doenca falciforme SC, apesar desses
pacientes geralmente apresentarem um quadro clinico menos severo com uma contagem
menor do nimero de plaquetas e de leucdcitos (Nagel et. al., 2003). Embora em
concentracdes menores, 0s pacientes com anemia falciforme do coorte de Londres também
apresentaram altos niveis de sLIGHT e sCD40L quando comparados aos individuos

controle. Esse aumento, encontrado na concentracdo plasmatica de sSLIGHT e sCD40L na

117



anemia falciforme, pode estar contribuindo com a fisiopatogenia da doenca perpetuando a
inflamacao cronica ja existente.

A proteina LIGHT € encontrada expressa na superficie de plaquetas ativadas e
parece participar na adesdo dessas células ao endotélio (Celik et. al., 2007). Neste estudo,
observamos que plaquetas de pacientes com anemia falciforme expressavam uma maior
quantidade de LIGHT do que plaquetas de individuos controle e essa expressdo estava
associada com a expressdo de P-selectina e da integrina allbB3, que sdo marcadores de
ativagdo plaquetdria. Podemos sugerir que na anemia falciforme as plaquetas que circulam
na corrente sanguinea ja estdo pré-ativadas, como mostrado por Tomer e colaboradores,
quando identificaram que plaquetas de individuos com anemia falciforme expressavam
mais P-selectina e allbB3 do que plaquetas de individuos sem a doenca (Tomer et. al.,
2001). A expressao do receptor de LIGHT, HVEM, em plaquetas foi encontrada aumentada
nos pacientes AF, mas ndo nos pacientes AFHU. Em contraste, a expressdo de LTPR estava
ligeiramente elevada na superficie de plaquetas dos pacientes AFHU. Para nosso
conhecimento, as expressdes de HVEM e LTBR em plaquetas ainda ndo foram relatadas na
literatura, desta forma, o efeito da ativacdo desses receptores na funcio plaquetdria ndo €
conhecido. Entretanto, sabe-se que ambos os receptores modulam o processo imune e
inflamatério em outros tipos de células, tais como linfécitos T, macréfagos e células
endoteliais (Ware, 2009; Xu et. al., 2011).

Apos ativacdo das plaquetas, LIGHT € liberada na sua forma soluvel através de
mecanismos que envolvem a ativacdo da GP IIb/Illa (integrina allbPB3) e também da acdo
de metaloproteinases. A liberacdo da forma solivel de LIGHT ndo segue o padrdo de
secrecao dos a-granulos, liberando todo o seu conteido em alguns minutos, € um processo
gradual que leva pelo menos noventa minutos para externalizar a maxima concentracdo de
LIGHT (Otterdal ez. al., 2007). A secrecao de sLIGHT também foi avaliada e pudemos
observar que as plaquetas tanto de pacientes com anemia falciforme quanto de individuos
controle foram capazes de liberar grandes quantidades de sLIGHT. A ativacdo das
plaquetas com o coldgeno induziu uma secrecdo ainda maior dessa citocina, indicando que
as plaquetas podem ser uma importante fonte de SLIGHT na circulacio e que o coldgeno

parece estar envolvido no processo de liberacao dessa proteina nas plaquetas.
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A proteina LIGHT, além de ser produzida e expressa por plaquetas ativadas,
também ¢é encontrada em células T ativadas, mondcitos e granuldcitos e tém sido
implicadas em varios eventos imunes, incluindo a proliferacao de células T e B (Cohavy et.
al., 2005, Schneider et. al., 2004, Kim er. al., 2005, Lee et. al., 2004). LIGHT se
correlacionou significativamente com a contagem de glébulos brancos, neutréfilos e
linfécitos em pacientes com anemia falciforme do coorte de Londres. Curiosamente,
sLIGHT também apresentou uma correlacao expressiva, com a contagem de eosinoéfilos. Os
eosindfilos tém sido implicados no desenvolvimento de fibrose subepitelial na asma e
Doherty e colaboradores relataram um papel importante de LIGHT na remodelacio das vias
respiratorias nesta doencga, principalmente por aumentar a producdo de Fator de
transformacdo do crescimento beta (TGF-B) nos macréfagos e também a expressdo de
interleucina 13 (IL-13) nos eosindfilos.

Nao observamos nenhuma diferenca entre a expressdo de LIGHT na superficie de
neutréfilos, linfécitos ou mondcitos de individuos controles e pacientes com anemia
falciforme, apesar desses pacientes apresentarem uma ativacao leucocitdria mesmo quando
nao estdo em crise. De acordo com Celik etr. al., 2009, mondcitos circulantes nao
estimulados ndo expressam LIGHT em sua superficie, porém esse resultado foi baseado em
apenas trés experimentos realizados. Em outro estudo, Kang et. al.,, 2007 observaram que,
em média, 20% dos mondcitos de individuos sauddveis expressam LIGHT em sua
superficie, e pacientes com artrite reumatoide apresentam um pequeno aumento nessa
expressdao. Nossos resultados mostraram que a expressdo de LIGHT na superficie dos
mondcitos de individuos controle e pacientes com anemia falciforme apresenta uma grande
variagdo, apresentando um coeficiente de variagdo de aproximadamente 80% em todos os
grupos.

Assim como LIGHT, a expressdo de CD40L pode ser observada na superficie de
plaquetas ativadas, sendo quase indetectdvel em plaquetas ndo estimuladas (Henn et. al.,
1998). Ao contrario dos resultados encontrados sobre LIGHT, a expressao de CD40L nas
plaquetas foi praticamente ausente tanto nos controles como nos pacientes com anemia
falciforme. De acordo com Henn e colaboradores, apds a ativag@o das plaquetas, o CD40L
¢ translocado para a superficie dessas c€lulas e em um minuto a expressdo maxima ¢é

alcancada, depois disso, a expressdo do CD40L vai gradualmente diminuindo (Henn et. al.,
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1998). Como as plaquetas de individuos com anemia falciforme parecem estar
cronicamente ativadas na circulagdo, no momento em que as amostras foram coletadas é
possivel que essas plaquetas ja nao expressassem mais CD40L em sua superficie.

A molécula CD40L também existe na forma trimérica soldvel, a qual € secretada
apds a ativagdo das plaquetas por um processo longo e gradual de clivagem dependente de
metaloproteinases e também da ativacdo da GP IIb/Illa (integrina ollbB3), visto que
antagonistas desta glicoproteina sdo capazes de inibir a liberagdo de sCD40L nessas células
(Jin et. al., 2001, Furman et. al., 2004 e Otterdal et. al., 2004). Embora Lee et. al., 2006
tenha relatado que plaquetas de pacientes com anemia falciforme, apds serem lisadas,
possuem menos sCD40L do que plaquetas de individuos controle, nossos resultados
mostraram que, em noventa minutos, plaquetas lavadas de pacientes secretaram mais
sCD40L do que plaquetas controles. Esses dados fortalecem a teoria de que sCD40L ndo é
liberado pelos a-granulos e sim por mecanismos alternativos. O processo de secrecdo das
proteinas sSLIGHT e sCD40L possuem vérios aspectos em comum, ambos sdo gradativos,
envolvem a ativagdo da glicoproteina GP IIb/Illa e a ag¢do de metaloproteinases.
Curiosamente, observamos uma correlagdo bastante significativa entre os niveis de sSLIGHT
e sCD40L secretados por plaquetas de pacientes com anemia falciforme. Essa correlacdo,
entre sLIGHT e sCD40L, também pdde ser observada no plasma desses pacientes,
indicando que a liberacdao dessas duas citocinas pelas plaquetas podem estar de alguma
forma associadas.

Ao contrdrio da expressdao de CD40L, que pode ser observada somente quando as
plaquetas estdo ativadas, a expressio do seu receptor, CD40, ¢é encontrada
constitutivamente na superficie de plaquetas ndo estimuladas. Henn e colaboradores
mostraram que a secre¢do de sCD40L pelas plaquetas € gerada em resposta a interacao
CD40-CD40L, pois o processo de solubilizacdo € abolido quando o receptor CD40 estd
ligado a um anticorpo bloqueador da sua funcdo (Henn ez. al., 2001). Pacientes com anemia
falciforme apresentaram uma maior expressio do receptor CD40 na superficie das
plaquetas, sendo significativamente maior nos pacientes em terapia com hidroxiureia.
Nossos dados sugerem que a via de interacio CD40-CD40L nas plaquetas pode estar

alterada na anemia falciforme, promovendo uma maior secrecdo do sCD40L na circulag@o.
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No mesmo estudo realizado por Henn et. al., 2001, foi observado que a forma
solivel de CDA40L liberada pelas plaquetas, em contraste com o CD40L ligado a
membrana, ndo consegue induzir uma resposta inflamatdria nas células endoteliais.
Divergindo desses resultados, Lee e colaboradores demonstraram que o sCD40L presente
no plasma estd biologicamente ativo na anemia falciforme sendo capaz de induzir a
expressdo de ICAM-1 nas células endoteliais e a producdo de fator tecidual em mondcitos
(Lee et. al., 2006). Desta forma, continuam desconhecidos quais os mecanismos que
restringem a acdo do CDA40L na circulacdo para evitar uma inflamagdo sist€émica
descontrolada.

O CD40L foi originalmente identificado como uma molécula de superficie expressa
em células T ativadas, sendo bastante importante para a inducdo da proliferacdo de células
B. Subsequentemente, CD40L foi encontrado expresso em uma variedade de células,
incluindo mondcitos, células dendriticas, mastdcitos, eosinodfilos, células B e plaquetas
(Graf et.al., 1992; van Kooten et.al., 2000; Spriggs et.al., 1992; Gauchat et.al., 1992; Buchner
et.al., 2003). Apesar de termos observado que a expressao de CD40L é praticamente
ausente na superficie dos neutréfilos, linfécitos e mondcitos de pacientes e controles, uma
correlacdo bastante curiosa foi encontrada entre os niveis plasmadticos de sCD40L e a
contagem de leucdcitos, neutréfilos e linfécitos apenas dos pacientes do coorte de Londres
que ndo faziam o uso de hidroxiureia. Diante deste resultado, podemos sugerir que o
CDA40L ou a ativacdo plaquetaria pode estar, de alguma forma, envolvido no aumento da

proliferacdo dos leucdcitos na anemia falciforme.

7.2 Papel das citocinas LIGHT e CD40L na fisiopatogenia da anemia falciforme

Estudos realizados com a proteina LIGHT recombinante sugerem um efeito pré-
inflamatorio dessa citocina, pois em contato com HUVECs ou mondcitos in vitro, LIGHT €
capaz de induzir a producdo de IL-8 e MCP-1 nessas células de forma dose dependente.
Resultados similares foram encontrados quando HUVECs ou mondcitos foram incubados
com o sobrenadante de plaquetas ativadas de individuos sadios. O aumento da produgdo de
IL-8 e MCP-1 nessas células € parcialmente abolido na presenca de anticorpos

bloqueadores anti-LIGHT, indicando que a forma solivel dessa citocina estd

biologicamente ativa na circulagdo (Otterdal et. al., 2006; Sandberg et. al., 2009). Nossos
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resultados mostram que LIGHT e IL-8 se correlacionam significativamente no plasma de
pacientes com anemia falciforme em terapia, ou ndo, com hidroxiureia. Embora nenhuma
correlacdo tenha sido encontrada entre LIGHT e MCP-1, esses dados indicam que LIGHT
poderia estar colaborando para a producdo de IL-8 na anemia falciforme gerando assim
sinais para o recrutamento de leucdcitos.

Uma correlacdo estatisticamente significativa também foi encontrada entre a
concentracdo de LIGHT e TNF-a no plasma de pacientes dos grupos AF e AFHU como
também no grupo controle. A incuba¢do de LIGHT recombinante com mondcitos e
neutréfilos induz a produgdo de IL-8 and TNF-a nessas células, possivelmente através da
ligacdo com receptor HVEM (Heo et. al., 2006). TNF-o ¢ uma molécula pro-inflamatdria
que estd envolvida na ativacao de células endoteliais e leucdcitos e estd elevada no plasma
de pacientes com anemia falciforme (Viemann et. al., 2006; Lanaro et. al., 2009). A
correlacdo encontrada entre LIGHT e TNF-o enfatiza a possivel participacdo dessas
citocinas na inflamac¢do crdnica presente na anemia falciforme.

A Trombospondina-1 é uma glicoproteina multifuncional que estd abundantemente
presente nos o-granulos das plaquetas, sendo secretada mediante ativacdo dessas células.
Essa proteina, quando ligada ao receptor CD47, regula a resposta vascular a hipodxia,
vasoconstri¢do, além de inibir a angiogénese. A trombospondina-1, que j4 foi associada as
crises vaso-oclusivas, também se liga ao receptor CD36 e a fosfatidilserina presente nas
hemacias, promovendo a adesdo dessas células ao endotélio (Sugihara et. al., 1993; Brittain
et. al., 1993; Browne et. al., 1996; Bonnefoy et. al., 2008; Novelli ezr. al., 2012). Nos
observamos que os niveis plasméticos de CD40L se correlacionaram significativamente
com a concentragdo de Trombospondina-1 nos pacientes com anemia falciforme e essa
correlacdo foi ainda mais expressiva nos pacientes em terapia com hidroxiureia.

Para explorar o papel de LIGHT e CD40L como biomarcadores e definir suas
associagdes com complicacdes clinicas na anemia falciforme utilizamos o teste de Fisher
para analisar o coorte de pacientes do Hemocentro da UNICAMP e do King’s College
Hospital.

Uma subpopulacdo de pacientes do coorte da UNICAMP apresentou niveis
plasmaticos de LIGHT extremamente elevados, deste modo, nds investigamos se alguma

complicacdo clinica seria mais frequente nesses pacientes. Interessantemente, uma
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associacdo significativa entre altos niveis de LIGHT e a elevada velocidade de regurgitaciao
tricaspide (>2.5 m/s) foi encontrada nos pacientes com anemia falciforme. A hipertensdo
pulmonar € uma complicacio da anemia falciforme que esta relacionada com o aumento da
mortalidade (Castro e Gladwin, 2005). Embora, para diagnosticar essa doenca, seja preciso
fazer a mensuracdo direta da pressdao da artéria pulmonar através de cateterismo, a
velocidade de regurgitacdo da tricispide igual ou superior a 2.5 m/s (avaliada por eco
cardiograma com doppler) é considerada um indicativo de hipertensdo pulmonar (Hassel,
2011). Nossos dados sugerem que elevadas concentragdes de LIGHT podem estar
associadas a indicacdes clinicas de hipertensdo pulmonar na anemia falciforme.

Quando avaliamos os pacientes do coorte de Londres observamos que os niveis de
CD40L estavam significativamente maiores no plasma de pacientes com histérico de
sindrome tordcica aguda do que no plasma de pacientes que nunca apresentaram essa
complicacdo clinica. Essa associacdo também pode ser observada utilizando o teste de
Fisher. Pacientes com sindrome toricica aguda t€ém uma alta incidéncia de embolia
pulmonar e uma concentracdo elevada de Trombospondina-1 no plasma (Vichinsky et. al.,
2000; Mekontso et. al., 2011; Novelli et. al., 2012). Apesar de ndo termos encontrado
nenhuma associagdo entre a concentragdo plasmatica de Trombospondina-1 e a sindrome
tordcica aguda nos pacientes com anemia falciforme, os niveis de CD40L se
correlacionaram expressivamente com os niveis de Trombospondina-1, sugerindo que as
plaquetas parecem exercer algum papel no desenvolvimento dessa complicacdo clinica.

Como esses dados derivam de um pequeno coorte de pacientes, futuras
investigacdes, com uma populacdo maior de pacientes, devem ser realizadas para confirmar

esses achados interessantes.

7.3 Efeitos da Hidroxiureia

Embora alguns estudos tenham reportado uma diminui¢@o dos niveis plasmaticos de
alguns mediadores inflamatérios, como sICAM-1, sVCAM-1 e TNF-a, em pacientes em
tratamento com hidroxiureia (Saleh et. al., 1999; Conran et. al., 2004; Lanaro et. al., 2009),
neste estudo nenhuma alteracdo foi observada na concentragdo de LIGHT ou CD40L no
grupo de pacientes AFHU do coorte do Brasil ou de Londres. Esses resultados sdo

interessantes pois indicam que a hidroxiureia parece nao ser capaz de melhorar os niveis de
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todos os mediadores inflamatérios que estdo alterados na anemia falciforme, como ja
observado em outros estudos (Saleh et. al., 1998; Saleh et. al., 1999; Lanaro et. al., 2009).
Como tal, parece ser importante a identificacdo de novas terapias para a utilizacdo em
associagdo com HU para reduzir eficazmente a inflamagao vascular presente nesta doencga.

Curiosamente, apenas no grupo AFHU nés observamos uma correlagao significativa
de LIGHT com Trombospondina-1 e de CD40L com TNF-a, e também, apenas nesse grupo
foi observada uma correlacdo entre a concentracdo plasmdtica de Trombospondina-1 e
TNF-a. Novamente podemos sugerir que a hidroxiureia ¢ incapaz de suprimir todas as vias
da inflamacao na anemia falciforme e que as plaquetas parecem contribuir com o processo
inflamat6rio nos pacientes em terapia com essa droga.

Apesar da terapia com hidroxiureia ndo ter sido associada a qualquer alteracdo nos
niveis plasmdticos de CD40L, esta droga pode estar modulando parcialmente a via desta
citocina nos leucdcitos, visto que as correlagdes encontradas entre a concentracdo de
CD40L e a contagem de leucdcitos, neutréfilos e linfocitos foram observadas apenas em
pacientes com anemia falciforme que nao faziam uso de hidroxiureia.

O DcR3 é uma proteina solivel da familia dos receptores do fator de necrose
tumoral que tem a funcdo de atenuar os efeitos de LIGHT e também de outras duas
proteinas da familia do TNF, o Fas Ligand e o TNF-like molécula 1A. Essa proteina ja foi
encontrada super expressa em doencgas inflamatérias indicando ser um alvo terapéutico
promissor para condi¢des inflamatodrias (Lin e Hsieh, 2011). Enquanto a concentracdo de
DcR3 estava ligeiramente aumentada no plasma de pacientes AF, nos pacientes AFHU os
niveis estavam significativamente elevados quando comparados ao grupo controle,
sugerindo que um dos efeitos benéficos da hidroxiureia na anemia falciforme poderia ser a
regulacdo do imunomodulador DcR3 para neutralizar os efeitos de citocinas da familia do

TNF, como o LIGHT.

7.4 Papel das plaquetas e seus mediadores inflamatérios, LIGHT e CD40L, na ativacio de

leucécitos e células endoteliais

LIGHT € um ligante para dois receptores diferencialmente expressos da familia do
TNF, o HVEM, expresso predominantemente em células T, e o LTPR, encontrado

principalmente em células endoteliais e do estroma (Mauri ez. al., 1998; Browning et. al.,
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1996; Chang et. al., 2005). Resultados de vdérios estudos indicam que a LIGHT pode
desencadear a apoptose, assim como a ativacdo das células, dependendo, em parte, da
expressdo dos seus receptores nas células alvo (Rooney et. al., 2000; Zhai et. al., 1998).
Alguns estudos mostraram que LIGHT ¢é capaz de induzir a producdo de IL-8, TNF-a,
MCP-1 e espécies reativas do oxigénio em neutrdfilos e mondcitos (Heo et. al, 2006;
Otterdal et. al., 2006). Em linf6citos, a interacdo LIGHT-HVEM atua como um sinal de co-
estimulacdo aumentando a produgdo de citocinas pré-inflamatérias e a proliferacdo das
células T (Tamada et. al., 2000). A expressao dos receptores de LIGHT foi avaliada nos
neutréfilos, linfécitos e mondcitos e observamos uma expressdo baixa de LTPR em
neutréfilos € mondcitos e praticamente ausente nos linfécitos de pacientes e controles.
Pacientes AF em terapia com hidroxiureia apresentaram uma maior expressao de HVEM na
superficie dos linfocitos, enquanto que ndo houve diferenca na expressdo desse receptor em
neutréfilos e mondcitos entre os grupos. Entretanto foi observado que uma grande
porcentagem dos mondcitos de pacientes e controles expressam HVEM em sua superficie,
sugerindo que essas células podem ser mais suscetiveis aos efeitos de LIGHT do que os
neutréfilos e linfocitos na anemia falciforme. Esses resultados sdo semelhantes aos
encontrados por Heo e colaboradores, que observaram uma expressdao elevada de HVEM
em neutr6filos e mondcitos, entretanto, ndo detectou a expressdo do LTPR nessas células
(Heo et. al., 20006).

A proteina CD40L, através da ligagdo com o seu receptor CD40, promove a sintese
de IL-1, IL-6, e TNF-a em mondcitos (Stout e Suttles, 1996) e, em neutréfilos de
camundongos com sepse induzida, CD40L derivado de plaquetas induz a regulacdo da
integrina Mac-1 na superficie dessas células. Enquanto a expressdo de CD40L mostrou-se
extremamente baixa nos leucdcitos de pacientes e controles, observamos que a expressao
do seu receptor, CD40, estava aumentada nos neutréfilos, linfécitos e mondcitos dos
pacientes com anemia falciforme. Esses resultados indicam que a via de interacio CD40-
CD40L pode estar alterada na anemia falciforme, induzindo a ativag¢do dos leucdcitos.

Individuos com anemia falciforme apresentam uma leucocitose moderada, ndo
associada a infeccdes, que estd relacionada com o aumento da morbidade e mortalidade
desses pacientes (Platt et. al., 1994). Estudos em animais e humanos indicam que a adesao

de leucdcitos a outros tipos celulares e ao endotélio € muito importante na patogénese da
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vaso-oclusdo, pois essas células efetivamente reduzem o didmetro do limen do vaso,
resultando na redu¢do do fluxo sanguineo (Frenette 2002; Frenette 2004; Osarogiagbon et.
al., 2000). A interacdo das plaquetas com os leucdcitos resulta na ativagdo dessas células
com a formagdo de agregados heterocelulares, facilitando a adesdao ao endotélio (Diacovo
et. al., 1996; Diacovo et. al., 1998; da Costa Martins et. al., 2006; Ott et. al., 1996). A
formacdo de agregados plaquetas-mondcitos e plaquetas-neutréfilos € bastante comum na
circulacdo de individuos com anemia falciforme (Wun et. al., 2002; Polanowska-
Grabowska et. al., 2010), dessa forma avaliamos se plaquetas de pacientes com essa doenga
seriam capazes de ativar leucdcitos de controles. Em neutrofilos, observamos que plaquetas
de controles, assim como de pacientes, mostraram uma tendéncia em aumentar a expressao
das moléculas CD66b, CD11a e CD11b, enquanto que em mondcitos ndo houve diferenca
significante na expressdao de CDI11b ou fator tecidual. Apesar das plaquetas ndo terem
induzido o aumento da expressdo de ICAM-1 nos linfécitos controle, observamos que as
plaquetas de individuos com anemia falciforme promoveram a expressio da molécula
CD69. O CD69 € considerado um marcador de ativagdo de linfécitos T, pois € uma das
primeiras moléculas a ser expressa na superficie dessas células apds estimulo dos
receptores TCR. Uma vez expressa, funciona como uma molécula co-estimulatoria para a
ativagdo e a proliferacdo das células T (Ziegler et. al., 1994).

Foi observado que individuos com anemia falciforme apresentam um maior nimero
de mondcitos pro-inflamatdrios na circulacdo do que individuos saudédveis e curiosamente
as plaquetas de pacientes foram capazes de induzir o fendtipo pro-inflamatério em
mondcitos de controles. Mondcitos circulantes compreendem diferentes subpopulagdes
com propriedades infiltrativas e migratdrias distintas, que podem ser distinguidos com base
na expressdo diferencial dos marcadores de superficie CD14 e CD16. Mondcitos CD14*
CDI16™ sdo denominados cldssicos ou inflamatérios e CD14" CD16" denominados ndo
cldssicos ou pré-inflamatérios. A origem de cada subgrupo ainda se mantém polémica. E
de consenso geral que a subpopulagdo de mondcitos classicos, que compreende mais de
80% do total de mondcitos circulantes, origina-se de células progenitoras da medula Ossea,
porém ainda ndo estd claro se os mondcitos pro-inflamatorios se originam da medula dssea
ou se evoluem a partir de mondcitos cldssicos (Ancuta et. al., 2009; Weber et. al., 2000).

De acordo com Passacquale e colaboradores, a interacdo de mondcito com plaquetas
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ativadas induz a expressdao da molécula CD16 em mondcitos CD14* CD16°, aumentando a
adesividade dessas células ao endotélio ativado (Passacquale et. al., 2011). Nossos
resultados sugerem que as plaquetas de pacientes com anemia falciforme por ja se
encontrarem em um estado ativado podem estar predispostas a interagirem com oS
mondcitos, induzindo a ativacao dessas células.

A inflamacgdo e o dano endotelial possuem um papel fundamental na fisiopatogenia
do processo vaso-oclusivo. Evidéncias de estresse do endotélio incluem o aumento dos
niveis de moléculas de adesdo na circulacio, como VCAM-1 solivel, e das células
endoteliais circulantes durante as crises de dor. Solovey e colaboradores evidenciaram que
o endotélio na anemia falciforme estd ativado, mostrando que células endoteliais circulantes
da microvasculatura possuem um fendtipo pré-coagulante e pré-inflamatério, pois
expressam fator tecidual, VCAM-1, ICAM-1, E-selectina, e P-selectina (Sowemimo-Coker
et. al., 1989; Duits et. al., 1996; Solovey et. al., 1997 e 1998).

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa mostrou que as plaquetas na AF
possuem uma capacidade aumentada de aderirem ao endotélio e o ativar (Proenca-Ferreira
et. al., 2010; Proenca-Ferreira ef. al., no prelo); quando aderidas, plaquetas induzem a
producdo quimiocinas e moléculas de adesdo nas células endoteliais, facilitando o
recrutamento de leucdcitos (Henn et. al., 1998; Kuckleburg et. al., 2011). Vérios estudos
tem relatado que LIGHT e CD40L sao potentes indutores da expressdo das moléculas de
adesdo ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina e da producdo das quimiocinas IL-8 e MCP-1 nas
células endoteliais (Celik et. al., 2009; Celik et. al., 2007; Otterdal et. al., 2006; Henn et.
al., 1998; Cipollone et. al., 2005; Urbich et. al., 2002). Neste estudo foi observado que as
plaquetas de pacientes com anemia falciforme induzem uma maior expressao de ICAM-1
em HUVECs do que as plaquetas de individuos controle, sendo que esta expressdo foi
praticamente abolida quando anticorpos bloqueadores da citocina CD40L foram
adicionados juntamente com as plaquetas sobre as células endoteliais. Resultados
semelhantes foram encontrados na presencga de anticorpos anti-LIGHT. Embora nio tenham
sido estatisticamente significativos, uma correlagdo significativa foi encontrada entre os
niveis plasmaticos de LIGHT e ICAM-1. Esses dados s@o mais uma evidéncia de que as

plaquetas podem estar contribuindo com a inflamacdo vascular presente na anemia
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falciforme e as citocinas pré-inflamatérias LIGHT e CD40L parecem exercer um papel

importante neste contexto.
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8. CONCLUSOES
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8. CONCLUSOES

As proteinas pré-inflamatérias, LIGHT e CD40L, estdo elevadas no plasma dos
pacientes com anemia falciforme e as plaquetas parecem contribuir para a produgdo desses
mediadores.

Elevados niveis de LIGHT e CD40L estdo associados a alteragdes em outros
marcadores da inflamacdo, provavelmente por estarem participando ou refletindo o estado
pro-inflamatorio e pré-trombético encontrado na anemia falciforme.

A terapia com hidroxiureia ndo foi associada a qualquer alteracdo dos niveis de
LIGHT ou CD40L, enfatizando a importincia da identificacdo de novos alvos terapéuticos
para, juntamente com a hidroxiureia, reduzir de forma eficaz a inflamacdo vascular presente
na anemia falciforme.

Dados sugerem que LIGHT e CD40L poderiam contribuir com a ativacdo dos
leucécitos e do endotélio, exercendo um papel importante na fisiopatogenia da anemia
falciforme e aparentemente nas manifestagdes clinicas desta doenga, como a hipertensao
pulmonar e a sindrome tordcica aguda.

Os resultados encontrados neste estudo evidenciam a importancia que as plaquetas e
seus mediadores inflamatoérios, LIGHT e CD40L, podem ter na propaga¢do da inflamagao
vascular presente na anemia falciforme, se tornando possiveis alvos para novas abordagens

terapéuticas.
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Figura 33. Possivel papel das plaquetas e seus mediadores inflamatorios, LIGHT e
CD40L, na ativacao de leucdcitos e células endoteliais. As plaquetas, quando ativadas,
expressam e secretam as citocinas LIGHT e CD40L. Essas citocinas, na sua forma soluavel
ou expressas na superficie das plaquetas, podem induzir uma resposta inflamatdéria nas
células endoteliais através da regulacdo da expressao de moléculas de adesdo e da produgio
de quimiocinas, gerando sinais para o recrutamento de leucdcitos. LIGHT e CD40L,
derivados das plaquetas, também podem interagir com os leucdcitos, promovendo a
ativacdo dessas células e o aumento da suas propriedades adesivas. Essas interacdes entre
plaquetas-endotélio e plaquetas-leucdcitos parecem ter um papel importante na propagacio
da inflamac¢do na anemia falciforme.
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Summary

Chronic vascular inflammation and endothelial activation may initiate
vaso-occlusion in sickle cell disease (SCD). TNFSF14 (CD258; LIGHT), a
recently-identified pro-thrombotic and pro-inflammatory tumour necrosis
factor (TNF)-superfamily cytokine, has a potent activating effect on endo-
thelial cells. We evaluated whether TNFSF14 production is altered in SCD
and whether platelets contribute to this production. TNFSF14 was mea-
sured in platelet-free plasma from healthy-control individuals (CON),
steady-state sickle cell anaemia (SCA), SCA on hydroxycarbamide therapy
(SCAHC) and haemoglobin SC (HbSC) patients. Mean plasma TNFSF14
was significantly increased in SCA, SCAHC and HbSC, compared to CON
individuals. In SCA/SCAHC patients, plasma TNFSF14, showed no correla-
tion with haematological variables, but was significantly correlated with
serum lactate dehydrogenase and inflammatory markers (CD40LG, IL8 and
ICAMI1). Platelet-membrane TNFSF14 expression was significantly aug-
mented on SCA platelets, and correlated with platelet activation; further-
more, measurement of platelet TNFSF14 release indicated that platelets
may be a major source of circulating TNFSF14 in SCA. Interestingly, high
plasma TNFSF14 was significantly associated with elevated tricuspid regurg-
itant velocity (> 25 m/s) in a population of SCA/SCAHC patients. The
pro-inflammatory and atherogenic cytokine, TNFSF14, could contribute to
endothelial activation and inflammation in SCA; future investigations may
confirm whether this protein contributes to major clinical complications of
the disease, such as pulmonary hypertension, and represents a potential
therapeutic target.

Keywords: sickle cell disease, inflammation, platelets, endothelium, vaso-
occlusion.

The pathogenesis of sickle cell disease (SCD) derives primar-
ily from the polymerization of deoxygenated haemoglobin §
in red blood cells, leading to their adoption of a sickle shape
and reduced deformability (Stuart & Nagel, 2004). Sickle cell
vaso-occlusion results from the interaction of activated leu-
cocytes, heterocellular aggregates and red blood cells with the
vascular endothelium, leading to tissue infarction and perpet-
uation of vascular inflammation (Frenette, 2004; Stuart &
Nagel, 2004). SCD individuals demonstrate increased levels
of numerous pro-inflammatory proteins in their circulation,
and ensuing vascular inflammation may play a fundamental
role in the activation of endothelial cells and leucocytes

First published online & July 2012
doi: 10.1111/.1365-2141.2012.09218.x

(Graido-Gonzalez et al, 1998; Conran & Costa, 2009; Lanaro
et al, 2009). Elevated cytokines and pro-inflammatory pro-
teins, identified in some populations of SCD individuals,
include interleukin 8 (IL8), tumour necrosis factor (TNF)-a,
C-reactive protein (CRP), IL6 and soluble adhesion mole-
cules (Croizat, 1994; Duits et al, 1996; Conran et al, 2004;
Hibbert et al, 2005; Lanaro et al, 2009). Multiple cell types
contribute to the production of inflammatory mediators,
including activated endothelial cells, leucocytes and platelets.
Furthermore, interactions of platelets with monocytes (Wun
et al, 2002), erythrocytes (Wun et al, 2002) and neutrophils
(Polanowska-Grabowska et al, 2010) are thought to promote

© 2012 Blackwell Publishing Ltd
British Journal of Haematology, 2012, 158, 788-797

British Journal of Haematology

153



the activation of these cells and the formation of aggregates
in SCD. Several platelet-derived cytokines may contribute to
vascular inflammation in SCD (Klinger & Jelkmann, 2002);
for example, platelet-associated CD40 ligand (CD40LG), a
ligand for the CD40 TNF receptor superfamily protein, has a
significant inflammatory and activating effect on endothelial
cells (Henn et al, 1998). The soluble form of CD40LG
(sCD40LG) has been found to be elevated and biologically
active in individuals with sickle cell anaemia (SCA), suggest-
ing a potential contribution of platelet-derived mediators to
the chronic inflammation and to the increased thrombotic
activity known to occur in the disease (Lee et al, 2006).

TNFSF14 (CD258; LIGHT; Lymphotoxin-like, exhibits
inducible expression, and competes with HSV glycoprotein D
(gD) for TNFRSFl4 [HVEM], a receptor expressed by T
lymphocytes) is a type 2 transmembrane protein, also
belonging to the TNF superfamily (Mauri ef al, 1998), which
is involved in the innate and adaptive immune response, as
well as in the regulation of cell survival and proliferation.
This inflammatory protein binds to three distinct members
of the TNF receptor family, TNFRSF14, the lymphotoxin-p
receptor (LTBR), and TNFRSF6B (DcR3)(Granger & Rickert,
2003). TNFSF14 is known to be expressed and produced by
activated T cells, monocytes and granulocytes, as well as
platelets, and is released in soluble form upon cell activation
(Granger & Rickert, 2003). Moreover, studies (Chang et al,
2005; Celik et al, 2007, 2009) have reported the involvement
of platelet-associated TNFSF14 in the adhesion of platelets to
endothelium. Studies also suggest that TNFSF14 can induce
an inflammatory response in endothelial cells via upregula-
tion of ICAMI1, VCAMI and IL8 production and expression
(Otterdal et al, 2006), and in monocytes through upregula-
tion of CCL2 (MCP-1) and IL8 (Otterdal et al, 2006).
TNFSF14 is thought to contribute to inflammation in rheu-
matoid arthritis (Kim et al, 2005), hepatitis (Anand et al,
2006) and atherogenesis (Lee et al, 2001), and has been sug-
gested as a potential therapeutic target in atherosclerosis
(Sandberg et al, 2009), where it plays a pro-thrombotic and
pro-inflammatory role (Aukrust et al, 2011). The present
study evaluated whether production of TNFSF14 is altered in
patients with SCD, and the participation that platelets may
have in this production, given that SCD is noted for a signif-
icant chronic inflammation and endothelial activation that
may initiate the vaso-occlusive process. Finally, associations
between high levels of TNFSF14 production and clinical
manifestations of SCD were observed.

Patients and methods

Patients

Patients that were homozygous for haemoglobin S (HbSS)
or with haemoglobin SC (HbSC) disease were recruited,
during steady state, for the study from the Haemoglobinop-
athies Clinics of the University of Campinas and the

© 2012 Blackwell Publishing Ltd
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Fundagao Hemope, Recife, Brazil. None of the patients were
in crisis, they had not received blood transfusions in the
preceding 2 months and had not taken aspirin during the
previous 10 d. Patients on hydroxycarbamide (HC) therapy
had been taking 20-30 mg/kg/d for at least 3 months. The
clinical indications for treatment with HC were, generally,
frequent painful crises, acute chest syndrome, stroke and/or
severe haemolytic anaemia. Homozygous haemoglobin A
(HbAA) healthy controls were age- and gender-matched, as
appropriate. Informed written consent was obtained from
all patients and controls and the study was approved by the
Ethics Committees of the University of Campinas and Fun-
dagdo Hemope, Pernambuco. Clinical data for each patient
from the Campinas cohort were reviewed at the time of
sample collection. Incidences of a single or multiple epi-
sodes of stroke (diagnosed clinically and radiographically),
osteonecrosis (as demonstrated by radiographic images), leg
ulcer, priapism, acute chest syndrome (diagnosed clinically
and radiographically) and/or elevated tricuspid regurgitant
velocity (TRV) (>2.5 m/s, according to echocardiograms
available for 41 patients from the Campinas cohort) were
recorded. Patients’ clinical characteristics are described in
Table 1.

Isolation and stimulation of platelets
Whole blood (collected in acid-citrate-dextrose) was
centrifuged (200 g, 20°C, 15 min) to obtain platelet-rich
plasma (PRP). PRP was washed once
(140 mmol/l NaCl, 5-0 mmol/l KCl, 12 mmol/l sodium
citrate, 10 mmol/l glucose and 125 mmol/l sucrose, pH 6)
and platelets were pelleted by centrifugation at 800 g at 20°C
for 12 min. The platelet pellet was resuspended in O,/CO,
gassed Krebs solution (118 mmol/l NaCl, 25 mmol/l
NaHCO3, 12 mmol/l KH;PO,  1-7 mmol/l  MgSOy,
5-6 mmol/l glucose, pH 7-4), and platelets counted using a
Cell Dyn apparatus (Cellnyn:f{'IGOO; Mountain View, CA,
USA) and adjusted to a concentration of 2-10% platelets/ml in
Krebs buffer.
incubated with 20 pmol/l ADP or 10 pg/ml human collagen
type I (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) at 37°C for 90 min
and supernatants were stored at —80°C until analyses.

in wash buffer

When stimulated, washed platelets were

Flow cytometry

Expression of proteins on the platelet surface was measured
by flow cytometry. Unwashed PRP (5 pl) was stimulated, or
not, with 20 pmol/l ADP (Sigma-Aldrich) for 30 min at
room temperature, fixed (1% paraformaldehyde, 10 min,
room temperature) and stained with phycoerythrin
(PE)-conjugated anti-TNFSF14 (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA), PE-conjugated anti-LTBR (R&D Systems),
allophycocyanin (APC)- conjugated anti-TNFRSF14 (R&D
Systems), fluorescein isothiocyanate  (FITC)-conjugated
anti-CD62P (anti-P-selectin; Becton Dickinson, San Jose,
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Table 1. Clinical details of patients participating in the study.

SCA SCAHC HbSC

Male/female 26/31 26/20 8/14

Age (years) 32.4 (31, 15, 59) 33.2 (30, 17, 58) 43 (43, 22, 65)
P > 005

Red blood cell count (l[lu,’]] 2:7 (2-8, 1-7, 4:3) 24 (2:3, 1:5, 3:6) 43 (42, 2+4, 6:3)
P =001

Haematocrit (%) 24-4 (23-8, 16:0, 34-9) 25.9 (259, 18-7, 36-4) 33-5 (32.7, 23-8, 47-4)
P =005

Haemoglobin (g/l) 8-2 (749, 5-5, 11-8) 8-8 (87, 6:2, 11-7) 11-6 (11-3, 81, 15-7)
P = 0-03

Mean corpuscular volume (fl) 899 (88-5, 71-1, 112-8) 107-5 (109-6, 73-1, 134-0) 80-4 (76-7, 58-7, 113-9)
P < 0-0001

Mean corpuscular haemoglobin (pg) 30-1 (30-3, 22-5, 35-9) 36-2 (368, 24-1, 44-8) 28-2 (27-3, 18-2, 42-1)
P < 0-0001

White blood cell count (10%/1) 11-8 (11-0, 61, 29-6) 9.3 (9:1, 3-8, 15-0) 9.2 (84, 39, 15-3)
P = 0:002

Platelet count (10°/1) 3837 (365-0, 163-0, 698-0) 350-6 (327-0, 108-0, 780-0) 306-7 (252-0, 88-5, 625-7)
P > 0-05

HBF (%) 60 (58, 04, 21-5) 11-4 (11-1, 1-1, 29-3) 1-1 (1-8, 0-3, 12:2)
P < 0-0001

Except for sex, all data represent the mean (median, minimum, maximum) values for steady-state sickle cell anaemia (SCA), SCA patients on HC
therapy (SCAHC; 20-30 mg/kg/d) and haemoglobin SC individuals (HbSC). HbF, fetal haemoglobin. P-values compare SCAHC group with SCA

group.
CA, USA), FITC-PAC-1 antibody (anti-activated oy,Ps
integrin, Becton Dickinson) and/or control antibody

(non-specific mouse IgG1, Becton Dickinson}. Samples were
then washed once again in phosphate-buffered saline and
platelet fluorescence (10 000 events} was analysed. All analy-
ses were performed with a FACScalibur (Becton Dickinson)
using Facs DIvA software (Becton Dickinson, Franklin Lakes,
NJ, USA).

Inflammatory marker measurement

Levels of TNFSF14, sCD40LG, IL8, TNFRSF6B, sICAMI1 and
sVCAMI1 were determined in the supernatants of stimulated
and unstimulated platelets (2:10%ml in Kreb’s buffer) or
platelet-free plasma (PFP) using high-sensitivity enzyme-
linked immunosorbent assays (ELISA), according to the
manufacturer’s instructions (R&D Systems).
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Fig 1. Plasma TNFSF14 concentrations (logarithmic scale) in healthy-control individuals (CON; HbAA), steady-state SCA, steady-state SCA patients
on hydroxycarbamide (20-30 mg/kg/d; SCAHC) and haemoglobin SC (HbSC) patients, Plasma TNFSF14 was determined in platelet-free plasma by

ELISA.

790

© 2012 Blackwell Publishing Ltd
British Journal of Haematology, 2012, 158, 788-797

155



Statistical analyses

Data are reported as the mean and standard error of the
mean or median and interquartile range of n subjects.
Comparisons between different patient groups were per-
formed using non-parametric analysis of variance (Kruskal
Wallis comparison) followed by Dunn’s Multiple Compari-
sons test. Correlations were analysed using the Spearman’s
test for non-Gaussian distributions. Fisher’s exact test was
used to compare the incidence of clinical complications in
patient groups. Differences were considered to be significant
when P < 0-05.

Results

Plasma levels of TNFSF14 are significantly elevated in
SCA patients

TNFSF14 levels were measured by ELISA in PFP from healthy
control individuals (CON; HbAA), SCA patients, SCAHC
patients and HbSC patients. Mean, median and interquartile
ranges were 10-5 (10-9; 4-4; 14-5) pg/ml; 28-0 (18-5; 10-2;
32.1) pg/ml; 292 (17-5; 795 31-6) pg/ml; 21-1 (17-2; 13:5;
21:8) pg/ml for CON, SCA, SCAHC and HbSC, respectively
(Fig 1). While TNFSF14 levels were significantly higher in
SCA and SCAHC individuals than in control individuals,
intermediate levels of circulating TNFSF14 (P < 0-01, com-
pared to CON) were observed in HbSC disease individuals, a
population that produces HbS but demonstrates decreased
platelet and leucocyte counts and haemolysis, when compared
with SCA individuals (See Table I). No significant correlations
were found between plasma TNFSF14 and platelet counts, leu-
cocyte counts or HbF levels in SCA individuals (Table II);
although a positive correlation was found between leucocyte
counts and TNFSF14 in SCAHC patients. In contrast, in HbSC
individuals, a positive correlation was found between plasma
TNFSF14 and platelet counts (Table II). Twelve out of 57 SCA
and 6/46 SCAHC individuals displayed concurrent o-thalas-

Elevated Tnfsf14 Cytokine in Sickle Cell Disease

saemic trait; however, no statistical influence of a-thalassaemic
trait on TNFSF14 levels was detected (P > 0-05, comparing
TNFSF14 levels for a- and non- a-thalessaemic trait).

Plasma levels of TNFSF14 correlate with other
inflammatory cytokines and markers of vasculopathy in
the plasma of SCA patients

Plasma TNFSF14 levels in both SCA and SCAHC patients
showed extremely significant correlation with plasma levels
of sCD40LG, another important platelet-derived inflamma-
tory protein (Table 111). TNFSF14 also significantly correlated
with plasma levels of IL8, an inflammatory mediator pro-
duced by endothelial cells, amongst other cell types
(Table TITI), in both SCA and SCAHC patients. A positive
correlation was also found between TNFSF14 and plasma
sICAM1 (an adhesion molecule released by activated endo-
thelium) in SCA patients, but no correlation was found
between TNFSF14 and plasma sVCAM]1 (Table III).

SCA platelets express increased surface TNFSF14

Flow cytometry demonstrated that the expression of
TNFSF14 protein (CD258) was significantly higher on the
surface of platelets of SCA and SCAHC individuals, com-
pared to platelets from healthy control individuals (CON
PLTs) (Fig 2A). Notably, when platelets were activated by
incubation with ADP, platelets from SCA and SCAHC indi-
viduals still expressed significantly more surface TNESF14
than activated CON PLTs (Fig 2B).

TNFSF14 expression on both non-stimulated and ADP-
platelets  from SCA
significantly with PAC-1 binding (an antibody that binds to
activated oyy,p integrin) (Fig 2C, D), while ADP-activated
SCA platelet surface TNFSF14 expression correlated with
P-selectin expression, another marker of platelet activation
(Fig 2E).

activated individuals  correlated

Table II. Correlation of plasma TNFSF14 with laboratory and haematological parameters.

Platelet count  WBC count RBC count Reticulocytes LDH
Subject Group % HbF (10°/1) (10°/1) (10*2/1) (%) Haematocrit Hb (u/l)
SCA o 0:153 (n = 46) —0-036 0210 0-096 0-134 0017 —0-0003 0145 (n = 55)
n =57 P 0309 0790 0117 0-480 0-321 09026 0998  0-290
SCAHC r* —0-236 (n = 40) 0-161 0377 0014 0-245 0-012 0015 0354 (n = 42)
n=46 P 0143 0284 0-01 0927 0-102 0935 0920 0022
SCA and SCAHC  #*  —0.102 (n = 86) 0.062 0284 0061 0170 —0.018 —0.035 0260 (n = 97)
n =103 P 0350 0534 0004 0-540 0-0861 0-858 0727 001
HbSC 0111 (n = 20) 0:591 0210 0:047 0:342 0-003 0-018 N/D
n=22 P 0-064 0-004 0349 0-840 0-119 0-990 0936

Levels of TNFSF14 in the plasma of steady-state sickle cell anaemia (SCA), SCA patients on HC therapy (20-30 mg/kg/d; SCAHC) and haemo-
globin SC individuals (HbSC) were determined by ELISA and correlated with available laboratory and haematological data. HbF, fetal haemoglo-

bin; WBC, white blood cell; RBC, red blood cell; LDH, serum lactate dehydrogenase. N/D, not determined. Correlations were calculated using

Spearman’s test and significant correlations (P < 0-05) are underlined.

© 2012 Blackwell Publishing Ltd
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Table I1I. Correlation of plasma TNFSF14 with plasma cytokine and adhesion molecule levels.
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364-4 £ 902
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48
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Levels of TNFSF14 in the plasma of healthy control individuals (CON), steady state sickle cell anaemia (SCA), SCA patients on HC therapy (20-30 mg/kg/d; SCAHC) and haemoglobin SC individu-

als (HbSC) were determined by ELISA and correlated with plasma levels of sCD40LG, 118, sICAM1 and sVCAMI. Correlations were calculated using Spearman’s test and significant correlations

(P < 0-05) are underlined.

*P < 0-05.

**1P < (0:001 compared to healthy-control population.

SCA platelets are an important source of TNFSF14

Washed platelets from healthy control and SCA individuals
were stimulated (20 pmol/l ADP or 10 pg/ml human colla-
gen type I), or not, and their release of TNFSF14 into the
supernatant over a 90-min period was determined by ELISA.
Significant concentrations of TNFESF14 were detected in the
supernatant of platelets from both control and SCA individu-
als, indicating that platelets are an important source of this
cytokine in the circulation (Fig 3A). Release of TNFSF14
from SCA platelets was significantly augmented by incuba-
tion with collagen, but not ADP (Fig 3A), indicating that
collagen stimulation may be a modulator of TNFSF14 release
from platelets in SCA. Importantly, TNFSF14 levels in the
plasma were found to correlate significantly with the platelet
P-selectin expression in SCA (r = 0-547, P = 0-003, n = 28),
emphasizing a possible role for platelet activation in
TNFSF14 production in SCA.

SCA platelets release TNFSF14 in association with
SCD40LG release

The release of sCD40LG from washed platelets of SCA indi-
viduals was also determined in the presence or absence of a
collagen stimulus (10 pg/ml human collagen type). Interest-
ingly, basal and collagen-stimulated TNFSF14 release corre-
lated tightly with CD40LG release from SCA platelets
(Fig 3B, C respectively).

SCA platelets demonstrate altered TNFSF14 receptor
expression

Flow cytometry was used to determine the expressions of the
TNFSF14 receptors, TNFRSF14 and LTBR on the surface of
non-stimulated platelets from CON, SCA and SCAHC indi-
viduals (Fig 4A, B). TNFRSF14 expression was increased on
SCA platelets, but not on SCAHC platelets; in contrast,
LTBR expression was higher (but not significantly) on
SCAHC platelets than on SCA platelets. No significant corre-
lations were found between the expressions of these receptors
or with markers of platelet activation in any of these groups
(data not shown).

Levels of the soluble TNFSF14 receptor, TNFRSF6B, are
augmented in the plasma of SCA patients on HC
therapy (SCAHC)

Levels of soluble TNFRSF6B were measured by ELISA in
the plasma of healthy control individuals, SCA patients
not on HC and SCAHC patients (Fig 4D). Levels were
found to be augmented, but not significantly so, in SCA
patients and significantly increased in SCAHC patients,
compared to levels in control individual plasma. Plasma
TNFRSF6B levels correlated positively (but not signifi-
TNFSF14 in SCA (rf = 0-241,

cantly) with plasma

@ 2012 Blackwell Publishing Ltd
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Fig 2. Surface expression of TNFSF14 on non-stimulated (A) and ADP-activated (B) platelets of healthy control individuals (CON), SCA and
SCA patients on hydroxycarbamide (20-30 mg/kg/d; SCAHC), Unwashed platelets in platelet-rich plasma were stimulated, or not, with 20 pmol/l
ADP (30 min, room temperature) and TNFSF14 expression determined by flow cytometry. Correlation of non-stimulated (C) and ADP-stimu-
lated (D) surface TNFSF14 expression on platelets from SCA individuals with PAC-1 antibody binding. (E) Correlation of ADP-stimulated sur-
face TNFSF14 expression on platelets from SCA individuals alone with P-selectin expression. Data demonstrate the percentage of platelets
expressing TNFSF14, P-selectin or binding PAC-1 antibody (n = 15, 20 and 14 for CON, SCA and SCAHC respectively). **P < 0-01 compared

to CON.

P =005 n=16)
P> 005 n = 14).

and SCAHC individuals (r° = 0-218,

High levels of plasma TNFSF14 are associated with
elevated TRV and increased lactate hydrogenase in sickle
cell anaemia

To investigate whether TNFSF14 may be a causative factor
or a marker of clinical complications in SCD, we stratified
patients into those with high plasma TNFSF14 and those
with low-to-moderate plasma TNFSF14. High plasma
TNFSF14 was defined as a TNFSF14 concentration above a
calculated cut-off value of 30-0 pg/ml (the 75% percentile
value for TNFSF14 concentrations in the entire SCA popu-

@© 2012 Blackwell Publishing Ltd
British Journal of Haematology, 2012, 158, 788-797

lation studied). Clinical data were collected for patients
from the University of Campinas cohort (both SCA and
SCAHC; n = 47) and the presence or absence of clinical
manifestations in the two patient populations (low-to-mod-
erate or high TNFSF14) were compared using Fisher’s
exact test. No associations of stroke, osteonecrosis, leg
ulcer, priapism or acute chest syndrome were observed
(P > 0.05) with high levels of TNFSF14 (see Table IV). In
contrast, a significant association of high plasma TNFSF14
was found with elevated TRV (>2-5 m/s) (P < 0-001)
(see) Table IV. Median (interquartile range) plasma
TNFSF14 concentrations were 21-0 (8:5-229-7; n = 34) pg/
ml and 41-8 (33-7-143-5; n = 7) pg/ml (P = 0-025, Mann-
Whitney test) for SCA/SCAHC patients with a TRV of
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<2-5 mfs and those with an elevated TRV
respectively. Interestingly, plasma TNFSF14
significantly correlated with serum lactate dehydogenase
(LDH) levels (Table II) for SCAHC patients and the total
SCA patient group (SCA + SCAHC).

(=25 mfs)

levels also

Discussion

The pro-inflammatory, pro-thrombotic and atherogenic pro-
tein, TNFSF14, was found to be significantly elevated in the
plasma of SCA patients. A significant elevation in the circu-
lating concentration of TNFSF14 was found in both SCA

794

T 15
% (A)
o
|
= 104 :
{=2]
=
B I
w
e
g s ——
-]
W
E e —

0
= CON SCA SCAHC

25+
& (B)
[ =
— 204
[=2]
=
® 154
g
%‘ 104
L
: == ==
o
=

0

CON SCA SCAHC
= 1500 = "
E (€)
—g 1250 -
o
2 1000 4
o 7504
[™
£ s00-
"
E 250 4 I
o 0 T
CON SCA SCAHC

Fig 4. Expressions of the TNFSF14 receptors, TNFRSF14 (A) and
LTBR (B) on the surface of non-stimulated platelets (PLTs) from
healthy control individuals (CON; n = 11), SCA (n = 9) and SCA
patients on hydroxycarbamide (20-30 mg/kg/d; SCAHC, n = 14).
Receptor expression was determined by flow cytometry on unwashed
platelets. Data represent the percentage of platelets expressing recep-
tors. (C) Plasma levels of TNFRSF6B were determined in CON
(n=17), SCA (n=17) and SCAHC (n = 17) individuals by ELISA.
*P < 0-05 compared to CON.

patients not on HC therapy and in those on HC therapy.
The presence of pro-inflammatory proteins in the circulation
of SCD individuals plays a very important role in the activa-
tion of both the endothelium and leucocytes, inducing the
adhesion of white cells to the blood vessel wall; a step that,
in animal models, has been shown to initiate secondary red
cell adhesion and vaso-occlusive mechanisms (Turhan et al,
2002), Given that the TNFSF14 protein has been shown to
have an extremely potent activating effect on endothelial cells
(Celik et al, 2007), data indicate that elevated levels of
TNFSF14 could play a role in the vascular inflammation that
is now known to be associated with SCD pathophysiology.
The finding that HbSC patients demonstrate intermediate
levels of plasma TNFSF14 is of interest, because these
patients, while presenting red cell dehydration and conse-

© 2012 Blackwell Publishing Ltd
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Table IV. Clinical complications in SCA patients with low-to-mod-
erate plasma TNFSF14 (<30-0 pg/ml) and high plasma TNFSF14
(>30-0 mg/ml).

Low-to-moderate High P-value
Clinical pTNFSF14 pTNFSF14  (Fisher's
complication n=230 n=17 Exact)
Stroke 10-0% 5-8% P =1-000
Osteonecrosis 10-0% 23-5% P =0235
Leg ulcer 10-0% 17-6% P = 0-653
Priapism 30:0% (n = 10) 0-0% P =0-228

(n=7)

Acute 20-0% 11-8% P = 0692
chest syndrome
TRV>25 m/s  3-8% (n = 26) 40-0% P = 0-006

(n = 15)

TRV, tricuspid regurgitant velocity.

Definitions for the diagnosis of clinical complications are defined in
the Patients and Methods section. The number of patients (n)
depicted in brackets, for some parameters, indicates the total number
of patients with data available for this parameter.

quent HbS polymerization, generally have lower platelet and
leucocyte counts, and lower levels of intravascular haemolysis
and vaso-occlusive episodes (Nagel et al, 2003). Data indicate
that HbSC patients may present a more limited vascular
inflammation, and the finding that TNFSF14 levels are lower
than those observed in SCA is in keeping with the different
pathophysiology of this disease.

Activated endothelium expresses high levels of adhesion
molecules, such as ICAM1 and VCAMI, and produces high
concentrations of cytokines and chemokines, including IL8
(Galley & Webster, 2004). Plasma TNFSF14 levels correlated
with IL8, and to some extent sICAMI, in SCA, indicating
that TNFSF14 may participate in, or reflect, endothelial acti-
vation. The very significant correlations of circulating
TNFSF14 and platelet release of TNFSF14 with CD40LG
indicate that the production of these two proteins may be
tightly coupled. TNFSF14 protein production and release
occurs following the activation of the cells that produce this
cytokine. To date, reports indicate that TNFSF14 can be syn-
thesized by platelets, as well as by T cells, monocytes and
granulocytes (Granger & Rickert, 2003). TNFSF14 protein
was highly expressed on the platelet surface in SCA and this
expression appears to be associated with platelet activation
(as demonstrated by the correlation of platelet surface
TNFSF14 with PAC-1 antibody binding and P-selectin
expression). Platelet surface expression of TNFSF14 was fur-
ther augmented following the stimulation of platelets and, as
membrane-bound TNFSF14 can mediate the adhesion of
platelets to the endothelium (Celik et al, 2007), this may be
one of the mechanisms by which platelets localize on the ves-
sel wall in SCA with subsequent release of inflammatory
mediators. The release of significant levels of TNFSF14 from
SCA platelets, both under basal conditions and when stimu-

© 2012 Blackwell Publishing Ltd
British Journal of Haematology, 2012, 158, 788-797
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lated with collagen, indicates that platelets may be a very
important source of TNFSF14 in SCA. Morcover, the finding
that high TNFSF14 levels in plasma were associated with
increased platelet activation (as shown by platelet P-selectin
expression), rather than platelet counts, further supports the
role for platelets in TNFSF14 production in SCA.

Interestingly, SCAHC patients also presented significantly
elevated circulating TNFSF14 levels and platelet TNFSF14
expression, even though HC therapy reduced other inflam-
matory parameters, including IL8, in the same patients. Data
may suggest that the activation of cells that produce
TNESF14 protein, including platelets, may not be sufficiently
decreased during HC therapy to decrease TNFSF14 produc-
tion. As such, it may be important to identify therapies for
use in association with HC to efficiently reduce vascular
inflammation. The expression of the TNFSF14 receptor,
TNFRSF14, on platelets was increased in SCA, but not in
SCAHC patients, In contrast, LTBR expression was slightly
increased on the surface of platelets of SCAHC patients. To
our knowledge, the expressions of TNFRSF14 and LTBR have
not been reported previously on platelets; as such, the effect
of ligand binding to these receptors, and therefore on platelet
function, is not known; however both receptors are known
to promote and modulate immune and inflammatory pro-
cesses in other cell types, such as T-cells, macrophages and
endothelial (Ware, 2009; Xu et al, 2011). The
TNFRSF6B protein is a soluble receptor that is capable of
attenuating the effects of TNFSF14 as well as two other
TNESF members, Fas Ligand and TNF-like molecule 1A, and
has been found to be upregulated in inflammatory diseases,
indicating potential as a promising therapeutic agent for
inflammatory conditions (Lin & Hsieh, 2011). Interestingly,
while TNFRSF6B concentrations were relatively increased in
the plasma of SCA individuals, levels were more significantly
augmented in SCAHC patients, indicating that one of the
benefits of HC therapy in SCA could include the upregula-
tion of the TNFRSF6B immunomodulator to neutralize the
effects of TNFSF cytokines, such as TNFSF14.

A sub-population of SCA patients presented extremely
high levels of TNFSFI4, reaching concentrations, in some
patients, of approximately 20-fold the healthy control con-
centration. We investigated whether any clinical complica-
tions were more commonly encountered in patients with the

cells

high plasma TNFSF14 concentrations (=75 percentile con-
centration). Interestingly a significant association between
high TNFSF14 and elevated TRV (> 2-5 m/s) was found in
SCA patients. Pulmonary hypertension (PHT) is a recognized
complication of SCD and is associated with an increased risk
for mortality (Castro & Gladwin, 2005). Although right heart
catheterization is required for the direct measurement of pul-
monary artery pressure and vascular resistance and, therefore
for the diagnosis of PHT, a TRV of >2-5 m/s (as measured
by Doppler echocardiography) is considered to be indicative
of PHT and a TRV of >2-8 m/s is reported to be highly
indicative of manifest PHT (Hassell, 2011). Importantly,
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while we considered a TRV of >2.5 m/s to be elevated for
this study, all of the SCA/SCAHC patients with TRV
>2-8 m/s also demonstrated high plasma TNFSF14 (>30 pg/
ml) (P <001 association of high TNFSF14 with TRV
>2-8 m/s; n = 5/41). Additionally, we also found a significant
correlation of plasma TNFSF14 with serum LDH in SCA. As
LDH has been reported as a biomarker for haemolysis-
related PHT in SCD (Kato et al, 2006), taken together, these
data indicate that high TNFSF14 concentrations may be asso-
ciated with clinical indications of PHT. However, as these
data are derived from a patient cohort of limited size, further
investigations with a larger patient population are required
for confirmation of this interesting finding; nevertheless, this
observation lends further support to the hypothesis that ele-
vated levels of TNFSF14 may play a role in the complicated
pathophysiology of SCD, with clinical consequences.

In conclusion, the potent pro-inflammatory and athero-
genic protein, TNFSF14, was significantly elevated in the
plasma of the majority of SCA patients studied, in associa-
tion with other markers of inflammation and endothelial
activation. Platelets appear to contribute to the production
of TNESF14 in SCA, as a function of platelet activation, and
also express receptors for TNFSF14 on their surface. Our
data emphasize the role that platelets and their activation
may play in the vascular inflammation that triggers vaso-
occlusive mechanisms. Future investigations will determine
the extent of the contribution of TNFSF14 to endothelial
activation and inflammation in SCA, as well as its clinical

complications, and whether this protein holds promise as a
potential therapeutic target for the disease.
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