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RESUMO 

 

A anemia falciforme (AF) é uma hemoglobinopatia hereditária que resulta de uma 

mutação no gene da globina beta. Essa mutação leva a formação de uma hemoglobina 

(Hb) com propriedades físico-químicas anormais, denominada HbS. A vaso-oclusão é a 

principal complicação aguda e a principal causa de morbidade da doença falciforme, 

compreendendo um processo multicelular que parece ser iniciado pela adesão de 

hemácias e leucócitos ao endotélio ativado, causando a obstrução vascular e isquemia 

tecidual. A adesão de hemácias ao endotélio contribui para a redução do fluxo sanguíneo 

na AF, entretanto, leucócitos também parecem exercer um papel fundamental neste 

processo, pois são células maiores, menos flexíveis e seu recrutamento para a 

microvasculatura e subsequente interação com as células circulantes sanguíneas promove 

a redução do fluxo sanguíneo nos vasos. Assim, investigações na dinâmica de interações 

heterocelulares são áreas potencialmente atrativas para pesquisa, pois elas podem 

contribuir para melhorar o entendimento de mecanismos de inflamação vascular e para o 

desenvolvimento de novos alvos terapêuticos para doenças como a AF. O objetivo deste 

projeto foi estudar as interações heterotípicas dos neutrófilos com plaquetas, células 

vermelhas e células endoteliais em células de pacientes com AF e as moléculas de adesão 

celular envolvidas nestas interações, utilizando uma plataforma microfluidica (quantifica 

adesão celular em fluxo em biochips com canais paralelos), citometria de fluxo com 

imagem (imagem simultânea das células obtidas pelo citômetro) e o desenvolvimento de 

um biochip para estudo dos processos vaso-oclusivos (para utilização na plataforma 

microfluídica). Sangue periférico de indivíduos saudáveis (controles) e pacientes com 

anemia falciforme (em uso ou não da terapia de hidroxiureia – HU) foi coletado e os 

experimentos realizados. Observamos que células vermelhas de pacientes AF sem uso da 

HU aderem mais, quando em fluxo, à laminina e interagem mais aos neutrófilos 

autólogos aderidos ao endotélio ativado. Quando avaliada a participação das principais 

moléculas de adesão expressas no endotélio, E-selectina e ICAM-1, na promoção das 

interações de eritrócitos com neutrófilos aderidos, observamos que a duração destas 

interações heterotípicas em células provenientes dos pacientes AF, é mais prolongada na 

presença do ligante E-selectina. Neutrófilos de pacientes com AF também circulam mais 
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em agregados a plaquetas ou células vermelhas no sangue periférico, comparados aos 

neutrófilos de indivíduos saudáveis. Os reticulócitos demonstraram ser o principal tipo de 

eritrócito envolvido nos agregados de neutrófilos circulantes e os níveis de hemoglobina 

fetal correlacionaram-se inversamente à porcentagem encontrada de agregados de 

neutrófilo-reticulócito no sangue periférico destes pacientes. As plaquetas demonstraram 

papel de destaque na formação e participação nos agregados circulantes de neutrófilos a 

células vermelhas e experimentos utilizando anticorpos bloqueadores ou inibidor, 

indicaram que as moléculas de adesão P-selectina, na plaqueta, Mac-1 no neutrófilo, 

VLA-4 nos reticulócitos e ICAM-4 nas hemácias podem ser as responsáveis pela 

interação dos neutrófilos a estas células. Neutrófilos de pacientes AF também obstruíram 

significativamente mais os microcanais com diâmetros de 25 a 40µm do biochip 

desenvolvido por nós para estudar os processos vaso-oclusivos, comparados aos 

neutrófilos de indivíduos controle. Quando misturamos suspensões de neutrófilos a 

eritrócitos, observamos uma obstrução ainda maior destes microcanais. Diante destes 

resultados, é possível concluir que neutrófilos de pacientes AF interagem 

significativamente mais às células vermelhas quando aderidos ao endotélio, circulam 

agregados a eritrócitos e plaquetas no sangue, além de possuírem maior capacidade de 

obstrução in vitro em microcanais que mimetizam vênulas de pequeno calibre. A terapia 

com HU parece afetar apenas as interações de neutrófilo na presença do endotélio 

vascular. Terapias que visem à inibição das moléculas de adesão Mac-1 e P-selectina na 

patologia da anemia falciforme parecem ser promissoras. 
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ABSTRACT 

Sickle cell anemia (SCA) is a hereditary hemoglobinopathy that results from a 

mutation in the beta globin gene. This mutation leads to the formation of an abnormal 

hemoglobin (Hb), known as HbS. Vaso-occlusion is the major acute complication and the 

major cause of morbidity in SCA; it comprises a multicellular process that appears to be 

initiated by the adhesion of red blood cells (RBCs) and leukocytes to the activated 

endothelium, causing vascular obstruction and tissue ischemia. The adhesion of sickle 

RBCs to the endothelium contributes to decrease blood flow; however, leukocytes also 

seem to play a key role in this process as these cells are bigger, less flexible and their 

recruitment to the microvasculature and subsequent interaction with circulating blood 

cells promotes reduced blood flow in vessels. Research into the dynamics of 

heterocellular interactions is a potentially attractive area of research, since such data may 

improve our understanding of the mechanisms involved in vascular inflammation and 

contribute to the development of new therapeutic targets in diseases such as SCA. The 

aim of this project was to study the heterotypic interactions of neutrophils with platelets, 

red cells and endothelial cells in cells from SCA individuals and the possible adhesion 

molecules involved in these interactions, using microfluidic techniques (cell adhesion 

flow in biochips with parallel channels), imaging flow cytometry (simultaneous imagery 

of cells acquired by flow cytometry) and the development of a biochip for the study of 

vaso-occlusive processes (for use in conjunction with the microfluidic platform). 

Peripheral blood from healthy individuals (controls) and sickle cell anemia patients (with 

or without hydroxyurea therapy - HU) were collected and the experiments were 

performed. RBCs from SCA patients without HU were observed to adhere more, under 

flow, to laminin-coated biochips and they interact more with autologous neutrophils 

previously adhered to an activated endothelium. When evaluating the participation of the 

two main adhesion molecules expressed on activated endothelium, E- selectin and 

ICAM-1, in promoting interactions of RBCs to adherent neutrophils, we found that the 

duration of these heterotypic interactions for cells from SCA patients was longer in the 

presence of E-selectin ligand. Neutrophils from SCA patients also circulate aggregated to 

platelets or RBCs in the peripheral blood significantly more than the neutrophils of 
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healthy individuals. Reticulocytes were the main RBC type involved in these neutrophil-

RBC aggregates and the levels of fetal hemoglobin were inversely correlated to the 

percentage of the neutrophil- reticulocyte aggregates found in the peripheral blood of 

these patients. Platelets demonstrated a prominent role in the formation of the circulating 

neutrophil-RBCs aggregates, and function-blocking antibodies or inhibitors indicated that 

the adhesion molecules P-selectin, on platelets, Mac-1, on neutrophils, VLA-4, on 

reticulocytes, and ICAM-4, on mature erythrocytes, may be responsible for the 

interactions of neutrophils with these cells. Neutrophils from SCA patients also 

demonstrated a significant capacity to obstruct microchannels with diameters of between 

25 and 40μm, of the biochip developed by us to study vaso-occlusive processes, 

compared to the cells from control subjects. When mixed suspensions of neutrophils and 

autologous RBCs were applied to the chips, we observed an even greater obstruction of 

these microchannels. In summary, we conclude that SCA neutrophils interact 

significantly more with red cells when adhered to endothelial cells, circulate aggregated 

to erythrocytes in the peripheral blood of these patients, and present a greater capacity to 

obstruct microchannels that mimic small venules in vitro. HU therapy appears to affect 

only neutrophil interactions in the presence of the vascular endothelium. Therapies that 

target molecules such Mac-1 and P-selectin in sickle cell disease seem to be promising 

strategies. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Aspectos Gerais da Anemia Falciforme 

 

A anemia falciforme (AF) é uma hemoglobinopatia hereditária que resulta de uma 

mutação de ponto no gene da globina beta. Essa mutação leva à substituição do ácido 

glutâmico por uma valina na sexta posição dessa cadeia, levando à formação de uma 

hemoglobina com propriedades físico-químicas anormais, conhecida como hemoglobina S 

(HbS) (Stuart e Nagel, 2004). Com a desoxigenação das hemácias, as moléculas de HbS 

sofrem agregação e polimerização. Após esse processo, a hemoglobina que se apresentava 

na forma de um líquido de fluxo livre passa a ter o aspecto de um gel viscoso, resultando na 

deformação dos eritrócitos, que adquirem o formato de foice (Cotran et al., 2000). A 

mutação no gene da hemoglobina compreende a base molecular da anemia falciforme, mas 

a evolução clínica correspondente a esta doença é complexa, afetando vários órgãos, como 

os rins, baço e pulmão. Pacientes com AF sofrem com uma anemia hemolítica severa, 

crises vaso-oclusivas, além de uma disfunção crônica dos órgãos (Rees et al., 2010). 

O termo anemia falciforme refere-se especificamente à homozigose do alelo βS, a 

forma mais comum da doença falciforme, e a doença falciforme compreende a todos os 

diferentes genótipos que causam a síndrome clínica característica. Em populações de 

origem étnica africana a anemia falciforme geralmente é responsável por 70% dos casos de 

doença falciforme, sendo a maioria do restante dos casos doença da hemoglobina SC 

(doença falciforme SC). Essa variante da doença falciforme resulta da co-hereditariedade 

dos alelos βS e βC e possui uma gravidade clínica intermediária (Nagel et al., 2003). Devido 

ao perfil étnico da população brasileira, a incidência da doença falciforme varia de 1 em 

cada 650 a 4 mil nascimentos. Nos estados com maior concentração de afro descendentes a 

prevalência desta doença é mais alta, se tornando um grave problema de saúde pública no 

Brasil (Portal da Saúde – Triagem Neonatal - 

http://portal.saude.gov.br/portal/saude/area.cfm?id_area=1061). 
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1.1.1 Tratamento dos pacientes com anemia falciforme 

 

Atualmente a única terapia aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration) 

para tratamento dos pacientes com AF é a hidroxiureia (HU). Esta droga reduz a 

concentração da HbS e falcização das células vermelhas por aumentar os níveis de HbF 

(Noguchi et al., 1988; Ware, 2013). A HU é um agente quimioterápico que vem sendo 

amplamente utilizado no tratamento da doença falciforme devido ao seu baixo efeito tóxico 

(Platt et. al., 1984) e também por diminuir a frequência das crises vaso-oclusivas, a 

síndrome torácica aguda e diminuição da necessidade de transfusão sanguínea (Charache et 

al., 1995; Maier-Redelsperger et al., 1999). Com o tempo, vários outros efeitos benéficos 

foram sendo atribuídos a essa droga, incluindo a diminuição da contagem de plaquetas e 

leucócitos, a diminuição da ativação do endotélio (Castro et al., 1994; Rogers, 1997; 

Odièvre et al., 2007; Colella et al., 2012), mudanças na expressão de moléculas de adesão 

(Covas et al., 2004; Gambero et al., 2007; Canalli et al., 2008) e a geração de óxido nítrico 

(Lou et al., 2009). Em geral, a hidroxiureia é bem tolerada e seu principal efeito colateral, 

em curto prazo, é uma mielossupressão dose dependente, todavia muitos pacientes não 

respondem ao tratamento (Lankron et al., 2008).  

Adicionalmente, o transplante alogênico de células-tronco da medula óssea ou de 

sangue de cordão umbilical é uma terapia potencialmente curativa, embora apenas uma 

pequena porcentagem dos pacientes seja submetida a esse procedimento, a maioria são 

crianças com sintomas graves que possuem doadores irmãos HLA-compatíveis. Contudo, o 

transplante de células alogênicas acarreta o risco da doença do enxerto-versus-hospedeiro 

(GVHD), que pode ser causa de elevada morbidade (Rees et al., 2010; Shenoy, 2011; 

Romero et al., 2013).  

 

1.2 Anemia falciforme como um processo inflamatório crônico 

 

A AF é considerada uma doença inflamatória crônica (Hagar e Vichinsk, 2008), 

sendo evidenciada pela contagem elevada de leucócitos (Steinberg e Mohandas, 1994), 

além da ativação anormal de granulócitos e monócitos (Fadlon et al., 1998; Lard et al., 

1999; Belcher et al., 2000; Inwald et al., 2000). A leucocitose na AF é um fator de risco 
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para mortalidade e para complicações como síndrome torácica aguda, acidente vascular 

cerebral e choque hemorrágico (Balkaran et al., 1992; Castro et al., 1994; Platt et al., 1994; 

Ohene-Frempong et al., 1998; Kinney et al., 1999). 

Várias características típicas da biologia da inflamação ocorrem na anemia 

falciforme, como ativação da cascata de coagulação, níveis elevados de molécula de adesão 

vascular (VCAM) solúvel e, algumas vezes, contagem elevada de plaquetas (Francis e 

Hebbel, 1994; Duits et al., 1996). Além disso, os níveis de alguns mediadores inflamatórios 

encontram-se elevados na AF, como por exemplo, fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), 

interleucina 6 (IL-6), interleucina 1 beta (IL-1 β) e interleuctina 8 (IL-8) (Hagar e Vichinsk, 

2008, Lanaro et al., 2009). Os níveis de proteína C reativa (PCR) são frequentemente 

usados como marcador geral de inflamação sistêmica em pacientes com AF, enquanto a 

nível molecular, os níveis de IL-6 ou interleucina 10 (IL-10, citocina anti-inflamatória) 

representam medidas mais confiáveis da elevação da atividade inflamatória nos pacientes 

AF (Hebbel et al., 2004; Lanaro et al., 2009).  

Em geral, os pacientes apresentam um quadro de hemólise intravascular crônica que 

pode induzir a inflamação, a disfunção endotelial, o estresse oxidativo, dentre outros efeitos 

(Belcher et al., 2005; Kato et al., 2009). Além disso, as hemácias falcizadas rígidas podem 

também danificar a parede vascular e, uma vez ativado, o endotélio pode aumentar a 

expressão de moléculas de adesão em sua superfície, consequentemente aumentando a 

adesão de células sanguíneas à parede do vaso. A produção contínua de citocinas, 

quimiocinas e outros mediadores inflamatórios pelo endotélio e células inflamatórias, 

perpetua o estado inflamatório crônico na AF e especula-se que estes eventos tenham papel 

iniciador no processo vaso-oclusivo (Hebbel et al., 2004; Assis et al., 2005; Canalli et al., 

2008; Conran et al., 2009). 

 

1.3 Papel dos neutrófilos no processo vaso-oclusivo da anemia falciforme 

 

As crises vaso-oclusivas são a principal complicação aguda e a principal causa de 

morbidade da doença falciforme. A vaso-oclusão compreende um processo multicelular 

que parece ser iniciado pela adesão de hemácias e leucócitos ao endotélio ativado, causando 
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a obstrução dos vasos e isquemia tecidual. Embora esse processo necessite da 

polimerização da HbS, o evento que desencadeia essa obstrução é muitas vezes 

inflamatório (Hebbel et al., 1980; Frenette, 2002; Turhan et al., 2002).  

A adesão de hemácias falciformes à parede vascular contribui para a redução do 

fluxo sanguíneo e, eventualmente, pode levar à vaso-oclusão. Contudo, a adesão de 

leucócitos também parece ter um papel fundamental neste processo, pois são células 

grandes (12-15µm), rígidas e seu recrutamento para o endotélio microvascular e 

subsequente interação com as células circulantes sanguíneas reduz o fluxo sanguíneo nos 

vasos, o que pode iniciar o processo vaso-oclusivo (Turhan et al., 2002; Turhan et al., 

2004; Conran e Costa, 2009; Hidalgo et al., 2009; Chaar et al., 2010).  

Leucócitos aderidos ao lúmen vascular podem alterar o fluxo sanguíneo, 

principalmente em vênulas de pequeno diâmetro; e durante a inflamação, mais neutrófilos 

podem ser recrutados, levando a obstrução do fluxo (Scheiermann et al., 2010). No cenário 

inflamatório da AF, dados de estudos em modelos animais in vivo indicam que o 

recrutamento de leucócitos, particularmente os neutrófilos, à parede do vaso pode promover 

interações subsequentes com células vermelhas circulantes sanguíneas (Turhan et al., 2002; 

Turhan et al., 2004; Hidalgo et al., 2009). Sugere-se que esta adesão secundária de células 

vermelhas a leucócitos aderidos desempenhe um papel primordial na propagação e 

iniciação do processo vaso-oclusivo (Natcher e Hidalgo, 2011; Manwani e Frenette, 2013). 
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Figura 1. Mecanismo de vaso-oclusão na anemia falciforme. Costa et al., 2013. O contato 
direto das hemácias SS e a presença de hemólise intravascular levam à ativação das células 
endoteliais que revestem o vaso; a presença do heme livre na circulação tem efeito deletério no vaso 
e ainda consome o óxido nítrico (NO) sintetizado pelas células endoteliais. Juntamente com a 
presença de Espécies Reativas de Oxigênio (ROS), a hipóxia e os vasoconstritores como 
Endotelina-1 (ET-1), esses mecanismos contribuem para a ativação das células endoteliais. O estado 
de hipercoagulabilidade leva a níveis aumentados de Fator Tecidual (FT), Fator ativador de 
plaquetas (FAP), Fator de Von Willebrand (FvW) e ativação plaquetária. A ativação do endotélio 
também conta com a presença das plaquetas ativadas no vaso sanguíneo e a sua adesão à parede 
vascular. Após sua ativação, as células endoteliais aumentam a expressão das moléculas de adesão 
(como ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina) na superfície do vaso e também liberam mais citocinas e 
quimiocinas como o IL-8, IL-6 e IL-1β, que com o TNF-α, contribuem para a inflamação vascular e 
a ativação das células sanguíneas. Os leucócitos e as hemácias aderem à parede vascular devido à 
sua ativação e expressão de moléculas de adesão e, também, podem haver interações heterotípicas 
entre leucócitos aderidos e hemácias. A vasoconstrição elevada e a obstrução física do vaso 
ocasionam uma redução no fluxo sanguíneo com consequente hipóxia e falcização das hemácias, 
dificultando a passagem de sangue, e finalmente na vaso-oclusão.  

 

1.3.1 O recrutamento de neutrófilos no processo inflamatório 

 

Os neutrófilos correspondem a 70% das células de defesa nos seres humanos e 

possuem uma meia vida curta (6-8h) na circulação periférica. Estas células participam da 

resposta primária a inflamação aguda e chegam ao local de inflamação por deixar a 

circulação, aderir ao endotélio vascular ativado, migrando em direção ao tecido inflamado 
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(Cascão et al., 2010; Natcher e Hidalgo, 2011). O recrutamento destas células para o local 

da inflamação é iniciado por sua captura e, em seguida, rolamento ao longo das vênulas nos 

leitos vasculares periféricos e isto é mediado primeiramente pelas selectinas, que são 

constituídas de três tipos, L, E e P- selectinas (Issekutz, 1998; Hidalgo et al., 2007). A L-

selectina é expressa na ponta das microvilosidades dos leucócitos e está envolvida na 

adesão destas células ao endotélio, a P-selectina está estocada em plaquetas ativadas e 

células endoteliais e se torna rapidamente expressa na superfície após estímulo, 

intermediando o rolamento leucocitário nas primeiras horas após sinais inflamatórios. Já a 

expressão de E-selectina é restrita ao endotélio e induzida por sinais de citocinas 

inflamatórias como TNF-α e IL-1, promovendo o rolamento lento de leucócitos em vênulas 

inflamadas (Tarrant e Patel, 2006; Hidalgo et al., 2007; Ley et al., 2007). 

Após o rolamento inicial dos leucócitos, as integrinas das células tornam-se 

ativadas, levando a uma adesão firme dos leucócitos com o intuito de resistir ao 

descolamento provocado pelo fluxo sanguíneo (Alon e Feigelson, 2002; Long et al., 2004). 

As integrinas são receptores heterodímeros presentes na superfície de leucócitos, 

consistindo de cadeias alfa (α) e beta (β) com grandes domínios de ligação extracelulares e 

encurtados domínios citoplasmáticos. As mais relevantes para a migração leucocitária são a 

família das β₂ integrinas, compreendendo as integrinas LFA-1 (antígeno -1 associado à 

função linfocitária; CD11a/CD18) e Mac-1 (antígeno de macrófago 1; CD11b/CD18). 

Estas moléculas são usualmente encontradas em um estado inativo em leucócitos e não são 

capazes de ligar aos seus ligantes, mas tornam-se adesivas após estímulos ativadores 

(Hilden et al., 2006; Tarrant e Patel, 2006).  

Em seguida, os leucócitos migram por diapedese através da monocamada endotelial 

e da membrana basal para os tecidos. Este processo é complexo e pouco compreendido e 

envolve extensos mecanismos moleculares. Após esta migração transendotelial e 

extravasamento dentro dos tecidos, o leucócito deve receber novos sinais, frequentemente 

na forma de gradientes de quimiocinas, para continuar o processo de recrutamento para o 

local de inflamação (Tarrant e Patel, 2006; Lorenowicz et al., 2007), evitando assim, a 

propagação da infecção enquanto uma resposta imune é montada (Scheiermann et al., 

2010). Cessado o estímulo inflamatório, há uma necessidade urgente de reparo da lesão e o 

retorno ao estado homeostático, portanto, defeitos na função neutrofílica, frequentemente, 
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resultam em uma resposta inflamatória anormal gerando danos vasculares ou nos órgãos 

(Cascão et al., 2010). 

 

1.4 Interações heterocelulares de neutrófilos na anemia falciforme  

 

Ao aderir ao endotélio vascular, o neutrófilo fica em uma posição estratégica que 

permite que ele integre sinais entre as células endoteliais ativadas e as células circulantes 

sanguíneas (Scheiermann et al., 2010). A fisiopatologia do processo vaso-oclusivo na 

anemia falciforme abrange uma variedade de interações adesivas entre células vermelhas, 

leucócitos, endotélio e plaquetas e investigações nesta dinâmica de interações 

heterocelulares são áreas potencialmente atrativas para pesquisa, pois elas contribuem para 

o desenvolvimento de novos alvos terapêuticos e pela melhora do quadro inflamatório nos 

pacientes com AF (Telen, 2014). Estudos por microscopia intravital, em modelos de 

camundongos transgênicos para a anemia falciforme, revelaram que a adesão de leucócitos 

em vênulas exerce um papel fundamental no processo de vaso-oclusão por interagir com 

hemácias falcizadas e não falcizadas (Turhan et al., 2002; Chang et al., 2008; Hidalgo et 

al., 2009; Almeida et al., 2012). Contudo, o mecanismo pelo qual as hemácias aderem aos 

neutrófilos ainda não foi elucidado.  

Hidalgo e colaboradores (2009) forneceram evidências de interações celulares de 

neutrófilos e hemácias e neutrófilos e plaquetas na microcirculação sistêmica de 

camundongos após estímulo inflamatório. Estes agregados foram responsáveis por lesão 

tecidual e o bloqueio das interações neutrófilo-plaqueta através da inibição da função da P-

selectina protegeu o camundongo desta inflamação endotelial. Outros pesquisadores 

avaliaram subpopulações de leucócitos (monócitos, linfócitos e neutrófilos) de pacientes 

com anemia falciforme, observando a capacidade destes leucócitos aderentes de capturarem 

hemácias falcizadas, utilizando um modelo de fluxo in vitro (Finnegan et al., 2007). 

Pesquisas recentes têm demonstrado um papel proeminente dos neutrófilos no início 

e progressão da aterosclerose, como também já foram descritos papéis em outras situações 

em que ocorre disfunção endotelial como, por exemplo, em complicações cardiovasculares, 

como hipercolesterolemia, hipertensão arterial, lesão de isquemia e reperfusão, dentre 

outras condições inflamatórias intravasculares (Kaneider et al., 2002; Baetta e Corsini, 
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2010). Nestes trabalhos foram observadas que interações diretas de neutrófilos e plaquetas, 

mediadas por P-selectina na superfície da plaqueta, representam um primeiro passo na 

formação de um trombo leucocítico-plaquetário in vivo relacionado à formação de placas 

ateromatosas (Kaneider et al., 2002).  

 

1.4.1 Interações heterocelulares de neutrófilo-plaqueta 

 

Vários estudos têm demonstrado que as interações físicas de neutrófilos e plaquetas 

podem aumentar a resposta inflamatória e, consequentemente, levar a danos vasculares 

(Clark et al., 2007; Zarbock et al., 2007). Estudos in vitro demonstraram que a ligação de 

plaquetas lavadas ativadas à neutrófilos em suspensão resultou na ativação destas células 

(Ott et al., 1996; Kogaki et al., 1999) e estudos in vivo relataram o aumento da formação de 

agregados neutrófilo-plaqueta como resultado de processos inflamatórios (Gawaz et al., 

1995; Kirschenbaum et al., 2002, Li et al., 2014).  

A formação de agregados neutrófilo-plaquetas é bem conhecida em condições 

inflamatórias como sepse, aterosclerose e é sugerido que estes agregados podem contribuir 

para a inflamação vascular e lesão tecidual que ocorre na AF (Nash, 1994; Gawaz, 1995; 

Kirschenbaum, et al., 2002; May et al., 2007; Polanowska-Grabowska et al. 2010; 

Jakubowski et al., 2014; Li et al., 2014). Um estudo avaliando a formação dos agregados de 

plaqueta-neutrófilo em pacientes com AF (Polanowska-Grabowska et al., 2010) encontrou 

evidências de que estas interações estão aumentadas nestes pacientes comparados a 

indivíduos saudáveis e que a P-selectina, expressa na superfície de plaquetas quando 

ativadas, pode estar envolvida nestas interações. Além disso, a ativação plaquetária pode 

levar a um aumento da disfunção endotelial e alterações na liberação de fatores pró-

inflamatórios promovendo o recrutamento de neutrófilos e monócitos e, consequentemente, 

sua interação a estas células (Garrido et al., 2012; Proença-Ferreira et al., 2014). Estudos 

recentes tem despertado interesse na resposta inflamatória dos neutrófilos, mediada pela 

produção de NETs (neutrophil extracellular traps), que são redes de cromatina que atuam 

na resposta inflamatória neutrofílica. Dados indicam que interações com plaquetas são 

necessárias para a produção destas redes (McDonald et al., 2012). Mais recentemente foi 
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observado que esta produção de redes (NETs) por neutrófilos estão aparentamente 

aumentadas na AF (Cheng et al., 2014). 

As interações de leucócitos e plaquetas podem também ser encontradas em outras 

condições caracterizadas por inflamação vascular, como TRALI (lesão pulmonar aguda 

relacionada à transfusão), doença arterial coronariana e em tecidos adiposos de obesos 

(Furman et al., 1998; Nishimura et al.,2008; Hidalgo et al., 2009; Polanowska-Grabowska 

et al., 2010). Estas interações, além de refletir o estado ativado das plaquetas e leucócitos 

nestas doenças, têm um papel na exacerbação da inflamação, acelerando o rolamento dos 

leucócitos e aumentando a produção de quimiocinas e citocinas na imunidade (von 

Hundelshausen et al., 2009). 

Evidências indicam que interações de neutrófilos e plaquetas são mediadas pela P-

selectina (CD62P) nas plaquetas e seu ligante PSGL-1 (ligante 1 da glicoproteína P-

selectina) nos neutrófilos, representando potenciais alvos terapêuticos na prevenção da 

formação de trombos em doenças inflamatórias vasculares (Konstantopoulos et al., 1998; 

Yang J et al., 1999; Zarbock et al., 2007; Li et al., 2014). 

 

1.4.2 Interações heterocelulares de neutrófilo-células vermelhas  

 

A formação de agregados neutrófilo-hemácias não é bem elucidada. Acredita-se que 

as interações adesivas de eritrócitos com neutrófilos aderentes ativados possam levar a 

vaso-oclusão, em condições de baixo fluxo (Goel e Diamond, 2002). Experimentos in vitro, 

destacaram a presença de agregados de células circulantes vermelhas a células 

mononucleares em pacientes com AF, e o tratamento com HU reduziu a formação destes 

agregados (Chaar et al., 2010), enquanto a fibronectina foi relatada como a ponte de ligação 

de monócitos a reticulócitos na AF (Brittain et al., 2008). Em outro estudo in vitro (Zennadi 

et al., 2008), hemácias de indivíduos AF foram incubadas com uma mistura de linfócitos e 

monócitos e observaram que estes leucócitos se tornaram mais adesivos ao endotélio. 

Em modelos de camundongos falciformes, as interações de hemácias com 

neutrófilos estavam aumentadas e foram responsáveis por uma vaso-oclusão que levou à 

morte destes animais (Chang et al., 2008; Turhan et al., 2004; Hidalgo et al., 2009) e a 
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infusão de imunoglobulina intravenosa foi capaz de prevenir a vaso-oclusão nestes 

camundongos. 

Os ligantes envolvidos nas interações de neutrófilos com hemácias ainda não foram 

identificados, mas moléculas como a molécula de adesão intercelular 4 (ICAM-4) e a 

proteína C3 do complemento nas hemácias parecem estar envolvidas (Kaneider et al., 2002; 

Zennadi et al., 2008; Hidalgo et al., 2009). Receptores de adesão na membrana eritroide, 

como ICAM-4 (Landsteiner-Weiner) e molécula de adesão celular basal/ grupo sanguíneo 

Lutheran (BCAM/Lu), podem se ligar a diversos ligantes celulares, incluindo integrinas ou 

não-integrinas. ICAM-4 liga-se às integrinas β1 e β2 expressas em leucócitos (Bailly et al., 

1995; Hermand et al., 2000), à integrina αvβ3 de células endoteliais (Zennadi et al., 2004) e 

à integrina αIIbβ3 de plaquetas (Hermand et al., 2003). Em um estudo que avaliou as 

moléculas de adesão envolvidas nas interações de hemácias com células mononucleares 

(Chaar et al., 2010), foi observado que as moléculas BCAM/Lu e antígeno de expressão 

tardia 4 (VLA-4), esta última expressa em reticulócitos, podem estar envolvidas nestas 

interações.  

Nos neutrófilos, as moléculas possivelmente envolvidas nas interações neutrófilo-

hemácias são às β2 integrinas LFA-1 e Mac-1 (Goel e Diamond, 2002; Hidalgo et al., 2009; 

Scheiermann et al., 2010). Além disso, a molécula cluster de diferenciação 66 b (CD66b) 

demonstrou ter um papel importante em mediar interações homotípicas e auxiliar a ação da 

integrina Mac-1 (Schmidt et al., 2012). A identificação dos receptores responsáveis por 

estas interações heterotípicas de neutrófilos pode contribuir para o desenvolvimento de 

estratégias terapêuticas que previnam a formação destes agregados nas condições 

inflamatórias vasculares, visto que a presença destas interações participa de forma 

significativa para o agravamento das complicações clínicas. 
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Figura 2. Dinâmica da interação de leucócitos às plaquetas e células vermelhas. Hidalgo et al., 2009  
(traduzido) 1. Interação de leucócitos e formação dos microdomínios. Neutrófilos rolam sobre as P- e 
E- selectinas e os seus ligantes PSGL-1, CD44 e ESL-1. Estas interações induzem a atividade de membros da 
família das Src quinases (SFK) e ativam parcialmente as integrinas LFA-1 e Mac-1. CD44 e ESL-1 medeiam 
o rolamento lento, resultando na ativação do neutrófilo que leva à polarização de moléculas da borda posterior 
à borda anterior desta célula. A presença de receptores de adesão ativados em leucócitos intravasculares 
permite interações com diferentes componentes do sangue. Em células polarizadas, as interações com 
plaquetas são supostamente mediadas por PSGL-1 na borda posterior e por Mac-1 na borda anterior. A borda 
anterior também medeia interações com células vermelhas circulantes. Os ligantes nas plaquetas e nos 
eritrócitos que participam destas interações ainda não foram identificados. Como resultado destas interações, 
sinais de fora para dentro são transmitidos pelas integrinas, que ativam ainda mais os neutrófilos aderidos e 
promovem a liberação de espécies reativas de oxigênio (ROS). 2. Interações de plaquetas. Plaquetas 
ativadas ou em estado basal rolam sobre o endotélio ativado ou estimulado podendo aderir firmemente. 
Plaquetas em estado basal expressam GPIbα e PSGL-1 que interagem ao fator de vonWillebrand (vWf) e P-
selectina expressas no endotélio, respectivamente. Durante a inflamação, fibrinogênio ou fibrina promove a 
agregação de plaquetas ativadas ou adesão destas ao endotélio através da sinalização de GPIIb/IIIa. Plaquetas 
aderidas promovem recrutamento de leucócitos através da P-selectina e podem exacerbar estados patológicos. 
A ligação a leucócitos na circulação é mediada pela P-selectina e GPIbα, pares de receptores/ligantes não 
caracterizados. 
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1.5. Novas tecnologias para estudo dos processos adesivos das células 

 

O campo da tecnologia de microfluídos tem despertado o interesse na área 

biomédica, pois esta tecnologia realiza experimentos in vitro com configurações que são 

suficientemente simples para serem utilizadas na prática laboratorial diária, além de serem 

necessárias menores quantidades de células e reagentes, e permitirem levar a uma maior 

compreensão da fisiopatologia celular (Van der Meer et al., 2009). 

Plataformas microfluídicas fornecem um ensaio celular baseado em situações 

fisiológicas de fluxo contínuo, realizando ensaios in vitro que mimetizam situações in vivo 

que ocorrem no fluxo sanguíneo, reproduzindo de forma mais fidedigna estes mecanismos. 

Entretanto, ensaios microfluidicos tradicionais, tais como placas com canais paralelos, não 

reproduzem com precisão a geometria e bifurcações encontradas in vivo na 

microvasculatura e apenas mimetizam o fluxo em vasos com calibres maiores.  

Avanços também vêm sendo feitos na microscopia ótica e de fluorescência, em que 

a melhora das aquisições de imagens por câmeras acopladas a estes microscópios, fazem 

com que a qualidade e tempo de aquisição dessas imagens seja cada vez mais eficiente e 

realista. Com isso, o uso de tecnologias modernas de imagem possibilita a visualização das 

interações celulares adesivas e estudos recentes tem focado na investigação de agregados 

celulares homotípicos ou heterotípicos que podem estar presentes no sangue periférico em 

diversas patologias e as consequências provocadas pela existência deles.  
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Os neutrófilos exercem uma função importante em diversas condições inflamatórias 

e na anemia falciforme parecem ter papel iniciador no processo vaso-oclusivo. Entretanto, 

as interações adesivas destas células com outros tipos celulares não estão totalmente 

elucidadas. Muito pouco se sabe sobre a presença de agregados circulantes de neutrófilos 

no sangue periférico e se estes agregados podem contribuir para a obstrução do fluxo em 

vênulas de pequeno calibre. 

Diante disso, estudar a formação de interações heterotípicas de neutrófilos com 

outras células circulantes ou aderentes e as moléculas de adesão celular envolvidas nestas 

interações, utilizando tecnologia de microfluidos, que mimetiza de forma mais realística as 

condições encontradas in vivo, torna-se de grande interesse para o desenvolvimento de 

abordagens para prevenir o processo vaso-oclusivo em pacientes com anemia falciforme e 

na melhora do quadro de inflamação vascular encontrado em outras condições 

inflamatórias. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Estudar as interações heterotípicas dos neutrófilos com plaquetas, células vermelhas 

e células endoteliais em pacientes com anemia falciforme (um modelo de doença 

inflamatória crônica vascular) e as moléculas de adesão celular envolvidas nestas interações 

utilizando, entre outras técnicas, a plataforma microfluídica Cellix VenaFlux que mimetiza 

o mecanismo de adesão celular sob fluxo in vitro. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

Três subprojetos foram desenvolvidos: 

 

1) Estudar as interações heterotípicas de neutrófilos previamente aderidos (a células 

endoteliais ou ligantes endoteliais), com plaquetas ou hemácias e observar as moléculas de 

adesão celular envolvidas nestas interações utilizando células provenientes de indivíduos 

saudáveis e de pacientes com AF; 

 

2) Verificar a presença de agregados circulantes de neutrófilo-células vermelhas e 

neutrófilo-plaquetas no sangue periférico obtido de pacientes AF e de indivíduos saudáveis, 

além de investigar as moléculas de adesão envolvidas nestas interações; 

 

3) Desenvolver um novo biochip para ser utilizado na plataforma microfluídica Cellix 

VenaFlux, para estudos dos processos vaso-oclusivos. 
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4. CASUÍSTICA E ASPECTOS ÉTICOS 
 

4.1 Casuística 

 

Subprojetos 1 e 3: 

 

Para o grupo controle foram recrutados indivíduos saudáveis, que compreenderam 

alunos, funcionários e doadores de sangue do hemocentro da UNICAMP ou indivíduos 

voluntários à pesquisa. Os pacientes com anemia falciforme (em terapia ou não com 

hidroxiureia) foram recrutados do Ambulatório de Hemoglobinopatias do Hemocentro da 

UNICAMP (Ver Tabela 1 para dados clínicos e demográficos para estes pacientes). 

 

Subprojeto 2:  

 

Neste projeto, o grupo controle compreendeu funcionários (indivíduos saudáveis) do 

National Heart, Lung and Blood Institute-NHLBI, um departamento do National Institutes 

of Health (NIH, Bethesda, EUA). Os pacientes com anemia falciforme foram recrutados no 

ambulatório de hemoglobinopatias do NHLBI, NIH (Ver Tabela 2 para dados clínicos e 

demográficos para estes pacientes).  

 

Aspectos comuns: 

 

 Todos os pacientes foram diagnosticados com anemia falciforme através da técnica de 

eletroforese de hemoglobinas; 

 Não estavam em uso de medicações anti-inflamatórias, analgésicas ou de anticoagulantes; 

 Compreenderam as idades de 18 a 71 anos; 

 Estavam sem crises de dor ou transfusões sanguíneas por pelo menos 3 meses antes da data 

de coleta das amostras.  

 Os indivíduos 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.  
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4.2 Aspectos éticos da pesquisa 

 

Este estudo foi aprovado em 26/10/2010 pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) 

da Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP, Parecer no 1005/2010, conforme previsto 

na resolução no. 196/96 do Conselho Nacional de Saúde (CNS). Os experimentos realizados 

no National Institutes of Health também passaram por avaliação e foram aprovados pelo 

respectivo Comitê de Ética em Pesquisa (clinicalstudies.info.nih.gov identifier 03-H-0015). 

Todos os participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, previamente 

aprovados pelo CEP. 
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5. METODOLOGIA 

 

5.1 Uso da plataforma microfluídica VenaFlux® para ensaios de adesão em fluxo e  

avaliação de interações heterocelulares in vitro 

 

O sistema microfluídico VenaFlux (Cellix Ltd.) consiste de uma bomba de fluxo 

MirusTM nanopump 2.0 Evo que promove forças de cisalhamento ou shear stress (força 

exercida pelo fluxo sanguíneo em cada unidade de área de superfície endotelial - Toetsch et 

al., 2009) controladas por um computador que se utiliza de um software específico para 

esta plataforma. Esta bomba promove um fluxo constante que desloca suspensões celulares 

aos microcanais de biochips desenvolvidos para uso neste sistema. O biochip é acoplado a 

uma plataforma conectada a um microscópio óptico invertido (Carl Zeiss Axiovert CFL, 

German) e este microscópio, por sua vez, possui uma câmera digital (DeltaPix Camera, 

Denmark) que adquire e transmite as imagens simultaneamente ao computador.  

Os biochips utilizados na plataforma são feitos de plástico de alta qualidade e 

contém 8 microcanais paralelos com 20 mm de comprimento e 400 ou 800 µm de largura, 

que podem ser revestidos com moléculas de adesão recombinantes (ex. ICAM-1), proteínas 

da matriz extracelular - MEC (ex. fibronectina) ou monocamadas de células endoteliais (ex. 

HUVECs). Suspensões de diferentes tipos celulares, ou até sangue total, podem ser 

aplicadas a cada canal sob uma força de cisalhamento determinada e a adesão destas células 

ao canal pode ser observada ao microscópio invertido e quantificada pelas imagens 

adquiridas pela câmera acoplada. 

Portanto, a plataforma oferece um meio de avaliar a adesão celular sob condições 

mais relevantes fisiologicamente e permite uma reprodução mais fidedigna dos mecanismos 

in vivo.  

 

5.1.1 Separação de neutrófilos 

 

O sangue periférico, coletado em tubos contendo citrato de sódio (3,2%), foi 

submetido ao gradiente de sedimentação pelo método de Ficoll-paque®, colocado sobre 2 

camadas com densidades iguais a 1.119g/L e 1.077g/L, respectivamente, e posteriormente 
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centrifugado a 700xg por 30 minutos à temperatura ambiente. Após a centrifugação, a 

camada de células granulocíticas foi separada, transferida e lavada com PBS (phosphate 

buffer saline) 1X (pH=7,4) e, em seguida, foi realizada uma lise hipotônica (solução de 

amônia - 155mM NH4Cl, 10mM KHCO3) a fim de romper hemácias contaminantes.  

Estas células foram novamente lavadas com PBS 1X, ressuspendidas neste tampão 

na concentração estabelecida de 5X106 células/mL e foram imediatamente utilizadas no 

ensaio. 

 

5.1.2 Separação de plaquetas 

 

Aproximadamente 6 mL de sangue periférico foram coletados em tubos com ACD 

(Ácido Citrato Dextrose) de indivíduos controles e pacientes com anemia falciforme. Após 

centrifugação (20 min, 200xg, 21°C), o plasma rico em plaquetas (PRP) foi transferido para 

outro tubo (cerca de 3 mL) com tampão de lavagem (aproximadamente de 5 mL, 140 mM 

NaCl / 0.5 mM KCl / 12 mM citrato de sódio / 10 mM glicose / 12.5 mM sacarose, pH= 6), 

e centrifugado por 12 minutos a 800xg, 21°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet de 

plaquetas ressuspendido cuidadosamente com 500 µL de solução de Krebs (118 mM NaCl / 

25 mM NaHCO3 / 1.2 mM KH2PO4 /1.7 mM MgSO4 / 5.6 mM glicose, pH=7,4). A 

contagem de plaquetas foi realizada no contador automático AcT Diff™ (Beckman & 

Coulter) e a concentração final foi ajustada na concentração de 2X108 plaquetas/mL para 

utilização nos ensaios. 

 

5.1.3 Separação de células vermelhas 

 

Amostras de sangue periférico coletadas em tubo com citrato de sódio foram 

centrifugadas por 10 minutos a 500xg para remoção do plasma e buffy coat. O pellet de 

eritrócitos contendo reticulócitos foi contado no contador automático AcT Diff™ 

(Beckman & Coulter, USA) e a concentração foi ajustada, adicionando-se PBS, para 1X107 

células/mL e realizados os ensaios de adesão e interação em fluxo in vitro. 
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5.1.4 Cultivo de células endoteliais HUVECs 

 

A linhagem de células endoteliais obtidas do cordão umbilical humano foi adquirida 

do banco da American Type Culture Collection – ATCC, Manassas, VA, USA (ATCC – 

HUVECs CRL-1730TM) e cultivada, com o intuito de padronizar o uso de células 

endoteliais nos microchips mimetizando o ambiente vascular encontrado in vivo. 

Experimentos de adesão e interações celulares foram realizados. Estas células foram 

ressuspendidas em meio próprio para o seu crescimento (F12K suplementado com 10% de 

Soro Fetal Bovino e fator de crescimento endotelial indicado pelo fabricante). As células 

foram mantidas em incubadora a 37⁰C e 5% de CO₂, de acordo com instruções do 

fornecedor. A contagem das células foi feita por hematocitômetro e avaliada a viabilidade 

pelo corante de azul de Trypan (concentração 1:4 de volume total e 5% de células), para a 

realização de subcultivos. As células foram usadas entre as 19º- 26º passagens e mantidas 

em estufa a 37°C com 5% CO2.  

 

5.1.5 Preparo dos biochips Vena8Fluoro+ e Vena8Endothelial+ 

 

O biochip Vena8Fluoro+ contém 8 microcapilares com 400µm de diâmetro cada, 

dispostos de forma paralela para ensaios baseados na adesão celular em fluxo. Cada 

microcapilar pode ser revestido com diferentes tipos de moléculas de adesão, como por 

exemplo: proteínas da MEC, ICAM-1 recombinante, fibronectina (Fn), colágeno, etc., 

permitindo a realização de ensaios em que há o intuito de verificar a função adesiva de 

determinado ligante.  

Para o preparo do chip, foi adicionado 10µL do ligante (ICAM-1 10µg/mL, E-

selectina 2µg/mL, fibronectina 20µg/mL, ou laminina 8µg/mL) em cada canal, de forma a 

preenchê-lo completamente e, em seguida, este chip foi incubado em câmara úmida à 

temperatura ambiente por duas horas. Após este período de incubação, os canais do biochip 

foram bloqueados com BSA (Bovine Serum Albumin) 1% por meia hora, a fim de evitar as 

ligações inespecíficas e, então, estes canais foram lavados duas vezes com PBS, tornando-

se prontos para a passagem das suspensões celulares e avaliação da adesão. 
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O chip Vena8Endothelial+ contém 8 canais paralelos com 800µm de diâmetro em 

cada canal. Estes canais são previamente incubados “overnight” com fibronectina 

(100µg/mL) para no dia seguinte serem cultivadas as células endoteliais. Aproximadamente 

1X106 células/100µL são dispensadas no interior de cada canal, até o seu preenchimento 

(aproximadamente 8µL), avaliando-se a confluência ao microscópio invertido. O chip é 

incubado em estufa a 37⁰C e 5% de CO2 por aproximadamente 2 horas, para permitir a 

adesão e espalhamento das células endoteliais formando a monocamada necessária para a 

realização dos ensaios. 

 

5.1.6 Reagentes e proteínas recombinantes utilizados na plataforma microfluídica 

 

Fibronectina (obtida de plasma humano solução a 0,1% testado em cultura celular, 

Sigma – F0895 – 2mg), utilizada na concentração de 20µg/mL para adesão em fluxo de 

neutrófilos e 100µg/mL para revestimento e cultivo de células endoteliais nos microcanais 

do biochip; 

Fibrinogênio (fraction I, from human plasma), Sigma – F – 4883, 500mg – utilizado 

na concentração de 50µg/mL para promover a adesão em fluxo de plaquetas; 

TNF-α/TNFSF1A recombinante humano, Cat N. 210-TA, R&D systems, 

Minneapolis, MN, USA - concentração de 10ng/mL, para indução do estímulo inflamatório 

em células endoteliais; 

ICAM-1/CD54 recombinante humano, Cat N. ADP4, R&D systems, Minneapolis, 

MN, USA – concentração de 10µg/mL utilizada para promoção da adesão em fluxo de 

neutrófilos; 

E-selectina recombinante humano, Cat N. ADP1, R&D systems, Minneapolis, MN, 

USA – concentração de 2µg/mL utilizada para promoção da adesão em fluxo de neutrófilos; 

Laminina obtida de placenta humana, Sigma – L6274 – 5mg, utilizada na 

concentração de 2µg/cm2 para adesão em fluxo de hemácias. 
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5.1.7 Avaliação das interações heterocelulares de neutrófilos na plataforma 

microfluídica 

 

Nos experimentos de interação de neutrófilos-plaquetas, neutrófilos foram 

dispensados em fluxo por 3 minutos com um shear stress de 0,5d/cm2 para que pudessem 

aderir aos microcanais. A quantificação da adesão foi feita através da contagem de células 

estáticas nas imagens adquiridas nos primeiros 10 segundos e após 2 minutos e 40 segundos 

de fluxo das células. Em seguida, plaquetas foram dispensadas nos microcanais por mais 3 

minutos a 0,5d/cm2 para interagir aos neutrófilos aderidos; iniciou-se a tiragem sequencial 

de fotos a cada segundo pela câmera digital acoplada ao microscópio. A análise e 

quantificação das interações foram feitas, posteriormente, através da visualização das 180 

imagens adquiridas por canal. O mesmo foi feito quando foram primeiramente dispensadas 

as plaquetas em fluxo (neutrófilos interagindo a plaquetas aderidas). 

Para os experimentos de interação de células vermelhas a neutrófilos previamente 

aderidos, estes foram dispensados nos microcanais por 2 minutos a 0,7d/cm2. A 

quantificação da adesão de neutrófilos foi feita através da visualização de imagens 

adquiridas nos primeiros 10 segundos e após 1 minuto e 40 segundos. Em seguida, as 

células vermelhas foram adicionadas em fluxo de 0,3d/cm2 por 2 minutos e uma foto a cada 

segundo foi tirada pela câmera para posterior análise das imagens e quantificação destas 

interações.  

O número de células aderidas foi avaliado visualmente em 3 diferentes posições do 

canal em um campo de 250 µm x 330 µm e as imagens adquiridas pela câmera utilizando 

objetiva com magnificação de 40X para os experimentos de adesão e interação celular.  Um 

neutrófilo aderido foi considerado como aquele que permaneceu nas imagens por 30s ou 

mais, enquanto uma interação neutrófilo-hemácia foi definida como a visualização desta 

interação (captura da imagem) de forma nítida por, no mínimo, 1 aquisição de imagem, o 

que corresponde a um segundo. Este intervalo de tempo foi considerado baseado em 

prévias publicações (Kaul et al., 2000; Kaul et al., 2004; Kalambur et al., 2004; Turham, 

2004; Finnegan et al., 2007), por se tratar do tempo mínimo necessário para poder 

considerar como interação celular e não como evento resultante das condições de fluxo in 

vitro. Interações mais breves não representam uma captura celular real e dificilmente 
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contribuirão significativamente para uma oclusão vascular in vivo. As hemácias, neutrófilos 

e plaquetas foram identificadas através da sua morfologia e tamanho. 

 

5.1.8 Desenvolvimento de um novo biochip para estudo dos processos vaso-

oclusivos 

 

Um novo biochip foi desenvolvido para uso na plataforma microfluídica (Cellix 

VenaFlux, Ltd.), com o intuito de avaliar a adesão e obstrução de diferentes tipos celulares 

circulantes sanguíneos em canais que mimetizam e simulam a anastomose encontrada nos 

microcapilares. Através da inserção e disposição de postes nos canais com 400µm de 

diâmetro, reduziu-se o diâmetro do caminho percorrido pelas células nestes microcanais de 

40 a 10 µm, reproduzindo a geometria encontrada nos capilares in vivo. A obstrução 

provocada pelas células, após fluxo por 3 minutos a uma força de cisalhamento de 0,2 

dynes/cm2, quando dispensadas as hemácias ou neutrófilos separadamente, ou 0,5 

dynes/cm2 quando as hemácias foram dispensadas com os neutrófilos, foi quantificada 

utilizando um software fornecido pela empresa Zeiss (AxioVision Le64 – Carl Zeiss 

MicroImaging, GmbH, German). O software fornece os valores de obstrução em 

histograma, baseado no escurecimento da imagem provocada pela adesão de células nos 

microcanais, assim, é feita uma comparação com a foto 0 (tirada no momento 0 segundo do 

fluxo de células), em que não há células aderidas, com o escurecimento da imagem 

promovido pela adesão de células na foto 180 (tirada no momento 180 segundos do fluxo 

das células). O delta, isto é, a subtração das medidas obtidas no momento 0 e 180 segundos, 

foram representados nas análises como unidades arbitrárias (U.A.). As imagens foram 

adquiridas pela câmera com objetiva de magnificação de 20X. 

 

5.2 ImageStreamX MKII - Citometria de fluxo com imagem para identificação de 

agregados heterocelulares de neutrófilos in vitro 

 

Nós verificamos, através da tecnologia da citometria de fluxo com imagem, 

Amnis® ImageStreamX MKII imaging flow cytometer (Amnis Corporation, Seattle, WA, 

USA), a presença de agregados neutrófilo-hemácia e neutrófilo-plaqueta no sangue 
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periférico coletado em tubo de heparina, obtido de pacientes AF e de indivíduos saudáveis. 

 Para identificação de agregados neutrófilo-plaqueta, o sangue periférico foi 

submetido à lise das hemácias, utilizando o tampão de lise (Pharm Lyse Buffer – BD) e, em 

seguida, lavadas com DPBS Calcium, Magnesium (Dulbecco’s phosphate buffer saline - 

1X - pH=7,4). O sedimento celular foi distribuído na concentração de aproximadamente 

1X107 células/mL em tubos de citometria. Para observação dos agregados neutrófilo-

hemácia, a amostra de sangue dos indivíduos foi submetida ao gradiente de sedimentação 

por ficoll. Após a centrifugação, a camada de células granulocíticas foi separada, 

transferida para tubos de citometria, realizada a marcação de células com anticorpos 

fluorescentes e, em seguida, lidas ao citômetro. 

 

5.2.1 Preparo da citometria de fluxo e marcação com anticorpos fluorescentes 

 

Para a identificação dos agregados heterocelulares de neutrófilos, os seguintes 

anticorpos monoclonais foram utilizados: mouse anti-human CD11a-APC (550852), mouse 

anti-human CD11b-APC-Cy7 (560914), mouse anti-human CD66b-V450 (561649), mouse 

anti-human CD16-PECy5 (555408) para a marcação das proteínas e identificação dos 

neutrófilos; mouse anti-human CD41a-FITC (557296), mouse anti-human CD62P-PE 

(561921) para a marcação de plaquetas, e seus respectivos controles isotípicos - todos 

provenientes da BD biosciences; mouse anti-human CD71-FITC (MHCD71014) e mouse 

anti-human CD235a-PE (MHGLA044) para a marcação das células vermelhas, foram 

adquiridos da Caltag Invitrogen; e seus respectivos controles isotípicos. A incubação foi 

feita por 25 minutos à temperatura ambiente e protegido da luz. Em seguida, as células 

foram lavadas com PBS e a leitura feita no citômetro de fluxo convencional ou com 

imagem. 

 

5.2.2 Uso de anticorpos bloqueadores de função para identificação das moléculas 

envolvidas nos agregados heterocelulares 

 

Anticorpos bloqueadores de função anti-CD11a (MCA1848XZ), e anti-CD11b 

(MCA551XZ) foram adquiridos da AbD Serotec; Anticorpos bloqueadores de CD62P 
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(BBA30), CD49d (BBA37), e BCAM (AF148) foram adquiridos da R&D biosystems; o 

peptídeo inibidor de ICAM-4 foi adquirido da empresa Santa Cruz Biotech (SC-27685). Os 

respectivos controles isotípicos foram adquiridos de cada empresa correspondente.  

 

5.2.3 Análise e interpretação dos resultados 

 

Para identificação dos agregados de neutrófilo a células vermelhas ou plaquetas no 

citômetro de fluxo convencional (FACSCalibur, BD Pharmingen, San Diego, USA), os 

neutrófilos foram identificados com anticorpos anti-CD16 e através do gate SSC/FSC. 

Neste gate identificamos a porcentagem de células duplo positivas para CD16 

(neutrófilos) e CD235a (células vermelhas), delimitando a população de agregados 

heterocelulares. A análise foi feita através do software FACSDiva, do mesmo 

fabricante.  

A combinação do citômetro de fluxo com imagem ImageStreamX e o software 

IDEAS permite a determinação da média de intensidade de fluorescência da população 

celular com imagem simultânea de cada célula no campo claro e em todos os canais 

relevantes de fluorescência. Este equipamento fornece a oportunidade de conectar dados de 

fluorescência com a morfologia da célula, tornando os dados mais consistentes e confiáveis. 

Para identificação dos agregados de neutrófilo-hemácia e neutrófilo-plaqueta, células 

positivas para a proteína CD66b (marcador para granulócitos) foram adquiridas (~6000 

eventos), as imagens foram adquiridas pela câmera utilizando a objetiva de 40X e os dados 

foram analisados pelo software IDEAS 6.0. Células em foco CD66b+ foram separadas e, 

em seguida, discriminadas em “single” ou “mais de uma célula”. Uma imagem em dot-plot 

foi feita para identificar células duplo positivas para CD66b e CD235a nos experimentos de 

identificação de agregados neutrófilo-eritrócitos e CD66b e CD41a nos experimentos de 

agregados neutrófilo-plaquetas. Através da função delta-centroid foi possível eliminar 

células duplo positivas em um mesmo frame que não estavam agregadas.  
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5.3 Análise estatística 

 

Os dados foram plotados em planilhas do Excel ou no software GraphPad Prism 

version 5. Para as análises estatísticas, inicialmente foram realizados testes para verificação 

da distribuição normal dos valores: Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. Após 

verificação da distribuição dos valores, foram feitos testes paramétricos quando a 

distribuição foi normal (teste t para dois grupos ou ANOVA seguido pelo pós-teste de 

Bonferroni, para mais de dois grupos) ou quando a distribuição não seguiu os padrões de 

normalidade, foram realizados testes não-paramétricos (Mann Whitney para dois grupos ou 

Kruskal-Wallis seguido pelo pós-teste de Dunn, para comparações de 3 grupos ou mais). 

Teste t pareado foi feito nas comparações entre diferentes anticorpos bloqueadores de 

função utilizados em células de mesmo indivíduo em um mesmo ensaio. O teste de 

Spearman (não-paramétrico) foi utilizado para as análises de correlação. Os resultados 

foram expressos como média ± erro da média. Valores de P<0,05 foram considerados como 

estatisticamente significantes.  
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6. RESULTADOS 

 

6.1 Subprojeto 1: Avaliação das interações heterotípicas de neutrófilos previamente 

aderidos, pelo uso da plataforma microfluídica  

 

Verificamos as interações de plaquetas ou células vermelhas com neutrófilos 

previamente aderidos a células ou a ligantes endoteliais, através do uso da plataforma 

microfluídica de adesão em fluxo in vitro (Cellix VenaFlux Ltd). Para estes experimentos, 

o sangue periférico de controles (indivíduos saudáveis) e pacientes com AF em terapia ou 

não da HU, recrutados no ambulatório de hematologia do hemocentro da UNICAMP, foi 

coletado e isoladas as células de interesse para realização do ensaio. Segue abaixo, os dados 

clínicos dos pacientes AF utilizados neste estudo (Tabela 1). Os controles foram pareados 

aos pacientes em sexo ou idade quando possível.  

 

Tabela 1. Detalhes clínicos dos pacientes participantes deste estudo (população 

brasileira – Hemocentro, UNICAMP, Campinas, Brasil) 

 
 AF AFHU 

Homem/Mulher 12/21 16/14 

Idade (anos) 35,3 (35; 18; 53) 41,7 (41; 24; 71) 

Células vermelhas (1012/L) 2,66 (2,6; 1,7; 3,8) 2,23 (2,2; 1,1; 3,6) 

Hematócrito (%) 24,5 (23,9; 18,4; 33,9) 25,6 (25,5; 14; 35,2) 

Hemoglobina (g/L) 8,1 (7,8; 6,4; 11) 8,4 (8,3; 4,6; 11,2) 

Vol. Corpuscular médio (fl) 92,7 (90,1; 76,8; 118,5) 118 (118,6; 90.9; 150,4) 

Reticulócitos (%) 16,4 (15,4; 5,6; 37,3) 9,6 (8,9; 2,3; 28,3) 

Contagem leucócitos (109/L) 10,4 (10,4; 5,3; 14,8) 6 (5,6; 2,7; 11) 

Contagem plaquetas (109/L) 453 (462; 267; 729) 409,1 (358; 153; 1370) 

HbF (%) 7,8 (7,3; 1,2; 18,4) 14,5 (14,5; 1,5; 28,3) 

Com exceção do sexo, todos os dados estão representados como média (mediana; mínimo; máximo) 
valores para pacientes com AF em estado estável (AF), pacientes AF em terapia com HU (AFHU; 
15–30 mg/kg/d). HbF, hemoglobina fetal. 



72 

 

6.1.1 Padronização do uso da plataforma microfluídica para avaliação da adesão e 

interações celulares  

 

A plataforma microfluídica Cellix VenaFlux foi adquirida em 2010 pelo nosso 

laboratório e foram necessárias algumas padronizações, já que naquele momento era um 

sistema recente e não havia tecnologia semelhante no Brasil. 

Primeiramente estabelecemos a força de cisalhamento (shear stress) que seria 

utilizada em nossos experimentos, de forma a corresponder à velocidade do fluxo 

sanguíneo encontrada em vasos de mesmo calibre in vivo, e definimos como 0,5d/cm2 o 

shear stress utilizado para os chips com 400µm de diâmetro. Em seguida, estabelecemos a 

concentração da proteína ligante fibronectina (ligante para neutrófilos) para revestimento 

no biochip, 20µg/mL, e a de fibrinogênio (como ligante para plaquetas), 50µg/mL, para os 

ensaios de adesão e, posteriormente de interação entre neutrófilo-plaqueta.  

A concentração de células foi estabelecida de forma que não houvesse prejuízo 

quanto a visualização das células aderidas pelas imagens adquiridas. A concentração da 

suspensão de neutrófilos foi definida para 5X106 células/mL, células vermelhas para 

1X107células/mL, enquanto as plaquetas em PRP ou lavadas na concentração de 2X108 

plaquetas/mL, e o tempo de fluxo em cada canal foi ajustado para 2 a 3 minutos em cada 

processo.  

 

6.1.2 Adesão em fluxo in vitro de neutrófilos de indivíduos saudáveis e pacientes 

com anemia falciforme 

 

Avaliamos a adesão em fluxo de neutrófilos à fibronectina (Fn; 20µg/mL) por 3 

minutos, sob fluxo de 0,5d/cm2, de células isoladas de controles saudáveis (CON) e 

pacientes com anemia falciforme (AF) sem ou com o uso da terapia com hidroxiureia 

(AFHU) (Figura 3). Apesar de observada uma tendência a um aumento na adesão de 

neutrófilos de pacientes AF (como visto anteriormente com ensaios de adesão estática in 

vitro), este aumento não foi estaticamente significante.  
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Figura 3. Adesão em fluxo de neutrófilos (5X106 /mL) à fibronectina (Fn; 20µg/mL) por 3 
minutos, sob força de cisalhamento de 0,5 d/cm2 e 37⁰C. Células de indivíduos controles (CON, 
n=23), pacientes AF (AF, n=08), pacientes AF em terapia com HU (AFHU, n=09). P>0.05. Foi 
determinado o número de células aderidas num campo de visão de 0.08mm2. 

 

6.1.3 Adesão em fluxo in vitro de plaquetas de indivíduos saudáveis e pacientes 

com anemia falciforme 

 

A adesão em fluxo (0,5d/cm2) de plaquetas ao fibrinogênio (Fb - 50µg/mL) foi 

avaliada em células provenientes de indivíduos saudáveis (CON) e pacientes com anemia 

falciforme (AF) sem ou com o uso da terapia com hidroxiureia (HU) (Figura 4). Entretanto, 

apesar da discreta tendência a um aumento da adesão em fluxo de plaquetas de células 

provenientes de pacientes AF, essa diferença não foi estatisticamente significante. 
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Figura 4. Adesão em fluxo in vitro de plaquetas (2X108 /mL) ao Fibrinogênio (Fb; 50µg/mL) por 3 
minutos, força de cisalhamento de 0,5 d/cm2 e à 37⁰C. Células de controle (CON, n=09), pacientes 
AF (AF, n=04), pacientes AF em terapia com hidroxiureia (AFHU, n=06). P>0.05. Foi determinado 
o número de células aderidas num campo de visão de 0.08mm2. 

 

6.1.4 Avaliação das interações heterotípicas de neutrófilos e plaquetas de indivíduos 

saudáveis e pacientes com anemia falciforme 

 

Analisamos a formação sob fluxo de 0,5d/cm2, das interações heterocelulares de 

neutrófilos e plaquetas de indivíduos controles e pacientes AF. Para avaliação das 

interações de plaquetas com neutrófilos aderidos, primeiramente foi dispensada a suspensão 

de neutrófilos por 3 minutos (os quais aderiram a fibronectina durante este tempo) e, em 

seguida, dispensamos o plasma rico em plaquetas (PRP). Uma imagem a cada segundo foi 

adquirida por 3 minutos pela câmera do microscópio, para a avaliação das interações destas 

células com os neutrófilos aderidos (Figura 5). Foi considerado como um evento de 

interação o contato entre as células por 1 frame de imagem ou mais (Figura 6). 

Não observamos diferenças significativas quanto ao número de interações das 

plaquetas de controles ou de pacientes AF/AFHU com os neutrófilos previamente aderidos 

destes indivíduos (Figura 5). 
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Figura 5. Interações de plaquetas (Plq) com neutrófilos previamente aderidos; Neutrófilos (5X106 
/mL) de indivíduos controle (CON), (A) pacientes com anemia falciforme (AF) e (B) pacientes com 
anemia falciforme em terapia com HU (AFHU) estavam aderidos à Fn (20µg/mL) através do ensaio 
de adesão em fluxo de 0,5 d/cm2 e 37⁰C e, em seguida, o PRP (2X108 células/mL) de CON e 
pacientes AF (A) ou AFHU (B) foi dispensado por 3 minutos a 0,5 d/cm2, e avaliadas as interações 
heterotípicas das células. P>0.05. N=08 para todos os grupos. 

 

Avaliando as interações de neutrófilos com plaquetas aderidas, foi feito o inverso, 

começando inicialmente o fluxo com o plasma rico em plaquetas, as quais aderiram ao 

fibrinogênio e depois avaliamos a interação dos neutrófilos que foram dispensados 

subsequentemente às plaquetas previamente aderidas. Ao se avaliar as interações de 

neutrófilos de indivíduos controle e pacientes AF com ou sem uso da terapia com HU, às 

plaquetas destes indivíduos que estavam aderidas ao fibrinogênio (Fb – 50µg/mL), não 
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observamos diferenças significativas quanto ao número de interações de neutrófilos com 

plaquetas aderidas nos grupos avaliados (Figuras 6 A e B). 

 

 

 

 

Figura 6. Interações de neutrófilos (Neut) com plaquetas previamente aderidas ao Fb; Plaquetas 
(2X108 /mL) de indivíduos controle (CON), (A) pacientes com anemia falciforme (AF) e (B) 
pacientes com anemia falciforme em terapia com HU (AFHU) estavam aderidas ao Fb (50µg/mL) 
através do ensaio de adesão em fluxo de 0,5 d/cm2 e 37⁰C e, em seguida, neutrófilos (5X106 /mL) 
de CON e pacientes AF (A) ou AFHU (B) foram dispensados por 3 minutos a 0,5 d/cm2, e avaliadas 
as interações heterotípicas das células. P>0.05. N=08 para todos os grupos. 
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6.1.5 A influência da presença de plaquetas aderidas nos microcanais na adesão de 

neutrófilos ao fibrinogênio 

 

Potencialmente, as plaquetas liberam várias quimiocinas e moléculas inflamatórias 

que, quando ativadas, podem influenciar na adesão do neutrófilo a um ligante, sem a 

necessidade de haver alguma interação entre os dois tipos celulares. Então, avaliamos o 

número de neutrófilos que aderiram ao fibrinogênio quando já haviam plaquetas aderidas 

no canal do chip. Observamos uma tendência a um aumento do número de neutrófilos de 

pacientes AF comparado aos neutrófilos de CON, que aderem durante o fluxo de 3 minutos 

(Figura 7). Em adição, a presença de plaquetas de pacientes AF aparentemente aumenta a 

habilidade dos neutrófilos de controles e de pacientes AF a aderir ao fibrinogênio.  

 

 

 

Figura 7. Adesão em fluxo in vitro de neutrófilos (Neut) de indivíduos controles (CON) e pacientes 
AF em terapia ou não com a HU, na presença de plaquetas (CON e pacientes AF) previamente 
aderidas aos microcanais revestidos com Fb (50µg/mL). Fluxo de 3 min., força de cisalhamento de 
0,5 d/cm2 e à 37⁰C. P>0.05. N=7 para todos os grupos. Foi determinado o número de células 
aderidas num campo de visão de 0.08mm2. 
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6.1.6 Interação de células vermelhas a neutrófilos previamente aderidos a 

fibronectina 

  

Realizamos alguns experimentos preliminares para observação das interações de 

células vermelhas com neutrófilos previamente aderidos à Fn, que foi utilizada como 

ligante no biochip. Entretanto, não foram encontradas diferenças significativas quanto ao 

número de interações de hemácias com cada neutrófilo aderido nos microcanais entre os 

grupos de controle e pacientes AF avaliados (Figura 8 A). Avaliando-se a duração em 

segundos das interações de hemácias com os neutrófilos aderidos à Fn, também não 

observamos diferenças entre os grupos de pacientes AF e controles (Figura 8 B). 
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Figura 8. (A) Média do número de interações de hemácias (1X107 /mL) por neutrófilo autólogo 
(5X106 /mL) aderido à proteína recombinante fibronectina (20µg/mL) num biochip (canal 400 µm); 
(B) Duração em segundos da captura de hemácias por estes neutrófilos; Neutrófilos foram 
permitidos a aderir por 2 minutos (0,7 d/cm2), em seguida, foram adicionadas hemácias em fluxo 
por 2 minutos (0,3 d/cm2) e avaliada as interações das células. Células provenientes de Controle 
(CON, n=05), pacientes AF (AF, n=02) e pacientes AF em terapia com HU (AFHU, n=03); P>0.05. 

 

6.1.7 Padronização da adesão em fluxo de neutrófilos a células endoteliais HUVECs 

 

Avaliamos a adesão em fluxo in vitro de neutrófilos às células endoteliais HUVECs. 

Na ausência de estímulo inflamatório, poucos neutrófilos ou nenhum aderiram às HUVECs, 

o que inviabilizaria os experimentos posteriores de interação, já que haveriam poucos 

neutrófilos aderidos aos canais (Figura 9 A, B). Trabalhos de nosso e outros laboratórios 

mostraram que o estímulo de células endoteliais com TNF-α resulta na sua ativação e 

expressão das moléculas de adesão ICAM-1 e E-selectina (Finnegan et al., 2007; Makó et 
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al., 2010; Canalli et al., 2011). Então, observamos a adesão destas células após estímulo 

com TNF-α (10ng/mL) e mensuramos uma adesão de aproximadamente 60 neutrófilos 

(controles) por campo analisado (Figura 9 A, C).  

 

 

 

Figura 9. (A). Adesão de neutrófilos de indivíduos controles (5X106 /mL) às HUVECs (1X107 
/mL/canal) cultivadas em biochips (800µm), na ausência ou presença de estímulo inflamatório 
promovido pelo TNF-α (10ng/mL por 3h). Fluxo de 3 minutos, sob força de cisalhamento de 0,5 
d/cm2 à 37⁰C; n=05. *P<0.05 de acordo com teste t pareado. Imagens representativas de neutrófilos 
controles aderidos a HUVECs (B) sem estímulo (basal) e (C) ativadas por TNF-α. Foi determinado 
o número de células aderidas num campo de visão de 0.08mm2, com objetiva de magnificação de 
40X. 

 

Assim, definimos a concentração e tempo de incubação do estímulo com TNF-α 

nestas HUVECs (10ng/mL; 2h), bem como a velocidade do fluxo a ser aplicada (0,7d/cm2), 

para serem realizados os ensaios de adesão e interações heterocelulares. Subsequentemente, 

realizamos ensaios de adesão de neutrófilos de controles e pacientes com AF (em uso ou 

não da terapia de HU) às HUVECs (Figura 10), entretanto não observamos diferenças 

significativas quanto aos valores de adesão dos neutrofilos às células endoteliais. 
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Figura 10. Adesão de neutrófilos (5X106 /mL) às HUVECs (1X107 /mL/canal) cultivadas em 
biochips (800µm), na presença de estímulo inflamatório promovido pelo TNF-α (10ng/mL; 2h). 
Fluxo de 2 minutos, sob força de cisalhamento de 0,7 d/cm2. Células provenientes de controles 
(CON, n=10), pacientes com anemia falciforme (AF, n=07) e pacientes com anemia falciforme em 
uso da terapia com HU (AFHU, n=10); P>0.05. Foi determinado o número de células aderidas num 
campo de visão de 0.08mm2. 

 

6.1.8 Interação de células vermelhas a neutrófilos previamente aderidos a células 

endoteliais HUVECs 

 

Avaliamos as interações de hemácias com os neutrófilos aderidos a HUVECs. 

Hemácias (1X107 células/mL) provenientes de indivíduos saudáveis (CON), pacientes AF 

(AF) e pacientes AF em terapia com HU (AFHU) foram dispensadas por 2 minutos a 

0,3d/cm2 (fluxo lento) e avaliadas as interações com os neutrófilos autólogos previamente 

aderidos às HUVECs (estimuladas com TNF-α). Foi quantificada a média do número de 

hemácias que interagiram aos neutrófilos aderidos (Figura 11 A) e a média da duração em 

segundos destas interações (Figura 11 B). Os resultados demonstram que eritrócitos de 

pacientes AF interagiram significativamente mais aos neutrófilos autólogos aderidos às 

células endoteliais comparados as células de controle e pacientes AF em terapia com HU. A 

duração em segundos destas interações não diferiu entre os grupos avaliados.  
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Figura 11. (A) Média do número de interações de hemácias (1X107 /mL) com os neutrófilos 
autólogos (5X106 /mL) aderidos às HUVECs (1X107/mL/canal; TNF-α 10ng/mL, 2h) cultivadas 
nos microcanais dos biochips; *P<0.05, comparado aos grupos controle e AFHU, de acordo com 
ANOVA seguido pelo teste de Tukey; (B) Duração em segundos da captura de hemácias por estes 
neutrófilos; Neutrófilos foram permitidos a aderir por 2 minutos (0,7 d/cm2) e, em seguida, foram 
adicionadas hemácias em fluxo por mais 2 minutos (0,3 d/cm2). Células provenientes de Controle 
(CON, n=10), pacientes AF (AF, n=12) e pacientes AFHU (AFHU, n=09); (C) Imagem adquirida 
com objetiva de magnificação de 40X, de neutrófilos aderidos a HUVECs e hemácias em fluxo e 
representação em maior aumento (quadrante branco - imagem ampliada em 11 X) da interação 
neutrófilo-hemácia; seta branca apontando hemácia. 

 

6.1.9 Adesão em fluxo in vitro de células vermelhas à laminina  

 

Devido a não observação de diferenças significativas quanto a adesão de neutrófilos 

AF comparada a de neutrófilos CON, às células endoteliais e pelo fato de termos observado 
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um número elevado de interações de hemácias com neutrófilos no grupo AF, nós avaliamos 

a adesão de células vermelhas à laminina, um ligante para a molécula de adesão BCAM/Lu 

expressa nas células vermelhas. Comparando-se a adesão de hemácias provenientes dos três 

grupos, observamos um aumento significativo da adesão de hemácias provenientes do 

grupo de pacientes AF comparada aos grupos CON e pacientes AFHU (Figura 12). Apesar 

de não ser um processo de adesão firme e prolongada como encontrado nos neutrófilos, as 

hemácias AF resistem mais ao shear stress provocado pelo fluxo comparadas as hemácias 

de controles.  

 

 

Figura 12. (A). Adesão de hemácias (5X106 células/mL) à laminina (2µg/cm2) por 3 minutos, sob 
força de cisalhamento de 0,5 d/cm2. Células provenientes de Controles (CON, n=07), pacientes AF 
(AF, n=07) e pacientes AF em uso da terapia com HU (AFHU, n=04); ***P<0.001, comparado ao 
grupo Controle e AFHU, de acordo com ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. (B) Imagem 
representativa adquirida com objetiva de magnificação de 40X, da adesão de hemácias de paciente 
AF em microcanal em campo de visão de 0.08 mm2. 

 

6.1.10 Avaliação do papel das hemácias na ocorrência das interações neutrófilo-

hemácia 

 

Investigamos se as células vermelhas seriam o tipo celular responsável pela maior 

ocorrência de interações neutrófilo-hemácia de células provenientes de pacientes AF. Para 

isso, realizamos experimentos de interação de células vermelhas a neutrófilos heterólogos 

aderidos a HUVECs, isto é, dispensamos hemácias de controles ou de pacientes AF para 
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interagir a neutrófilos de controles ou pacientes AF que estavam aderidos a HUVECs 

estimuladas por TNF-α. 

Apesar de os resultados não terem sido significativos, observamos que as hemácias 

de pacientes AF parecem interagir mais aos neutrófilos comparadas as células vermelhas de 

controles (Figura 13), sugerindo um papel principal das células vermelhas nestas 

interações. 

 

 

Figura 13. Média do número de interações de hemácias (1X107 células/mL) por neutrófilo não-
autólogo (5X106 células/mL) aderido a HUVECs cultivadas no biochip; Neutrófilos foram 
permitidos a aderir por 2 minutos (0,7 d/cm2)  e, em seguida, foram adicionadas hemácias em fluxo 
por 2 minutos (0,3 d/cm2) e avaliadas as interações heterotípicas. Células provenientes de controles 
(CON, n=10) e pacientes AF (AF, n=10); P>0.05. 
 

6.1.11 Interação de células vermelhas a neutrófilos previamente aderidos à proteína 

ICAM-1 ou E-selectina 

 

Avaliamos as interações de hemácias com neutrófilos aderidos às principais 

moléculas de adesão expressas no endotélio: ICAM-1 e E-selectina. Neutrófilos de 

pacientes com AF e controles foram dispensados nos canais por 2 minutos (0,7d/cm2), para 

permitir a adesão à parede do microcapilar e, em seguida, hemácias autólogas foram 

perfundidas por mais 2 minutos (0,3d/cm2) pelos microcanais para observação da 

ocorrência das interações. Não foram observadas diferenças significativas quanto ao 
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número e duração (em segundos) das interações de hemácias com os neutrófilos 

previamente aderidos à proteína ICAM-1, nos grupos controle e pacientes com AF com e 

sem a terapia com HU (Figura 14).  

Também avaliamos as interações de hemácias com neutrófilos aderidos à proteína 

recombinante humana E-selectina (2µg/mL) entre os grupos de pacientes com AF com e 

sem a terapia com HU e indivíduos controle. Da mesma forma que nos experimentos 

utilizando a ICAM-1 como ligante, não observamos diferenças quanto ao número de 

interações de hemácias por neutrófilo aderido à E-selectina nos grupos avaliados (Figura 15 

A). Contudo, quando quantificada a duração das interações heterotípicas em neutrófilos 

aderidos à proteína E-selectina, observamos que a duração das interações entre células 

provenientes de pacientes AF é significativamente maior comparada aos grupos controle e 

pacientes AF em terapia com HU (Figura 15 B). 
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Figura 14. (A) Média do número de interações de hemácias (1X107 /mL) com neutrófilos autólogos 
(5X106 /mL) aderidos a proteína recombinante ICAM-1 (10µg/mL) nos microcanais dos biochips; 
(B) Duração em segundos da captura de hemácias por estes neutrófilos; P>0.05. Neutrófilos foram 
permitidos a aderir por 2 minutos (0,7 d/cm2) e, em seguida, foram adicionadas hemácias em fluxo 
por mais 2 minutos (0,3 d/cm2). Células provenientes de Controle (CON, n=08), pacientes AF (AF, 
n=05) e pacientes AFHU (AFHU, n=05); (C) Imagem adquirida com objetiva de magnificação de 
40X, de neutrófilos aderidos a ICAM-1 e hemácias em fluxo e representação em maior aumento 
(quadrante branco - imagem ampliada em 12 X) da interação neutrófilo-hemácia; seta branca 
apontando hemácia. 
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Figura 15. (A) Média do número de interações de hemácias (1X107 /mL) com neutrófilos autólogos 
(5X106 /mL) aderidos a proteína recombinante E-selectina (2µg/mL) nos microcanais dos biochips; 
(B) Duração em segundos da captura de hemácias por estes neutrófilos; **P<0.01 comparado ao 
grupo controle, de acordo com ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. Neutrófilos foram 
permitidos a aderir por 2 minutos (0,7 d/cm2) e, em seguida, foram adicionadas hemácias em fluxo 
por mais 2 minutos (0,3 d/cm2). Células provenientes de Controle (CON, n=10), pacientes AF (AF, 
n=06) e pacientes AFHU (AFHU, n=05); (C) Imagem adquirida com objetiva de magnificação de 
40X, de neutrófilos aderidos a E-selectina e hemácias em fluxo e representação em maior aumento 
(quadrante branco – imagem ampliada em 12X) da interação neutrófilo-hemácias; seta branca 
apontando as hemácias. 
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6.1.12 Interação de células vermelhas a neutrófilos previamente aderidos às 

proteínas ICAM-1 e E-selectina 

 

Quantificamos as interações de hemácias com neutrófilos aderidos às proteínas 

recombinantes ICAM-1 (10 µg/mL) e E-selectina (2 µg/mL), quando incubadas juntas no 

biochip. No entanto, não foram observadas diferenças quanto ao número de interações de 

hemácias por neutrófilo aderido a estas proteínas entre os grupos de pacientes AF e controle 

(Figura 16 A). Ao avaliarmos a duração destas interações heterocelulares, observamos que 

assim como nos experimentos com somente a E-selectina, hemácias provenientes de 

pacientes AF sem tratamento com HU interagem por mais tempo com neutrófilos autólogos 

aderidos aos ligantes ICAM-1 e E-selectina, quando comparadas ao grupo controle (Figura 

16 B). 
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Figura 16. (A) Média da duração das interações de hemácias (1X107 /mL) por neutrófilo autólogo 
(5X106 /mL) aderido às proteínas recombinantes E-selectina (2 µg/mL) e ICAM-1 (10µg/mL) 
(biochips recobertos com ambas as proteínas ICAM-1 e E-selectina); (B) Duração em segundos da 
captura de hemácias por estes neutrófilos; *P<0.05, comparado ao grupo controle, de acordo com 
ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. Neutrófilos foram permitidos a aderir por 2 minutos (0,7 
d/cm2) e, em seguida, foram adicionadas hemácias em fluxo por mais 2 minutos (0,3 d/cm2). 
Células provenientes de Controle (CON, n=08), pacientes AF (AF, n=05) e pacientes AF em terapia 
com HU (AFHU, n=05). 
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6.1.13 Resumo das interações de células vermelhas com neutrófilos aderidos a 

diferentes ligantes e a células endoteliais HUVECs 

 

Agrupamos em gráficos o número das interações de células vermelhas com 

neutrófilos aderidos às proteínas recombinantes já avaliadas: E-selectina, ICAM-1, E-

selectina + ICAM-1, e células endoteliais do tipo HUVEC (Figura 17 A), bem como a 

duração em segundos destas interações (Figura 17 B). Observando os gráficos com o 

resumo das interações, é possível sugerir que, comparado às proteínas recombinantes, o 

número de interações heterocelulares neutrófilo-eritrócitos parece ser menor quando os 

neutrófilos estão aderidos a HUVECs, entretanto, a duração destas interações parece ser 

maior, isto é, interações mais estáveis quando estes neutrófilos estão aderidos a estas 

células. 
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Figura 17. (A) Média do número e (B) duração de interações de hemácias (1X107 células/mL) com 
neutrófilos autólogos (5X106 células/mL) aderidos às proteínas recombinantes E-selectina (2µg/mL; 
n≥05), ICAM-1 (10µg/mL; n≥05), E-selectina + ICAM-1 (n≥05) e HUVECs (human vein 
endothelial cells – 1X107 células/mL; n≥09), no biochip. Neutrófilos foram permitidos a aderir por 
2 minutos (0,7 d/cm2) e, em seguida, foram adicionadas hemácias em fluxo por mais 2 minutos (0,3 
d/cm2). Células provenientes de Controle (CON), pacientes AF (AF) e pacientes AF em terapia com 
HU (AFHU); *P<0.05, **P<0.01, comparado ao respectivo controle, de acordo com ANOVA, 
seguido pelo teste de Bonferroni. 

 



92 

 

6.2 Subprojeto 2: Avaliação dos agregados heterocelulares circulantes de neutrófilos 

no sangue periférico, utilizando a tecnologia de citometria de fluxo com imagem  

 

Verificamos, através da tecnologia de citometria de fluxo com imagem (Amnis 

ImageStreamX MKII, Seattle, USA), a presença de agregados de neutrófilo-plaqueta e 

neutrófilo-eritrócito no sangue periférico obtido de pacientes com anemia falciforme (AF) e 

indivíduos saudáveis, que foram recrutados no ambulatório de hemoglobinopatias do 

National Heart Lung and Blood Institute (NHLBI, NIH – Bethesda, MD). Os controles 

foram pareados de acordo com o sexo ou idade quando possível. Os dados clínicos dos 

pacientes AF americanos utilizados neste estudo encontram-se na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Detalhes clínicos dos pacientes participantes deste estudo (população 

americana – NHLBI, NIH, USA) 

 
 AF AFHU 

Homem/Mulher 3/5 6/14 

Idade (anos) 29,7 (33; 21; 34) 47,4 (50,5; 27; 62) 

Células vermelhas (1012/L) 2,9 (2,8; 2,2; 3,7) 2,26 (2,1; 1,7; 3,1) 

Hematócrito (%) 24,4 (23,7; 18,6; 23,6) 24,3 (24,8; 19,5; 30,1) 

Hemoglobina (g/L) 8,4 (8,1; 6,8; 9,6) 8,5 (8,5; 6,5; 10,9) 

Vol. Corpuscular médio (fl) 84,8 (84,2; 74,1; 97,7) 108,6 (111; 78; 133,2) 

Reticulócitos (%) 14,1 (11,6; 6,5; 22) 7,2 (6; 3,5; 13,7) 

Contagem leucócitos (109/L) 9,5 (9,7; 7,8; 11) 6,4 (5,9; 3,1; 12,7) 

Contagem plaquetas (109/L) 353 (359; 125; 530) 411,3 (314,5; 104; 1750) 

HbF (%) 7,9 (7,5; 2,2; 13,7) 18,15 (19,9; 2,9; 29,9) 

 
Com exceção do sexo, todos os dados estão representados como média (mediana; mínimo; máximo) 
valores para pacientes com AF em estado estável (AF), pacientes AF em terapia com HU (AFHU; 
15–30 mg/kg/d). HbF, hemoglobina fetal. 
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6.2.1 Porcentagem de agregados heterocelulares de neutrófilo-plaqueta in vitro de 

controles e pacientes AF 

  

Quantificamos a porcentagem de neutrófilos agregados a plaquetas com células 

provenientes do sangue periférico de pacientes AF (com e sem a terapia de HU) e controles, 

realizando a lise de hemácias e, em seguida, analisando pelo citômetro de fluxo com 

imagem, através da marcação com anticorpos fluorescentes para identificação de 

neutrófilos e plaquetas (Figura 18 A e B). A porcentagem de neutrófilos CD66b+ agregados 

a plaquetas CD41a+ encontrados no sangue periférico de pacientes AF em uso ou não da 

terapia com HU, foi significativamente maior comparada a de indivíduos controles (Figura 

18 A).  

 

 

 

Figura 18. (A) Porcentagem de neutrófilos (CD66b+) agregados a plaquetas (CD41a+)  de células 
obtidas do sangue periférico de indivíduos saudáveis (Controle, n=12), pacientes com AF com/sem 
uso de HU (AF, n=15), identificados pela citometria de fluxo com imagem através da marcação 
com anticorpos fluorescentes contra proteínas de superfície de neutrófilos e plaquetas. **P<0.01, 
comparado ao grupo controle, de acordo com teste de Mann-Whitney. (B) Imagens representativas 
de neutrófilo CD66b+ (roxo) agregado a plaquetas CD41a+ (verde) ativadas CD62P+ (amarelo); 
66b/41a/62P= imagens sobrepostas (merged). Células provenientes de controle (CON) e paciente 
AF sem (AF) e com a terapia de HU (AFHU). 
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A contagem de plaquetas no sangue periférico dos pacientes AF, em uso ou não de 

HU, se correlacionou positivamente com a porcentagem de agregados neutrófilo-plaqueta 

(Figura 19). 

 

 

Figura 19. Correlação do número absoluto de plaquetas com a porcentagem de agregados de 
neutrófilo-plaqueta presentes no sangue periférico de pacientes AF; Rs =0.53; *P<0.05, correlação 
não-paramétrica de Spearman; n=15. 

 

6.2.2 Agregados heterocelulares de neutrófilos a plaquetas ativadas (CD62P+) e a 

expressão de P-selectina na superfície das plaquetas agregadas 

 

Quantificamos a porcentagem de neutrófilos agregados a plaquetas ativadas, isto é, 

plaquetas positivas para a molécula P-selectina (CD62P+) em sua superfície, no sangue 

periférico de pacientes AF (com e sem a terapia de HU) e controles. Neutrófilos CD66b+ 

de pacientes AF estavam significativamente mais agregados a plaquetas ativadas, 

expressando P-selectina, comparados aos neutrófilos de indivíduos controles (Figura 20).  
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Figura 20. Porcentagem de neutrófilos (CD66b+) agregados a plaquetas ativadas 
(CD41a+/CD62P+) provenientes do sangue periférico de indivíduos saudáveis (Controle, n=12) e 
pacientes com anemia falciforme com/sem uso de HU (AF, n=15), identificados pela citometria de 
fluxo com imagem através da marcação de anticorpos fluorescentes contra proteínas de superfície 
de neutrófilos e plaquetas. **P<0.01, comparado ao grupo controle, de acordo com teste de Mann-
Whitney.  

 

A expressão de CD62P (P-selectina) na superfície de plaquetas agregadas aos 

neutrófilos foi avaliada e, no entanto, não foi encontrada diferença entre a média de 

intensidade de fluorescência nos grupos de controle e pacientes AF em uso ou não da 

terapia com HU (Figura 21). 
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Figura 21. Média de intensidade de fluorescência (MFI) da molécula CD62P (P-selectina) expressa 
em plaquetas (CD41a+) agregadas aos neutrófilos (CD66b+) in vitro, de indivíduos saudáveis 
(CON, n=12), pacientes com anemia falciforme sem uso de HU (AF, n=05) e pacientes com anemia 
falciforme em terapia com HU (AFHU, n=10).  
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6.2.3 Identificação das moléculas de adesão envolvidas nos agregados de neutrófilo-

plaqueta em pacientes AF 

 

Avaliamos as possíveis moléculas de adesão envolvidas nos agregados neutrófilo-

plaquetas no sangue periférico de pacientes AF em uso ou não de HU, utilizando anticorpos 

bloqueadores de função das integrinas CD11a (LFA-1), CD11b (Mac-1), que são integrinas 

β2 expressas em neutrófilos e da molécula CD62P (P-selectina) expressa em plaquetas. 

Após a incubação com anticorpos bloqueadores destas proteínas, quantificamos o número 

de agregados neutrófilo-plaqueta, através da citometria de fluxo com imagem. Observamos 

ao bloquear a integrina Mac-1 bem como a molécula P-selectina, uma redução significativa 

da porcentagem de agregados de neutrófilo-plaqueta no sangue destes pacientes comparada 

ao controle isotípico, sugerindo que estas moléculas estariam envolvidas na formação das 

interações de neutrófilo-plaqueta nestes pacientes (Figura 22). 

 

 

 

Figura 22. Porcentagem de neutrófilos agregados a plaquetas em pacientes AF + AFHU (n≥05) 
após incubação das células com IgG1=controle isotípico, anticorpos bloqueadores de função das 
moléculas CD11a (LFA-1), CD11b (Mac-1), expressas em neutrófilos e anti-CD62P (P-selectina) 
expressa em plaquetas; **P<0.01, ****P<0.0001, de acordo com teste t pareado, comparado ao 
controle isotípico. 
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6.2.4 Porcentagem de agregados heterocelulares de neutrófilo-células vermelhas in 

vitro no sangue periférico de controles e pacientes AF 

 

Realizamos alguns experimentos, utilizando a citometria de fluxo convencional (BD 

FACSCalibur, BD Pharmingen, USA) com controles e pacientes AF recrutados no 

hemocentro da UNICAMP, a fim de padronizarmos e identificarmos agregados de 

neutrófilos a células vermelhas no sangue periférico por esta técnica. Também verificamos 

a presença destes agregados no sangue periférico de controles e pacientes AF oriundos do 

ambulatório de hemoglobinopatias do NIH, USA, utilizando a tecnologia da citometria de 

fluxo com imagem. Em ambas as populações (brasileira e americana) e tecnologias 

(citometria de fluxo convencional e com imagem) foram identificadas maiores 

porcentagens de neutrófilos agregados a células vermelhas no sangue periférico de 

pacientes AF (em uso ou não da hidroxiureia na citometria de fluxo convencional – Figura 

23 A) e pacientes AFHU (citometria de fluxo com imagem – Figura 23 B) comparadas as 

porcentagens observadas em células provenientes de indivíduos saudáveis. 

 

Figura 23. (A) Porcentagem de neutrófilos (CD16b+) agregados a células vermelhas no sangue 
periférico de indivíduos saudáveis (CON, n=09) e pacientes AF sem (AF, n=08) e com a terapia 
com HU (AFHU, n=07) brasileiros, detectada pela citometria de fluxo convencional; (B) 
Porcentagem de neutrófilos (CD66b+) agregados a células vermelhas no sangue periférico de 
indivíduos saudáveis (CON, n=11) e pacientes AF sem (AF, n=09) e com a terapia com HU (AF, 
n=14) americanos, detectado pela citometria de fluxo com imagem; *P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001, comparado ao respectivo grupo controle, de acordo com teste de Kruskal-Wallis 
seguido pelo teste de Dunn. 
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6.2.5 Identificação das células vermelhas presentes nos agregados heterocelulares de 

neutrófilo-células vermelhas  

 

Avaliamos qual tipo de célula vermelha estaria mais envolvida nestes agregados 

heterotípicos, de acordo com o estágio de maturação destas células, utilizando a marcação 

fluorescente positiva para CD71, marcador para transferrina, expresso preferencialmente na 

superfície de células vermelhas imaturas (reticulócitos).  

Observamos que pacientes AF, com e sem o uso da hidroxiureia, em ambas as 

populações brasileira e americana (Figura 24 A e B, respectivamente), demonstraram uma 

maior porcentagem de neutrófilos agregados a reticulócitos comparada a de controles, 

sugerindo uma maior participação de eritrócitos imaturos (reticulócitos) na formação destes 

agregados. A porcentagem de hemácias agregadas aos neutrófilos também foi maior no 

grupo de pacientes AFHU comparada ao grupo controle na população brasileira e, apesar 

de não ter sido significativa, observou-se uma tendência a uma maior porcentagem de 

agregados de neutrófilo-células vermelhas maduras no grupo de pacientes AFHU na 

população americana.  

 

 

 

 

 

 

 

 



99 

 

 

 

Figura 24. (A) Porcentagem de neutrófilos (CD16b+) agregados a células vermelhas no sangue 
periférico de indivíduos saudáveis (CON, n=09) e pacientes AF sem (AF, n=08) e com a terapia 
com HU (AFHU, n=07) brasileiros, detectada pela citometria de fluxo convencional; (B) 
Porcentagem de neutrófilos (CD66b+) agregados a células vermelhas no sangue periférico de 
indivíduos saudáveis (CON, n=11) e pacientes AF sem (AF, n=09) e com a terapia com HU (AF, 
n=14) americanos, detectado pela citometria de fluxo com imagem; #P<0.05, **P<0.01, comparado 
ao respectivo grupo controle, de acordo com teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn; 
(C) Imagens representativas em campo claro (BF) e imagens fluorescentes, adquiridas pela 
citometria de fluxo por imagem, de neutrófilos CD66b+ (cor roxa) agregados a reticulóctios 
(CD235a+ = cor amarela; CD71+ = cor verde) ou hemácias (CD235a+ = cor amarela; CD71-); 
CD66b/CD235a/CD71= imagens sobrepostas (merged). Células provenientes do sangue periférico 
de controles (CON), pacientes AF sem (AF) e com terapia de HU (AFHU). 
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6.2.6 Expressão das integrinas β2: LFA-1 (CD11a), Mac-1 (CD11b) e da proteína 

CD66b na superfície de neutrófilos 

 

Avaliamos a expressão das subunidades α das integrinas LFA-1 (CD11a) e Mac-1 

(CD11b) e de CD66b (proteína específica de granulócitos) na superfície dos neutrófilos de 

pacientes AF e indivíduos controles agregados e não-agregados às células vermelhas 

(Tabela 3). A porcentagem de neutrófilos positivos para estas moléculas foi de 

aproximadamente 100%, então nós quantificamos a média de intensidade de fluorescência 

(MIF) destas células. Analisamos os neutrófilos não agregados a hemácias (neutrófilos 

single), neutrófilos agregados a eritrócitos (neut-eritrócitos), agregados a eritrócitos 

imaturos (neut-reticulócitos) e agregados a hemácias (neut-hemácias) dos indivíduos do 

estudo. Observamos diferença significativa apenas na expressão da subunidade α da 

integrina LFA-1 nos neutrófilos não-agregados de pacientes AF em tratamento com HU 

comparados aos de controles (P<0.05), entretanto não observamos diferenças quanto à 

expressão de ambas as integrinas β2 e da proteína CD66b nos agregados heterocelulares de 

neutrófilo-células vermelhas entre pacientes AF e controles (Tabela 3). 
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Tabela 3. Média de intensidade de fluorescência das integrinas β2: LFA-1 (CD11a), 

Mac-1 (CD11b) e da proteína CD66b na superfície de neutrófilos 

 

 CON AF AFHU valor de P 

CD11a     

Neutrófilos single 25.253 (±2.271) 29.080(±2.674) 33.380 (±3.059) *p<0.05 

Neut-eritrócitos 31.083(±2.764) 34.993(±2.830) 40.467(±4.844) NS 

Neut-reticulócitos 41.360(±5.933) 37.396(±3.240) 40.631(±4.821) NS 

Neut-hemácias 29.879(±2.734) 31.524(±2.671) 38.480(±5.245) NS 

CD11b     

Neutrófilos single 40.888(±2.435) 41.746(±3.943) 43.577(±4.306) NS 

Neut-eritrócitos 43.491(±2.560) 44.065(±4.396) 46.121(±4.609) NS 

Neut-reticulócitos 51.168(±3.099) 44.365(±4.309) 46.788(±4.885) NS 

Neut-hemácias 41.766(±2.703) 42.845(±4.446) 44.747(±4.735) NS 

CD66b     

Neutrófilos single 40.527(±3.384) 42.725(±6.828) 46.345(±5.235) NS 

Neut-eritrócitos 40.601(±3.611) 43.089(±6.762) 47.738(±4.675) NS 

Neut-reticulócitos 41.698(±4.158) 43.711(±6.974) 48.416(±5.008) NS 

Neut-hemácias 40.581(±4.244) 41.796(±6.266) 43.894(±4.233) NS 

 
Média de intensidade de fluorescência (MIF) ± erro padrão da média (SEM) das moléculas de 
adesão CD11a (LFA-1), CD11b (Mac-1) e CD66b na superfície de neutrófilos de indivíduos 
saudáveis (controle, n=09), pacientes com anemia falciforme sem uso de HU (AF, n=08) e 
pacientes com anemia falciforme em terapia com HU (AFHU, n=12); Valores de P comparam os 
grupos AF e AFHU com o grupo controle. *P<0.05, AFHU comparado ao grupo controle, de 
acordo com Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. Neutrófilos single = neutrófilos solitários 
não agregados a outras células; neut-eritrócitos= neutrófilos agregados às células vermelhas 
maduras e imaturas; neut-reticulócitos= neutrófilos agregados a reticulócitos; neut-hemácias = 
neutrófilos agregados a hemácias. 
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6.2.7 Identificação das moléculas de adesão envolvidas nos agregados de neutrófilo-

células vermelhas em pacientes AF 

 

Verificamos as possíveis moléculas de adesão envolvidas nos agregados de 

neutrófilos com células vermelhas, através do uso de anticorpos bloqueadores de função da 

molécula e inibidor contra algumas proteínas de adesão expressas na superfície destas 

células e, em seguida, quantificamos a porcentagem dos agregados heterocelulares. 

Utilizamos anticorpos bloqueadores contra as integrinas CD11a (LFA-1) e CD11b 

(Mac-1) expressas nos neutrófilos, CD49d (VLA-4) expresso em reticulócitos, BCAM 

(subunidade da molécula Lu/BCAM) e o peptídeo inibidor de ICAM-4, ambas proteínas 

expressas em eritrócitos maduros e imaturos. Pacientes AF em terapia ou não da HU 

apresentaram porcentagens semelhantes de agregados neutrófilo-células vermelhas, então 

agrupamos os dois grupos em um único grupo de pacientes AF. Observamos que o 

bloqueio das moléculas CD11b, expressa em neutrófilos, e CD49d, expressa em 

reticulócitos, reduziu significativamente a porcentagem de agregados de neutrófilo-

reticulócitos no sangue periférico de pacientes AF comparada ao controle isotípico (Figura 

25 A). Ao bloquear CD11b, expressa em neutrófilos, e ICAM-4, que pode ser expresso em 

células vermelhas imaturas ou maduras, observamos uma redução significativa da 

porcentagem de agregados neutrófilo-hemácias nos pacientes com anemia falciforme 

comparada ao respectivo controle isotípico (Figura 25 B).   
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Figura 25. Porcentagem de neutrófilos agregados a (A) reticulócitos ou (B) hemácias em pacientes 
AF + AFHU após incubação das células com IgG1=controle isotípico, anticorpos bloqueadores de 
função das moléculas CD11a (LFA-1), CD11b (Mac-1), expressas em neutrófilos;  anti-CD49d 
(VLA-4) expressa em reticulócitos; ICAM-4 e BCAM que são expressas em eritrócitos maduros ou 
imaturos; n≥12; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, comparado ao respectivo controle isotípico 
(IgG1) de acordo ANOVA seguido pelo teste de Friedman. 
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6.2.8 Correlação da porcentagem de agregados de neutrófilo-células vermelhas 

encontrados no sangue periférico de pacientes AF + AFHU 

 

Correlacionamos à porcentagem de agregados de neutrófilo-células vermelhas 

(reticulócitos e hemácias) encontrada no sangue periférico de pacientes AF em terapia ou 

não da HU, alguns parâmetros hematológicos coletados no mesmo dia do ensaio realizado 

com amostras destes pacientes (Tabela 4). Observamos que a porcentagem de hemoglobina 

fetal (HbF) presente no sangue periférico dos pacientes AF + AFHU correlacionou-se 

inversamente à porcentagem de agregados de neutrófilo-células vermelhas e esta correlação 

foi melhor observada quando foi avaliada a porcentagem de agregados de neutrófilo-

reticulócitos. É importante a observação de que tanto a contagem de células vermelhas 

quanto de reticulócitos não se correlacionou com a porcentagem de agregados de 

neutrófilos a células vermelhas. Interessantemente, a contagem de plaquetas no sangue 

periférico de pacientes AF +AFHU correlacionou-se de forma positiva com a porcentagem 

de agregados de neutrófilo-reticulócitos, sugerindo uma participação das plaquetas na 

formação de agregados de neutrófilos a células vermelhas.  
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Tabela 4. Correlação da porcentagem de agregados de neutrófilo-células vermelhas no sangue periférico de pacientes  

AF + AFHU aos parâmetros hematológicos. 

 

 HbF 

(%) 

Células Vermelhas 

1012/L 

Reticulócitos 

(%) 

Leucócitos 

109/L 

Neutrófilos 

109/L 

Plaquetas 

109/L 

% de agregados de 

neutrófilo-eritrócitos 

rs=-0.552 

P=0.022 

rs=0.329 

P=0.198 

 rs=0.194 

P=0.456 

rs=-0.012 

P=0.963 

rs=-0.039 

P=0.881 

rs=0.318 

P=0.212 

% de agregados de 

neutrófilo-reticulócitos 

rs=-0.629 

P=0.007 

rs=0.352 

P=0.166 

rs=0.249 

P=0.335 

rs=0.244 

P=0.345 

rs=0.185 

P=0.477 

rs=0.533 

P=0.027 

% de agregados de 

neutrófilo-hemácias 

rs=-0.069 

P=0.793 

rs=0.123 

P=0.639 

rs=-0.188 

P=0.468 

rs=-0.356 

P=0.161 

rs=-0.363 

P=0.152 

rs=-0.081 

P=0.757 

 

N=17 de pacientes AF + AFHU; As correlações foram calculadas usando o teste de Spearman (rs); os valores de P< 0.05 estão sublinhados. 
HbF, hemoglobina fetal.
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6.2.9 Investigação do papel das plaquetas na formação de agregados heterocelulares 

de neutrófilo-células vermelhas circulantes no sangue periférico de pacientes AF  

 

Através da observação das imagens em campo claro adquiridas com a objetiva de 

40X do citômetro de fluxo com imagem, verificamos que em alguns agregados de 

neutrófilo-células vermelhas, células ou partículas aparentando plaquetas estariam 

presentes entre estes agregados, ou aderidas aos neutrófilos agregados a células vermelhas. 

Diante disso, decidimos investigar se o bloqueio de plaquetas, através da incubação de 

células de pacientes AF (com ou sem uso da HU) com anticorpo bloqueador de função da 

P-selectina (CD62P), reduziria a formação de agregados neutrófilo-eritrócitos in vitro.  

 Verificamos que com o bloqueio da molécula P-selectina em plaquetas AF, houve 

uma redução significativa da formação de agregados de neutrófilo-células vermelhas 

(Figura 26 A) e neutrófilo-reticulócitos (Figura 26 B) e observamos uma tendência à 

redução da formação de agregados de neutrófilos-hemácias em células oriundas destes 

pacientes (Figura 26 C). 

Incubamos as células provenientes dos pacientes AF (com/sem uso da HU) com 

anticorpos fluorescentes para a P-selectina, a fim de identificar, através das imagens 

adquiridas pelo citômetro de fluxo, a presença de plaquetas nos agregados de neutrófilos 

células-vermelhas. Os resultados demonstraram que as plaquetas participam em 

aproximadamente 20% de todos os agregados de neutrófilo-células vermelhas (Figura 26 

D). Surpreendentemente, observamos que as plaquetas estão presentes em 

aproximadamente 50% dos agregados de neutrófilos-reticulócitos (Figura 26 E) e quase 

20% dos agregados de neutrófilo-hemácias (Figura 26 F). As imagens adquiridas pela 

câmera do citômetro de fluxo confirmam a presença destas plaquetas (identificadas pela 

marcação fluorescente vermelha da P-selectina) nos agregados de neutrófilos-células 

vermelhas (Figura 26 G). 
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6.3 Subprojeto 3: Desenvolvimento de um biochip para estudo dos processos vaso-

oclusivos utilizando a plataforma microfluídica VenaFlux  

 

Com o intuito de desenvolver um ensaio in vitro mais relevante fisiologicamente 

para o estudo das interações celulares que ocorrem na microvasculatura e melhor 

compreensão dos processos vaso-oclusivos, nós desenvolvemos um novo desenho de 

biochip (Figura 27) para uso em nossa plataforma microfluídica (Cellix VenaFlux, Ltd., 

Dublin, Irlanda) que reproduz a geometria encontrada na rede de microcapilares in vivo. 

O desenho feito nos microcapilares de biochips com 8 canais teve a colaboração da 

empresa Cellix Ltd. Através da inserção e disposição de pilares (com aproximadamente 

38µm de diâmetro) nos canais de biochips com 400µm de diâmetro e 50µm de 

profundidade, foi possível reduzir o caminho percorrido pelas células em fluxo de 40 até 

10µm de diâmetro, reproduzindo assim as anastomoses encontradas na microvasculatura in 

vivo. Os pilares foram dispostos em 5 colunas verticais, com intervalos entre cada coluna de 

aproximadamente 35µm. Os espaços entre os pilares em cada coluna reduzem 

proporcionalmente, isto é, os espaços laterais entre os pilares da primeira coluna são de 40 

µm enquanto os espaços laterais na ultima coluna são de 10 µm (Figura 27 B). Nos 

microcanais dos biochips podem ser incubados diferentes ligantes que são expressos na 

matriz extracelular ou proteínas expressas no endotélio vascular. 
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Figura 27. Desenho dos microcapilares do biochip. (A) Desenho esquemático do biochip com 8 
canais com 400 μm de diâmetro e 50μm de profundidade cada. O canal contém um único grupo de 
5 colunas de pilares. (B) Seção ampliada do microcanal (vista de cima) demonstrando a disposição 
dos pilares em cada microcanal. Cada coluna de pilares está espaçada entre aproximadamente 35 
μm. Cada pilar tem um diâmetro de aproximadamente 38 μm e os espaços entre os pilares 
diminuem proporcionalmente em cada coluna. 

 

6.3.1 Obstrução dos microcanais do biochip com eritrócitos isolados de controles e 

pacientes AF  

 

Avaliamos a habilidade deste biochip em monitorar as alterações das propriedades 

adesivas das células, investigando a dinâmica de fluxo de células vermelhas isoladas de 

controles (indivíduos saudáveis) e pacientes com AF em uso ou não da HU, pelos 

microcapilares.  

Os microcanais do biochip foram incubados inicialmente com laminina, o principal 

ligante para o receptor da proteína BCAM/Lu (Bartolucci et al., 2010) expressa nas células 

vermelhas, e então, eritrócitos de controles e pacientes AF foram dispensados aos 

microcanais a um shear stress de 0,2d/cm2, por 3 minutos. Diferentemente dos valores 

aumentados de adesão em fluxo de células vermelhas à laminina nos pacientes AF, 

observada em nossos experimentos utilizando os chips com microcananais com 400μm, 

aqui a adesão e consequente obstrução das células vermelhas isoladas de controles e 
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pacientes AF nos microcapilares do novo biochip foi quase nula em ambos os grupos 

(Figura 28).  

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

CON AF AFHU

O
b

st
ru

ç
ã

o
 d

o
 c

a
n

a
l

(U
.A

.;
 a

d
e

sã
o

 c
e

lu
la

r 
e

m
 3

 m
in

)

 

 

Figura 28. Obstrução do microcanal do biochip (área de 0.186 μm2) por eritrócitos de controles 
(CON, N=08) e pacientes AF (N=05) e pacientes AFHU (N=09). Hemácias (1X107/mL) foram 
perfundidas pelos canais incubados previamente com laminina (2 μg/cm2), a um shear stress inicial 
de 0,2 d/cm2, por 3 min. A obstrução foi quantificada como U. A. (unidades arbitrárias) e calculada 
utilizando o software AxioVision LE64 Zeiss, de acordo com descrição em materiais e métodos. 
P>0.05. 

 

6.3.2 Obstrução dos microcanais do biochip com neutrófilos isolados de controles e 

pacientes AF  

 

Em seguida, avaliamos a obstrução destes microcanais com neutrófilos isolados de 

pacientes AF e indivíduos saudáveis. Para isso, incubamos os microcanais com as 

principais proteínas de adesão expressas no endotélio, E-selectina (2µg/mL) e ICAM-1 

(10µg/mL), e avaliamos a obstrução dos neutrófilos. Após 3 minutos de fluxo destas células 

nos microcanais, a um shear stress de 0,2d/cm2, observamos que neutrófilos isolados de 

pacientes AF sem a terapia com HU obstruíram significativamente mais os microcanais, 

comparados aos neutrófilos de controle (Figura 29). 
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Figura 29. (A) Obstrução do microcanal do biochip (área de 0.186 μm2) por neutrófilos de 
controles (CON, N=11) e pacientes AF (N=09) e pacientes AFHU (N=06). Neutrófilos (5X106/mL) 
foram perfundidos pelos canais incubados previamente com ICAM-1 (10 μg/mL) e E-selectina (2 
μg/mL), a um shear stress inicial de 0,2 d/cm2, por 3 min. A obstrução foi quantificada como U. A. 
(unidades arbitrárias) e calculada utilizando o software AxioVision LE64 Zeiss.**P<0.01, 
comparado ao grupo controle, de acordo com ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni; Imagens 
representativas da obstrução de neutrófilos após 3 minutos de fluxo de células de CON (B), AF (C) 
e AFHU (D). Imagens adquiridas pela câmera DeltaPix e com objetiva de magnificação de 20X. 

 

Calculando a obstrução do microcanal, de acordo com o diâmetro criado pela 

disposição dos pilares em cada coluna (10, 15, 25, 30, 40 μm), nós encontramos que os 

neutrófilos de pacientes AF aderem e obstruem significativamente mais os microcanais 

com diâmetros de 40, 30 e 25 μm (Figura 30 A e B), comparados aos neutrófilos de 

controle, que possuem obstruções observáveis somente nos microcanais com menores 

diâmetros, como 15 e 10 μm (Figura 30 A). 



112 

 

 

 

 

Figura 30. (A) Quantificação da obstrução de cada coluna de pilares de acordo com os espaços 
laterais entre eles (40µM - 10µM), por neutrófilos de controles (CON, N=11) e pacientes AF 
(N=09) e pacientes AFHU (N=06). Neutrófilos (5x106/mL) foram perfundidos pelos canais 
incubados previamente com ICAM-1 (10 μg/mL) e E-selectina (2 μg/mL), a um shear stress inicial 
de 0,2 d/cm2 por 3 min. A obstrução foi quantificada como U. A. (unidades arbitrárias) e calculada 
utilizando o software AxioVision LE64 Zeiss. *P<0.05, comparado ao grupo controle, de acordo 
com ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni; (B) Imagem representativa (objetiva de 20X) da 
obstrução dos microcanais no momento 180 segundos por neutrófilos AF. 
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6.3.3 Avaliação da obstrução dos microcanais do biochip por neutrófilos e 

eritrócitos dispensados juntamente nestes canais 

 

Tanto leucócitos, principalmente neutrófilos, quanto células vermelhas participam 

do processo vaso-oclusivo. Então avaliamos a obstrução dos microcanais pela suspensão de 

neutrófilos (5X106/mL) misturada à suspensão de células vermelhas autólogas (1X107/mL) 

de cada indivíduo. 

A obstrução de neutrófilos/eritrócitos em microcanais previamente incubados com 

laminina, após 3 minutos a 0.5d/cm2, foi significativamente maior em células provenientes 

de pacientes AFHU, comparada às células de controles (Figura 31) e comparada também 

aos níveis de obstrução observados quando foram dispensados apenas neutrófilos AF nos 

biochips incubados com ICAM-1 e E-selectina (Figura 29). Apesar de não ter sido 

significativo, observou-se uma tendência a um aumento da obstrução em células 

provenientes de pacientes AF sem a terapia com HU. 
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Figura 31. (A) Neutrófilos (5X106 /mL) e células vermelhas (1X107/mL) de indivíduos controle 
(CON, N=13), pacientes AF (N=09) e pacientes AFHU (N=07) foram perfundidos em microcanais 
previamente incubados com laminina (2µg/cm2) a um shear stress inicial de 0,5 d/cm2 por 3 min. 
Obstrução de cada canal foi quantificada como U. A. (unidades arbitrárias) e calculada utilizando o 
software AxioVision LE64 Zeiss. *P<0.05, comparado ao grupo controle, de acordo com teste de 
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn; (B) magnificação final de 100 X e (C) 200 X.  
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7. DISCUSSÃO 

 

7.1 Subprojeto 1: Avaliação das interações heterotípicas de neutrófilos aderidos pelo 

uso da plataforma microfluídica  

 

A fisiopatologia da vaso-oclusão na AF envolve uma variedade de interações 

adesivas de células vermelhas, endotélio, leucócitos (incluindo neutrófilos, monócitos e 

linfócitos) e plaquetas (Telen, 2014). Um dos objetivos deste trabalho foi a padronização do 

uso de uma plataforma microfluídica para estudar as interações heterocelulares, que 

sugerimos como hipótese estarem envolvidas nas doenças inflamatórias e processos de 

oclusão vascular que ocorrem na microvasculatura humana. Muitos trabalhos têm utilizado 

modelos animais para estudar a fisiopatologia de doenças hematológicas e, atualmente, 

técnicas empregando câmaras de fluxo em sistemas de canais paralelos começaram a ser 

difundidas e utilizadas para estudos da dinâmica da adesão de células sanguíneas e cultivo 

de células endoteliais e isso tem levado a importantes avanços no entendimento de 

patologias vasculares e hematológicas. O uso de amostras de sangue de pacientes AF em 

nosso sistema, um modelo microfluídico in vitro da microcirculação humana, demonstra a 

utilidade clínica deste estudo. 

Avaliamos as interações heterocelulares de plaquetas e neutrófilos de indivíduos 

controles e pacientes com AF em uso ou não da terapia com HU e não encontramos 

diferenças significativas quanto às interações de plaquetas e neutrófilos nestes grupos. 

Apesar da formação de agregados de plaqueta-monócito e plaqueta-hemácia ser bem 

estabelecida na literatura (Wun et al., 1997, 2002), ainda existem dados conflitantes quanto 

a uma maior ocorrência de agregados aderentes de neutrófilo-plaqueta em pacientes com 

anemia falciforme (Inwald et al., 2000; Wun et al., 2002). É importante notar que estas 

interações aconteceram tanto quando foram observadas células provenientes de indivíduos 

sadios ou quando observadas células de pacientes com AF e o fato de que estas células 

formam interações heterocelulares sob as condições estudadas é relevante, considerando o 

número de leucócitos e plaquetas elevado nos indivíduos falciformes e a presença do 

estímulo inflamatório nos vasos (Francis e Hebbel, 1994; Steinberg e Mohandas, 1994). 

Podemos sugerir que a inflamação vascular e ativação do endotélio que são associadas a AF 
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provavelmente resultam na adesão de leucócitos à parede vascular e posteriormente à 

adesão secundária de plaquetas. 

Nossos dados também indicam que a presença de plaquetas de pacientes AF, já 

aderidas aos microcanais recobertos com fibrinogênio, faz com que haja uma adesão de 

neutrófilos de pacientes ao canal. Esta adesão de neutrófilos na presença de outro tipo 

celular pode ser importante em doenças inflamatórias vasculares, como a anemia 

falciforme, pois neutrófilos e plaquetas quando ativados liberam mediadores inflamatórios 

que, por sua vez, podem aumentar a adesão e recrutamento das células circulantes 

sanguíneas que direcionam-se ao local de inflamação e, consequentemente, aumentam o 

processo vaso-oclusivo (Conran e Costa, 2009). Em um trabalho publicado por nosso grupo 

de pesquisa, Proença-Ferreira et al., 2014, demonstrou que a interação de plaquetas AF 

com células endoteliais resulta na ativação do endotélio. Assim é possível que a liberação 

de mediadores inflamatórios por plaquetas aderentes pode ter consequências importantes, 

como a ativação do endotélio e de neutrófilos resultando na adesão destas células.  

Avaliamos as interações de células vermelhas com neutrófilos aderidos ao ligante de 

fibronectina e, assim como nas interações de plaquetas com neutrófilos, não observamos 

diferenças significativas comparando-se os grupos de pacientes AF ao controle. Decidimos 

investigar a ocorrência destas interações na presença de um endotélio, representando assim, 

um ambiente mais semelhante ao encontrado in vivo. Primeiramente padronizamos a adesão 

de neutrófilos em fluxo às HUVECs e, no entanto, a adesão dos neutrófilos só foi 

observável quando da presença do estímulo de TNF-α. Assim, estabelecemos a 

concentração de TNF-α e o tempo de incubação nas células endoteliais e comparamos a 

adesão em fluxo in vitro de neutrófilos de controles e pacientes AF, contudo, não 

observamos diferenças significativas quanto aos valores de adesão.  

Contrastando com nossos achados, Finnegan et al., 2007, utilizando um sistema que 

observa a adesão de células sob fluxo, encontrou um aumento da adesão de neutrófilos AF 

a HUVECs estimuladas por TNF-α, comparado aos neutrófilos controles e pacientes AF em 

terapia com HU. Adicionalmente, estudos em nosso laboratório, utilizando ensaios de 

adesão estática de neutrófilos de controles e pacientes AF, demonstraram um aumento da 

adesão dos neutrófilos isolados de pacientes com AF quando utilizados os ligantes Fn ou 

ICAM-1 (Miguel et al., 2011; Canalli et al., 2008) e células endoteliais do tipo HUVECs 
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(Canalli et al., 2011). O aumento da adesão de neutrófilos AF em condição estática e a 

ausência desta diferença sob condições de fluxo pode ser justificada pelo fato de que 

ensaios de adesão estática focam nas interações adesivas de baixa afinidade enquanto que 

sob condições de fluxo, ocorre a ação de receptores de alta afinidade. Assim, é possível que 

dentre os pacientes AF recrutados para a realização dos nossos experimentos, não haja 

diferença quanto à expressão ou atividade destes receptores de alta afinidade (integrinas) 

comparada a indivíduos sadios e desta forma, os neutrófilos não demonstrem aumento das 

propriedades adesivas.  

Quando neutrófilos AF estavam aderidos a HUVECs, o número de interações 

heterocelulares com células vermelhas autólogas foi maior comparado ao dos grupos 

controle e pacientes AFHU. A duração destas interações não diferiu entre os grupos de 

pacientes AF e controle analisados. O fato do diâmetro dos canais dos biochips utilizados 

para cultivo de células endoteliais ser de 800 µm (que seria maior que as vênulas de 

pequeno calibre <100µm – Doerschuk et al., 1993), pode justificar estas interações breves. 

Possivelmente, numa área menor de circulação das células, haveria maior número de 

interações e contatos destas células e isto, poderia promover uma maior ativação celular e, 

consequentemente, maior tempo de interações das células. Entretanto, ao se comparar às 

interações neutrófilo-eritrócito em microcanais revestidos com HUVECs a quando os 

microcanais foram incubados com proteínas recombinantes, observamos que embora o 

número de interações pareça ser menor, a duração em segundos demonstrou ser maior e 

mais estável na presença do endotélio. Postulamos que o número maior de interações 

neutrófilo-hemácia observadas quando os neutrófilos foram aderidos às moléculas de 

adesão (todos os grupos) pode ser devido a uma concentração maior das proteínas nos 

microcanais, não representando a concentração real encontrada no endotélio vascular, 

sugerindo portanto, que os ensaios que utilizem HUVECs sejam mais fisiologicamente 

relevantes.  

As interações neutrófilo-eritrócitos foram observadas em baixo fluxo (0,3d/cm2), 

isto demonstra a necessidade de um fluxo lento para observação destas interações. Estas 

condições de fluxo ocorrem principalmente na microvasculatura e especialmente quando há 

um grau de vaso-oclusão (Rodgers et al., 1984 e Montes et al., 2002), sugerindo que as 
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interações de neutrófilos e hemácias podem ocorrer preferencialmente em vênulas de 

pequeno calibre, onde o fluxo é mais lento e pode contribuir para a oclusão microvascular. 

Assim como nas interações de células vermelhas com neutrófilos aderidos em 

HUVECs, encontramos um aumento significativo das propriedades adesivas de hemácias 

de pacientes AF sem uso da terapia com HU à laminina, comparadas aos grupos controle e 

em terapia com HU, possivelmente a terapia com HU está associada a uma redução na 

adesão destas células. Interessantemente, não observamos neste estudo a adesão de células 

vermelhas diretamente a HUVECs ou às proteínas recombinantes utilizadas. As hemácias 

em fluxo interagiram apenas com neutrófilos previamente aderidos, indicando que a 

presença e a ativação do neutrófilo sejam importantes para intermediar as interações das 

hemácias com o endotélio ou proteínas presentes na camada endotelial. 

Apesar de não terem sido significativos os resultados obtidos com a avaliação de 

interação de células vermelhas a neutrófilos heterólogos, é possível inferir que os eritrócitos 

AF tenham um papel principal na ocorrência destas interações. Suportando este achado, não 

observamos diferenças quanto ao número de neutrófilos aderidos a HUVECs de controles e 

pacientes, também as hemácias de pacientes AF demonstraram aderir mais à laminina e 

resistir mais ao shear stress provocado pelo fluxo. Como o perfil da adesão das hemácias 

(CON, AF e AFHU) à laminina foi muito parecido com o perfil da adesão das hemácias aos 

neutrófilos, podemos sugerir que um aumento na expressão da molécula BCAM/Lu 

(principal receptor da hemácia para a laminina) poderia ser responsável para as interações 

aderentes neutrófilo-hemácia na AF, entretanto, mais experimentos utilizando inibidores de 

moléculas de adesão seriam necessários para comprovar este hipótese. 

Nós avaliamos as interações de células vermelhas com neutrófilos aderidos a 

proteínas de adesão presentes no endotélio: ICAM-1 e E-selectina, a fim de verificar a 

participação destas proteínas na ativação neutrofílica após a adesão e subsequente interação 

aos eritrócitos. Neutrófilos AF aderidos à proteína ICAM-1 não demonstraram diferenças 

quanto ao número ou duração das interações com células vermelhas quando comparados 

aos neutrófilos controles. Em contrapartida, quando neutrófilos AF encontravam-se 

aderidos à E-selectina recombinante incubada nos microcanais do biochip, a duração destas 

interações foi significativamente maior nestas células quando comparada às células 

proveniente de controles e o uso da HU nestes pacientes pareceu reduzir a duração destas 
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interações. Estes dados corroboram com os achados na literatura (Hidalgo et al. 2009; 

Scheiermann et al., 2010) que relatam que o sinal proveniente da E-selectina expressa no 

endotélio é o principal responsável pela ativação neutrofílica e subsequente interação com 

outras células circulantes no fluxo sanguíneo. Zennadi e colaboradores em 2008, 

demonstraram que a adesão de hemácias e células mononucleares ao endotélio foi inibida 

quando estas HUVECs foram previamente incubadas com anticorpo bloqueador da E-

selectina e não com anticorpo anti-P-selectina, sugerindo que a E-selectina é a principal 

selectina responsável por estes processos adesivos no endotélio. 

Em resumo, neutrófilos de pacientes AF aderidos a células endoteliais ativadas 

interagem significativamente mais com hemácias autólogas em condições de fluxo; a E-

selectina parece ser a principal proteína de adesão do endotélio responsável pela ocorrência 

destas interações. As hemácias também parecem ter um papel essencial nas interações 

heterocelulares, entretanto, os neutrófilos parecem ser fundamentais para intermediar sua 

interação ao endotélio, pelo menos nas condições utilizadas em nosso estudo. O tratamento 

crônico com a HU em pacientes AF tem demonstrado efeitos benéficos quanto à ocorrência 

destas interações heterocelulares de neutrófilos-hemácias e adesividade destas células.  

  

7.2 Subprojeto 2: Avaliação dos agregados heterocelulares circulantes de neutrófilos 

no sangue periférico, utilizando a tecnologia de citometria de fluxo com imagem  

 

Os dados provenientes de modelos animais de AF indicam que a vaso-oclusão pode 

ser iniciada pela adesão de leucócitos ativados, especialmente neutrófilos, ao endotélio 

inflamado e propagada pela adesão secundária das hemácias (Turhan et al., 2004; Belcher 

et al., 2006; Belcher et al., 2014). Embora o papel da adesão de leucócitos na iniciação do 

processo vaso-oclusivo na AF ainda não foi bem estabelecido, a associação de leucocitose 

com a gravidade da doença (Platt et al., 1994; Tassel et al., 2011) e do reconhecimento de 

um estado inflamatório crônico na AF (Chiang et al., 2005; Hebbel, 2014; Minniti et al., 

2014) sugerem que tal mecanismo pode realmente existir. Há evidências de que a interação 

de plaquetas com outras células na microvasculatura também contribui para os processos 

vaso-oclusivos (Proença-Ferreira et al., 2014; Telen, 2014). Uma compreensão dos 

processos que levam à ativação de neutrófilos e da interação dessas células com outras 
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células do sangue pode ajudar a identificar novos alvos terapêuticos para a prevenção da 

vaso-oclusão. 

Neste trabalho nós fornecemos dados adicionais e inovadores demonstrando que 

neutrófilos de pacientes com AF tem uma maior capacidade de formar agregados 

heterocelulares circulantes com plaquetas e células vermelhas, em comparação aos 

neutrófilos de indivíduos saudáveis. A captura de glóbulos vermelhos e plaquetas por 

neutrófilos tem sido reportada gerar espécies reativas de oxigênio em modelos de 

camundongo com lesão pulmonar, levando ao dano vascular e lesão tecidual, podendo ser 

de relevância fisiológica na AF (Zarbock et al., 2006; Hidalgo et al., 2009).  

A atividade das plaquetas é aumentada na AF e essas células também apresentam 

aumento das propriedades adesivas (Proença-Ferreira et al., 2010; 2014; Wun et al., 2013; 

Frelinger et al., 2014). Em nosso estudo, verificamos que a porcentagem de neutrófilos 

agregados a plaquetas provenientes do sangue periférico de pacientes AF foi 

significativamente maior comparado a de indivíduos controles. Além disso, verificamos 

que a contagem de plaquetas correlacionou-se pelo teste de Spearman com a porcentagem 

de agregados de neutrófilos-plaqueta, apesar de não ser uma correlação forte, o resultado 

sugere que, adicionalmente ao aumento da ativação das plaquetas, a presença de um 

número maior destas células também pode promover a formação destes agregados. 

A formação de agregados de leucócitos a plaquetas foi previamente relatada na AF 

(Wun et al., 2002; Polanowska-Grabowska et al., 2010; Li et al., 2014) e experimentos in 

vivo sugerem que a formação destes complexos pode ser reduzida através da inibição da P-

selectina (Polanowska-Grabowska et al., 2010). Nossos dados corroboram com esses 

achados e demonstram a existência destes agregados através de imagens destas células. Em 

adição, experimentos de bloqueio de moléculas de adesão sugerem que a integrina Mac-1 

de neutrófilo e P-selectina de plaquetas medeiam a formação destes agregados de 

neutrófilo-plaquetas na AF e isto está de acordo com resultados de um estudo recente que 

demonstra a participação destas mesmas moléculas nestas interações heterotípicas de 

neutrófilos (Li et al., 2014).  

Observamos que em pacientes AF as plaquetas envolvidas nos agregados 

encontram-se ativadas (expressão de P-selectina) e os agregados de neutrófilo a plaquetas 

ativadas também estão significativamente aumentados em células obtidas destes pacientes. 
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Entretanto, não observamos diferenças quanto à expressão de superfície da P-selectina nas 

plaquetas destes agregados, sugerindo que adesão aos neutrófilos por plaquetas ativadas 

seja uma ocorrência esperada. 

A formação de agregados de neutrófilo-células vermelhas também foi observada 

estar aumentada nos pacientes AF, em duas populações diferentes (brasileira e americana) e 

demonstradas por duas técnicas complementares de citometria de fluxo (convencional e 

com imagem). Estudos anteriores, utilizando sangue periférico de pacientes AF, 

documentaram a presença de agregados de células mononucleares a eritrócitos e a 

capacidade dos eritrócitos se ligarem a monócitos e neutrófilos imobilizados em placas, por 

ensaios de adesão de fluxo (Finnegan et al., 2007; Brittain et al., 2008; Chaar et al., 2010). 

Além disso, a formação de agregados de neutrófilo-eritrócitos foi relatada in vivo, em 

modelos animais de AF (Hidalgo et al., 2009). Agregados de neutrófilo-plaqueta 

(Polanowska-Grabowska et al., 2010) e de plaqueta-células vermelhas (Wun et al., 1997; 

1999) já foram anteriormente descritos presentes na circulação da AF, contudo, até o 

presente momento, nosso trabalho descreve pela primeira vez a formação de agregados 

circulantes de neutrófilos-células vermelhas de células provenientes do sangue periférico de 

pacientes AF. 

Eritrócitos imaturos, ou reticulócitos, foram o tipo dominante de células vermelhas 

envolvidas nestes agregados de neutrófilos. Apesar de pacientes AF apresentarem maior 

número de reticulócitos comparados a indivíduos sem a doença, o número de reticulócitos 

no sangue periférico destes pacientes não se correlacionou com a porcentagem de 

agregados neutrófilo-reticulócitos encontrado nestes indivíduos, o que sugere que a 

presença de reticulócitos em si, não seja um fator determinante para a incidência destas 

interações, mas talvez alterações nos reticulócitos AF, como maior expressão de moléculas 

de adesão, maior adesividade, podem causar o aumento destes agregados. Em 

contrapartida, o número de agregados de neutrófilo-células vermelhas, especialmente os 

agregados de neutrófilo-reticulócitos, correlacionou-se inversamente com os níveis de 

hemoglobina fetal (HbF), que é conhecida por inibir a polimerização da HbS. Esta 

diminuição na polimerização da HbS pode evitar algumas das alterações nas células 

vermelhas que levam à formação de agregados. 
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Surpreendentemente, enquanto a terapia de HU geralmente aumenta a produção de 

HbF (King, 2004), o uso crônico da HU dos pacientes AF em terapia não reduziu a 

porcentagem de agregados circulantes de neutrófilo-células vermelhas e de neutrófilo-

plaquetas comparado aos pacientes AF sem o uso desta terapia medicamentosa. Esses 

resultados podem refletir a indicação seletiva para o tratamento com HU em pacientes com 

os sintomas clínicos mais graves da AF, enquanto os pacientes com sintomas mais leves 

muitas vezes não são tratados com HU. Alternativamente, tem sido observado em estudos 

recentes, que o tratamento com HU também não promove alterações significativas em 

alguns parâmetros relacionados a plaquetas (Novelli et al., 2012; Proença-Ferreira et al., 

2014). Visto que a HU afetou apenas as interações de células vermelhas e neutrófilos 

quando da presença do endotélio nos experimentos avaliando as interações de eritrócitos 

com neutrófilos previamente aderidos, pois estas células estavam em suspensões isoladas e 

livre da presença de plaquetas, enquanto nos agregados circulantes foi observada a presença 

de plaquetas, o que poderia justificar a ausência de efeito protetor pela HU. Contudo, 

estudos longitudinais seriam necessários para determinar se o tratamento com HU não tem 

qualquer efeito real sobre a formação destes agregados. 

A expressão de integrinas β2 (LFA-1 e Mac-1) e da molécula CD66b na superfície 

de neutrófilos agregados a células vermelhas não foi diferente entre pacientes AF e 

controles. Provavelmente, o maior número de agregados heterocelulares no sangue 

periférico de pacientes pode estar relacionado à ativação e estado conformacional destas 

integrinas (Hynes, 1992) e não à quantidade ou expressão destas proteínas na superfície dos 

neutrófilos. 

 A investigação das moléculas de adesão envolvidas na formação dos agregados de 

neutrófilo-células vermelhas através do uso de anticorpos bloqueadores de função, 

demonstrou uma redução da porcentagem de agregados comparada ao controle isotípico, 

quando houve o bloqueio das proteínas Mac-1 (CD11b) nos neutrófilos, VLA-4 (CD49d) 

nos reticulócitos e ICAM-4 nas hemácias, sugerindo a participação destas moléculas na 

adesão neutrófilo-reticulócito e neutrófilo-hemácia. Estudos anteriores, que avaliaram a 

adesão de células vermelhas a leucócitos em condições estáticas, sugeriram a participação 

das mesmas moléculas (Goel e Diamond, 2002; Zennadi et al., 2008).  
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O anticorpo IgG1 não-específico (controle isotípico) também reduziu a porcentagem 

de agregados quando à porcentagem basal, no entanto, esta redução era esperada, pois 

trabalhos anteriores (Turhan et al., 2004; Chang et al., 2008; Jang et al., 2012) descreveram 

que a administração intravenosa de IgG em camundongos falciformes reduziu o número de 

interações de neutrófilo e hemácias e levou a melhora do fluxo sanguíneo na 

microcirculação, protegendo contra os efeitos vaso-oclusivos.  

Curiosamente, observamos uma correlação positiva entre a contagem de plaquetas e 

agregados de neutrófilo-reticulócitos no sangue periférico de pacientes AF. Com isso, 

investigamos um possível papel das plaquetas na formação de agregados de neutrófilo-

células vermelhas. O uso do anticorpo bloqueador de função da P-selectina, nos 

experimentos de avaliação de agregados de neutrófilo-células vermelhas, demonstrou uma 

redução significativa destes agregados após o bloqueio de função das plaquetas, sugerindo 

este envolvimento. Além disso, a análise das imagens obtidas pelo citômetro de fluxo com 

imagem, através da marcação fluorescente da P-selectina, demonstrou a presença de 

plaquetas nestes agregados, fazendo uma ponte entre as células ou aderidas apenas ao 

neutrófilo que estava agregado ao eritrócito.  

Quantificamos a presença de plaquetas ativadas nestas interações de neutrófilo-

células vermelhas e observamos que aproximadamente metade dos agregados de neutrófilo-

reticulócito possuem plaquetas envolvidas. Estes resultados são consistentes com aqueles 

encontrados em um estudo recente, com ensaios de adesão in vitro, que demonstra que os 

monócitos ligados a plaquetas são mais prováveis de interagir aos reticulócitos (Brittain et 

al., 2008).  

Nossos dados fornecem um mecanismo adicional de ação, em acordo com ensaios 

clínicos emergentes que relatam que a inibição farmacológica da P-selectina pode ser uma 

estratégia viável para a redução das interações heterocelulares que contribuem para o 

processo vaso-oclusivo na AF. Um potente agente oral bloqueador da P-selectina 

demonstrou, recentemente, melhorar o fluxo sanguíneo da microcirculação em pacientes 

com doença falciforme (Kutlar et al., 2012), e uma pequena molécula intravenosa inibidora 

de selectina tem se mostrado promissora em reduzir a duração da crise vaso-oclusiva em 

um estudo de fase 2 (Telen et al., 2013).  
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Em resumo, nossos dados sugerem um papel proeminente da plaqueta no processo 

de formação de agregados heterocelulares de neutrófilos na AF, em que neutrófilos AF 

interagem muito mais aos reticulócitos e plaquetas comparados aos neutrófilos de 

indivíduos saudáveis. Embora nossos dados in vitro não estabeleçam se esses complexos 

circulam em números tão altos in vivo ou contribuam diretamente para a vaso-oclusão, é 

possível inferir, com base em estudos in vivo utilizando camundongos falciformes (Turhan 

et al., 2004; Hidalgo et al., 2009; Polanowska-Grabowska et al., 2010; Almeida et al., 

2012), que estes agregados podem ser formados na circulação de pacientes AF, com 

consequências potencialmente negativas. Dada a evidência para os efeitos destrutivos de 

tais agregados heterocelulares e o papel iniciador que as interações de neutrófilo-células 

vermelhas podem ter no processo vaso-oclusivo, abordagens para reduzir a atividade das 

plaquetas, bem como para reduzir a ativação da integrina Mac-1 de leucócitos na AF são 

fundamentais. 

 

7.3 Subprojeto 3: Desenvolvimento de um biochip para estudo dos processos vaso-

oclusivos utilziando a plataforma microfluídica VenaFlux  

 

Nós desenvolvemos um novo modelo de biochip para uso em nossa plataforma 

microfluídica, para melhor compreensão dos processos vaso-oclusivos, este novo modelo 

de biochip demonstrou compatibilidade com a nossa plataforma e as taxas de fluxo (flow 

rate) foram mantidas para este novo desenho. 

Pacientes com anemia falciforme apresentam vaso-oclusão nos microcapilares 

ocasionando danos aos tecidos e as crises dolorosas. O processo vaso-oclusivo é complexo 

e envolve diversos fatores, sendo alguns dos fatores contribuintes a ativação e a adesividade 

dos neutrófilos nestes indivíduos (Conran e Costa, 2009). Estudos prévios in vitro, 

demonstraram que tanto hemácias, quanto leucócitos de pacientes AF possuem capacidade 

de adesão aumentada (Zen et al., 2004; Finnegan et al., 2007; Brittain et al., 2008; Canalli 

et al., 2008; Zennadi et al., 2008). Adicionalmente, técnicas de microscopia intravital, 

indicam que a adesão de neutrófilos, seguida pela adesão secundária de células vermelhas, 

pode iniciar o processo vaso-oclusivo em modelos de camundongos falciformes (Turhan et 

al., 2002; 2004; Zennadi et al., 2007; Chang et al., 2008).  
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Em nosso estudo, nós não observamos obstrução de células vermelhas isoladas de 

pacientes AF ou indivíduos saudáveis nos microcanais incubados com laminina. Este 

achado corrobora com estudos prévios que demonstraram uma baixa capacidade adesiva 

das células vermelhas, particularmente em forças de cisalhamento elevadas encontradas nos 

capilares com menores calibres, como aqueles do biochip (Wagner et al., 2004; Koutsiaris 

et al., 2007, 2013). 

Neutrófilos humanos podem ter diâmetros maiores que aqueles encontrados em 

alguns microcapilares (Doerschuk et al., 1993), além disso, são menos flexíveis que os 

eritrócitos, o que sugere que os capilares sejam o principal sítio de obstrução mediada por 

leucócitos. Em nosso estudo, observamos que neutrófilos isolados de pacientes AF 

obstruem signficativamente mais os microcanais, congruente com a literatura, que indica 

que neutrófilos de pacientes AF possuem uma alta adesividade e capacidade de obstruir 

vasos com calibres equivalentes ao da microcirculação (Fadlon et al., 1998; Finnegan et al., 

2007; Canalli et al., 2008). 

Tanto neutrófilos quanto eritrócitos participam dos processos vaso-oclusivos. Nós 

observamos que a mistura das suspensões celulares de neutrófilos e hemácias de pacientes 

AF obstruíram significativamente mais os microcanais comparados aos controles ou 

quando foram dispensados apenas os neutrófilos AF isoladamente. Isto pode ser devido a 

uma interação das células vermelhas aos neutrófilos, tornando-os mais adesivos e 

aumentando os valores de obstrução, ou ainda, os neutrófilos por serem células maiores e 

menos flexíveis, ao aderirem aos microcanais, obstruem e impedem a passagem de células 

vermelhas, aumentando ainda mais a obstrução.  

Dessa forma, nós desenvolvemos uma metodologia inovadora e reproduzível para 

monitorar a capacidade das células obstruírem e aderirem a microcapilares in vitro. Esta 

metodologia pode ajudar a elucidar mecanismos obstrutivos que ocorrem na 

microcirculação, seja na anemia falciforme ou outras desordens trombóticas, além de poder 

ser utilizada para melhor compreensão de mecanismos moleculares que ocorrem na 

microvasculatura, bem como na testagem de drogas com o potencial de inibir estas 

interações e, consequentemente, a oclusão vascular. 
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8. CONCLUSÕES 

 

  Utilizando os modelos experimentais desenvolvidos por nós, observamos que 

neutrófilos de pacientes com anemia falciforme (pacientes AF) apresentaram maior 

capacidade de formar interações adesivas com eritrócitos na presença ou não do 

endotélio, comparados com neutrófilos de indivíduos sadios; 

  Além disso, neutrófilos e hemácias obtidos de pacientes com anemia falciforme 

demonstraram maior capacidade de obstrução de microcanais com 25-40µm de diâmetro 

in vitro;  

  Em nosso modelo experimental, células provenientes de pacientes AF em terapia 

com HU demonstraram redução do número de interações de células vermelhas a 

neutrófilos aderidos; 

  Nossos dados indicam que a molécula endotelial E-selectina parece ser a principal 

molécula responsável pela ocorrência das interações aderentes de neutrófilo-células 

vermelhas no endotélio; 

  As moléculas Mac-1 (neutrófilo) e P-selectina (plaqueta) contribuem para a 

formação de agregados circulantes heterocelulares de neutrófilos, podendo representar 

alvos terapêuticos; 

  Não foram observadas grandes alterações na incidência da formação de agregados 

heterocelulares de neutrófilos-plaquetas (aderentes ao endotélio e circulantes) em 

amostras de sangue periférico provenientes de pacientes AF e de indivíduos sadios. No 

entanto, sob nossas condições experimentais, as plaquetas demonstraram um papel 

importante na formação de agregados circulantes de neutrófilos-células vermelhas em 

sangue periférico proveniente de pacientes AF; 

  Desenvolvemos uma nova metodologia eficaz para estudo dos mecanismos de 

oclusão da microvasculatura in vitro, esta tecnologia pode ser aplicada para desordens 
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trombóticas com quadro inflamatório vascular crônico, como ocorre na anemia 

falciforme e investigação de agentes terapêuticos para a melhora do quadro inflamatório. 

 

 

 

Figura 32. Principais observações das interações heterocelulares de neutrófilos na Anemia 
Falciforme, observadas em nossa metodologia. A adesão de leucócitos à parede dos vasos, 
promovida pela expressão das moléculas de adesão no endotélio vascular, faz com que os 
neutrófilos aderidos fiquem em uma posição estratégica que facilita a interação a outras células 
circulantes sanguíneas, como hemácias ou plaquetas. Além disso, os neutrófilos também podem 
circular agregados a estas células dentro dos vasos. Os neutrófilos de pacientes com AF possuem 
maior capacidade de obstrução de microcanais in vitro, na presença ou não de células vermelhas 
e todas essas interações podem acarretar no processo vaso-oclusivo encontrado na AF. Em nosso 
modelo experimental in vitro, observamos que a molécula E-selectina, expressa na superfície do 
endotélio, possa ser a proteína responsável pela ativação de neutrófilos aderidos e consequente 
interação destas células aos eritrócitos. Vimos que a molécula P-selectina, expressa em 
plaquetas, foi importante nas interações não aderentes de neutrófilos com plaquetas e células 
vermelhas e o bloqueio desta molécula reduziu a formação destes agregados heterocelulares de 
neutrófilos na AF, constituindo-se em um importante alvo terapêutico para redução das crises 
vaso-oclusivas nos pacientes com esta patologia.  
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