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RESUMO

A anemia falciforme (AF) ¢ uma hemoglobinopatia hereditdria que resulta de uma
mutagcdo no gene da globina beta. Essa mutacdo leva a formac¢do de uma hemoglobina
(Hb) com propriedades fisico-quimicas anormais, denominada HbS. A vaso-oclusdo € a
principal complicagdo aguda e a principal causa de morbidade da doenca falciforme,
compreendendo um processo multicelular que parece ser iniciado pela adesdo de
hemdcias e leucdcitos ao endotélio ativado, causando a obstrucido vascular e isquemia
tecidual. A adesdo de hemacias ao endotélio contribui para a redugdo do fluxo sanguineo
na AF, entretanto, leucécitos também parecem exercer um papel fundamental neste
processo, pois sdo células maiores, menos flexiveis e seu recrutamento para a
microvasculatura e subsequente interacdo com as c€lulas circulantes sanguineas promove
a redugdo do fluxo sanguineo nos vasos. Assim, investigagdes na dindmica de interacdes
heterocelulares sdo dreas potencialmente atrativas para pesquisa, pois elas podem
contribuir para melhorar o entendimento de mecanismos de inflamacdo vascular e para o
desenvolvimento de novos alvos terap€uticos para doencas como a AF. O objetivo deste
projeto foi estudar as interacdes heterotipicas dos neutréfilos com plaquetas, células
vermelhas e células endoteliais em células de pacientes com AF e as moléculas de adesao
celular envolvidas nestas interacdes, utilizando uma plataforma microfluidica (quantifica
adesdo celular em fluxo em biochips com canais paralelos), citometria de fluxo com
imagem (imagem simultanea das células obtidas pelo citdmetro) e o desenvolvimento de
um biochip para estudo dos processos vaso-oclusivos (para utilizagdo na plataforma
microfluidica). Sangue periférico de individuos saudéveis (controles) e pacientes com
anemia falciforme (em uso ou nio 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, a laminina e interagem mais aos neutréfilos
autdlogos aderidos ao endotélio ativado. Quando avaliada a participa¢do das principais
moléculas de adesdo expressas no endotélio, E-selectina e ICAM-1, na promog¢do das
interacdes de eritrocitos com neutrdfilos aderidos, observamos que a duracdo destas
interacdes heterotipicas em células provenientes dos pacientes AF, ¢ mais prolongada na

presenca do ligante E-selectina. Neutrofilos de pacientes com AF também circulam mais
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em agregados a plaquetas ou células vermelhas no sangue periférico, comparados aos
neutréfilos de individuos saudéveis. Os reticuldcitos demonstraram ser o principal tipo de
eritrocito envolvido nos agregados de neutréfilos circulantes e os niveis de hemoglobina
fetal correlacionaram-se inversamente a porcentagem encontrada de agregados de
neutréfilo-reticulécito no sangue periférico destes pacientes. As plaquetas demonstraram
papel de destaque na formagdo e participagdo nos agregados circulantes de neutréfilos a
células vermelhas e experimentos utilizando anticorpos bloqueadores ou inibidor,
indicaram que as moléculas de adesdo P-selectina, na plaqueta, Mac-1 no neutréfilo,
VLA-4 nos reticulécitos e ICAM-4 nas hemdcias podem ser as responsdveis pela
interagcdo dos neutrdfilos a estas células. Neutréfilos de pacientes AF também obstruiram
significativamente mais os microcanais com diametros de 25 a 40um do biochip
desenvolvido por ndés para estudar os processos vaso-oclusivos, comparados aos
neutréfilos de individuos controle. Quando misturamos suspensdes de neutrofilos a
eritrcitos, observamos uma obstrucdo ainda maior destes microcanais. Diante destes
resultados, € possivel concluir que neutréfilos de pacientes AF interagem
significativamente mais as células vermelhas quando aderidos ao endotélio, circulam
agregados a eritrdcitos e plaquetas no sangue, além de possuirem maior capacidade de
obstrucdo in vitro em microcanais que mimetizam vénulas de pequeno calibre. A terapia
com HU parece afetar apenas as interacdoes de neutréfilo na presenca do endotélio
vascular. Terapias que visem a inibi¢do das moléculas de adesdo Mac-1 e P-selectina na

patologia da anemia falciforme parecem ser promissoras.




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 40um, 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. INTRODUCAO

1.1 Aspectos Gerais da Anemia Falciforme

A anemia falciforme (AF) é uma hemoglobinopatia hereditdria que resulta de uma
mutacdo de ponto no gene da globina beta. Essa mutacdo leva a substitui¢io do 4cido
glutimico por uma valina na sexta posicdo dessa cadeia, levando a formacdo de uma
hemoglobina com propriedades fisico-quimicas anormais, conhecida como hemoglobina S
(HbS) (Stuart e Nagel, 2004). Com a desoxigenacao das hemdcias, as moléculas de HbS
sofrem agregacdo e polimerizacdo. Apds esse processo, a hemoglobina que se apresentava
na forma de um liquido de fluxo livre passa a ter o aspecto de um gel viscoso, resultando na
deformacao dos eritrdcitos, que adquirem o formato de foice (Cotran et al., 2000). A
mutacio no gene da hemoglobina compreende a base molecular da anemia falciforme, mas
a evolugdo clinica correspondente a esta doenca é complexa, afetando vérios érgios, como
os rins, bago e pulmdo. Pacientes com AF sofrem com uma anemia hemolitica severa,
crises vaso-oclusivas, além de uma disfungdo cronica dos 6rgaos (Rees et al., 2010).

O termo anemia falciforme refere-se especificamente & homozigose do alelo B°, a
forma mais comum da doenca falciforme, e a doenca falciforme compreende a todos os
diferentes genétipos que causam a sindrome clinica caracteristica. Em populagdes de
origem étnica africana a anemia falciforme geralmente € responsavel por 70% dos casos de
doenca falciforme, sendo a maioria do restante dos casos doenca da hemoglobina SC
(doenga falciforme SC). Essa variante da doenca falciforme resulta da co-hereditariedade
dos alelos B° e B¢ e possui uma gravidade clinica intermedidria (Nagel et al., 2003). Devido
ao perfil étnico da populacdo brasileira, a incidéncia da doenca falciforme varia de 1 em
cada 650 a 4 mil nascimentos. Nos estados com maior concentracdo de afro descendentes a
prevaléncia desta doenca € mais alta, se tornando um grave problema de saude publica no
Brasil (Portal da Saude — 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 unica terapia aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration)
para tratamento dos pacientes com AF € a hidroxiureia (HU). Esta droga reduz a
concentracdo da HbS e falcizagdo das células vermelhas por aumentar os niveis de HbF
(Noguchi et al., 1988; Ware, 2013). A HU é um agente quimioterdpico que vem sendo
amplamente utilizado no tratamento da doenca falciforme devido ao seu baixo efeito toxico
(Platt et. al., 1984) e também por diminuir a frequéncia das crises vaso-oclusivas, a
sindrome tordcica aguda e diminui¢do da necessidade de transfusdo sanguinea (Charache et
al., 1995; Maier-Redelsperger et al., 1999). Com o tempo, varios outros efeitos benéficos
foram sendo atribuidos a essa droga, incluindo a diminui¢do da contagem de plaquetas e
leucdcitos, a diminui¢do da ativacdo do endotélio (Castro et al., 1994; Rogers, 1997;
Odievre et al., 2007; Colella et al., 2012), mudangas na expressdao de moléculas de adesao
(Covas et al., 2004; Gambero et al., 2007; Canalli et al., 2008) e a geracdo de 6xido nitrico
(Lou et al., 2009). Em geral, a hidroxiureia é bem tolerada e seu principal efeito colateral,
em curto prazo, ¢ uma mielossupressdo dose dependente, todavia muitos pacientes nao
respondem ao tratamento (Lankron et al., 2008).

Adicionalmente, o transplante alogénico de células-tronco da medula éssea ou de
sangue de corddo umbilical é uma terapia potencialmente curativa, embora apenas uma
pequena porcentagem dos pacientes seja submetida a esse procedimento, a maioria Sao
criangas com sintomas graves que possuem doadores irmaos HLA-compativeis. Contudo, o
transplante de células alogénicas acarreta o risco da doenga 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 inflamatério cronico

A AF € considerada uma doenca inflamatdria cronica (Hagar e Vichinsk, 2008),
sendo evidenciada pela contagem elevada de leucdcitos (Steinberg e Mohandas, 1994),
além da ativagdo anormal de granuldcitos e mondcitos (Fadlon et al., 1998; Lard et al.,

1999; Belcher et al., 2000; Inwald et al., 2000). A leucocitose na AF € um fator de risco
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para mortalidade e para complicacdes como sindrome tordcica aguda, acidente vascular
cerebral e choque hemorrédgico (Balkaran et al., 1992; Castro et al., 1994; Platt et al., 1994;
Ohene-Frempong et al., 1998; Kinney et al., 1999).

Virias caracteristicas tipicas da biologia da inflamacdo ocorrem na anemia
falciforme, como ativag@o da cascata de coagulacdo, niveis elevados de molécula de adesio
vascular (VCAM) soldvel e, algumas vezes, contagem elevada de plaquetas (Francis e
Hebbel, 1994; Duits et al., 1996). Além disso, os niveis de alguns mediadores inflamatérios
encontram-se elevados na AF, como por exemplo, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina 6 (IL-6), interleucina 1 beta (IL-1 B) e interleuctina 8 (IL-8) (Hagar e Vichinsk,
2008, Lanaro et al., 2009). Os niveis de proteina C reativa (PCR) sdo frequentemente
usados como marcador geral de inflamacdo sistémica em pacientes com AF, enquanto a
nivel molecular, os niveis de IL-6 ou interleucina 10 (IL-10, citocina anti-inflamatdria)
representam medidas mais confidveis da elevagdo da atividade inflamatoria nos pacientes
AF (Hebbel et al., 2004; Lanaro et al., 2009).

Em geral, os pacientes apresentam um quadro de hemdlise intravascular cronica que
pode induzir a inflamacdo, a disfun¢do endotelial, o estresse oxidativo, dentre outros efeitos
(Belcher et al., 2005; Kato et al., 2009). Além disso, as hemdcias falcizadas rigidas podem
também danificar a parede vascular e, uma vez ativado, o endotélio pode aumentar a
expressdo de moléculas de adesdo em sua superficie, consequentemente aumentando a
adesdo de células sanguineas a parede do vaso. A producdo continua de citocinas,
quimiocinas e outros mediadores inflamatérios pelo endotélio e células inflamatdrias,
perpetua o estado inflamatério cronico 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 neutrofilos no processo vaso-oclusivo da anemia falciforme

As crises vaso-oclusivas sdo a principal complicacdo aguda e a principal causa de
morbidade da doenca falciforme. A vaso-oclusdo compreende um processo multicelular

que parece ser iniciado pela adesdo de hemdcias e leucdcitos ao endotélio ativado, causando
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a obstrucdo dos vasos e isquemia tecidual. Embora esse processo necessite da
polimerizacio da HDbS, o evento que desencadeia essa obstrucdo € muitas vezes
inflamatério (Hebbel et al., 1980; Frenette, 2002; Turhan et al., 2002).

A adesdo de hemdcias falciformes a parede vascular contribui para a reducdo do
fluxo sanguineo e, eventualmente, pode levar a vaso-oclusdao. Contudo, a adesdo de
leucécitos também parece ter um papel fundamental neste processo, pois sdo células
grandes (12-15um), rigidas e seu recrutamento para o endotélio microvascular e
subsequente interacdo com as células circulantes sanguineas reduz o fluxo sanguineo nos
vasos, 0 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).

Leucécitos aderidos ao ldmen vascular podem alterar o fluxo sanguineo,
principalmente em vénulas de pequeno diametro; e durante a inflamacao, mais neutréfilos
podem ser recrutados, levando a obstrucdo do fluxo (Scheiermann et al., 2010). No cendrio
inflamatério da AF, dados de estudos em modelos animais in vivo indicam que o
recrutamento de leucdcitos, particularmente os neutréfilos, a parede do vaso pode promover
interagdes subsequentes com células vermelhas circulantes sanguineas (Turhan et al., 2002;
Turhan et al., 2004; Hidalgo et al., 2009). Sugere-se que esta adesdo secundaria de células
vermelhas a leucdcitos aderidos desempenhe um papel primordial na propagacdo e

iniciag@o do processo vaso-oclusivo (Natcher e Hidalgo, 2011; Manwani e Frenette, 2013).
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Figura 1. Mecanismo de vaso-oclusio na anemia falciforme. Costa ef al, 2013. O contato
direto das hemadcias SS e a presenca de hemdlise intravascular levam a ativacdo das células
endoteliais que revestem o vaso; a presenca do heme livre na circulacio tem efeito deletério no vaso
e ainda consome o 6xido nitrico (NO) sintetizado pelas células endoteliais. Juntamente com a
presenca de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS), a hipéxia e os vasoconstritores como
Endotelina-1 (ET-1), esses mecanismos contribuem para a ativag@o das células endoteliais. O estado
de hipercoagulabilidade leva a niveis aumentados de Fator Tecidual (FT), Fator ativador de
plaquetas (FAP), Fator de Von Willebrand (FvW) e ativacdo plaquetaria. A ativacdo do endotélio
também conta com a presenga das plaquetas ativadas no vaso sanguineo e a sua adesdo a parede
vascular. Apds sua ativacdo, as células endoteliais aumentam a expressdo das moléculas de adesdo
(como ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina) na superficie do vaso e também liberam mais citocinas e
quimiocinas como o IL-8, IL-6 e IL-1B, que com o TNF-q, contribuem para a inflamacao vascular e
a ativacdo das células sanguineas. Os leucécitos e as hemécias aderem a parede vascular devido a
sua ativacdo e expressdo de moléculas de adesdo e, também, podem haver interacdes heterotipicas
entre leucdcitos aderidos e hemadcias. A vasoconstricdo elevada e a obstrucdo fisica do vaso
ocasionam uma reducio no fluxo sanguineo com consequente hipdxia e falcizacdo das hemdcias,
dificultando a passagem de sangue, e finalmente na vaso-oclusio.

1.3.1 O recrutamento de neutrofilos no processo inflamatorio

Os neutréfilos correspondem a 70% das células de defesa nos seres humanos e
possuem uma meia vida curta (6-8h) na circulacdo periférica. Estas células participam da
resposta primdria a inflamagdo aguda e chegam ao local de inflamacdo por deixar a

circulacdo, aderir ao endotélio vascular ativado, migrando em dire¢do ao tecido inflamado

37



(Cascio et al., 2010; Natcher e Hidalgo, 2011). O recrutamento destas células para o local
da inflamacao € iniciado por sua captura e, em seguida, rolamento ao longo das vénulas nos
leitos vasculares periféricos e isto € mediado primeiramente pelas selectinas, que sdo
constituidas de trés tipos, L, E e P- selectinas (Issekutz, 1998; Hidalgo et al., 2007). A L-
selectina € expressa na ponta das microvilosidades dos leucécitos e estd envolvida na
adesdo destas células ao endotélio, a P-selectina estd estocada em plaquetas ativadas e
células endoteliais e se torna rapidamente expressa na superficie apds estimulo,
intermediando o rolamento leucocitario nas primeiras horas apos sinais inflamatorios. J4 a
expressdo de E-selectina é restrita ao endotélio e induzida por sinais de citocinas
inflamatérias como TNF-a e IL-1, promovendo o rolamento lento de leucécitos em vénulas
inflamadas (Tarrant e Patel, 2006; Hidalgo et al., 2007; Ley et al., 2007).

ApOs o rolamento inicial dos leucdcitos, as integrinas das células tornam-se
ativadas, levando a uma adesdo firme dos leucdcitos com o intuito de resistir ao
descolamento provocado pelo fluxo sanguineo (Alon e Feigelson, 2002; Long et al., 2004).
As integrinas s3o receptores heterodimeros presentes na superficie de leucdcitos,
consistindo de cadeias alfa (a) e beta (f) com grandes dominios de ligacdo extracelulares e
encurtados dominios citoplasmdticos. As mais relevantes para a migragcdo leucocitaria sao a
familia das B, integrinas, compreendendo as integrinas LFA-1 (antigeno -1 associado a
funcgdo linfocitaria; CD11a/CD18) e Mac-1 (antigeno de macrofago 1; CD11b/CDI8).
Estas moléculas sdo usualmente encontradas em um estado inativo em leucdcitos e nio sio
capazes de ligar aos seus ligantes, mas tornam-se adesivas apds estimulos ativadores
(Hilden et al., 2006; Tarrant e Patel, 2006).

Em seguida, os leucécitos 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. Apds esta migracdo transendotelial e
extravasamento dentro dos tecidos, o leucdcito deve receber novos sinais, frequentemente
na forma de gradientes de quimiocinas, para continuar o processo de recrutamento para o
local de inflamacdo (Tarrant e Patel, 2006; Lorenowicz et al., 2007), evitando assim, a
propagacdo da infec¢do enquanto uma resposta imune é montada (Scheiermann et al.,
2010). Cessado o estimulo inflamatério, hd uma necessidade urgente de reparo da les@o e o

retorno ao estado homeostatico, portanto, defeitos na funcdo neutrofilica, frequentemente,
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resultam em uma resposta inflamatéria anormal gerando danos vasculares ou nos 6rgaos

(Cascio et al., 2010).

1.4 Interacdes heterocelulares de neutréfilos na anemia falciforme

Ao aderir ao endotélio vascular, o neutréfilo fica em uma posicao estratégica que
permite que ele integre sinais entre as células endoteliais ativadas e as células circulantes
sanguineas (Scheiermann et al., 2010). A fisiopatologia do processo vaso-oclusivo na
anemia falciforme abrange uma variedade de interacdes adesivas entre células vermelhas,
leucécitos, endotélio e plaquetas e investigacoes nesta dindmica de interacdes
heterocelulares sdao 4reas potencialmente atrativas para pesquisa, pois elas contribuem para
o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos e pela melhora do quadro inflamatério nos
pacientes com AF (Telen, 2014). Estudos por microscopia intravital, em modelos de
camundongos transgénicos para a anemia falciforme, revelaram que a adesao de leucdcitos
em vénulas exerce um papel fundamental no processo de vaso-oclusdo por interagir com
hemdcias falcizadas e ndo falcizadas (Turhan et al., 2002; Chang et al., 2008; Hidalgo et
al., 2009; Almeida et al., 2012). Contudo, o mecanismo pelo qual as hemécias aderem aos
neutréfilos ainda nao foi elucidado.

Hidalgo e colaboradores (2009) forneceram evidéncias de interacdes celulares de
neutréfilos e hemadcias e neutréfilos e plaquetas na microcirculagdo sistémica de
camundongos apds estimulo inflamatdrio. Estes agregados foram responsaveis por lesdao
tecidual e o bloqueio das interagdes neutréfilo-plaqueta através da inibi¢do da fungdo da P-
selectina protegeu o camundongo desta inflamagdo endotelial. Outros pesquisadores
avaliaram subpopulacdes de leucdcitos (mondcitos, linfécitos e neutréfilos) de pacientes
com anemia falciforme, observando a capacidade destes leucécitos aderentes de capturarem
hemadcias falcizadas, utilizando um modelo de fluxo in vitro (Finnegan et al., 2007).

Pesquisas recentes t€m demonstrado um papel proeminente dos neutréfilos no inicio
e progressao da aterosclerose, como também ja foram descritos papéis em outras situacoes
em que ocorre disfuncdo endotelial como, por exemplo, em complicagdes cardiovasculares,
como hipercolesterolemia, hipertensido arterial, lesdo de isquemia e reperfusdo, dentre

outras condicdes inflamatorias intravasculares (Kaneider et al., 2002; Baetta e Corsini,
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2010). Nestes trabalhos foram observadas que interacoes diretas de neutréfilos e plaquetas,
mediadas por P-selectina na superficie da plaqueta, representam um primeiro passo na
formac¢do de um trombo leucocitico-plaquetdrio in vivo relacionado a formagdo de placas

ateromatosas (Kaneider et al., 2002).

1.4.1 Interacoes heterocelulares de neutrofilo-plaqueta

Virios estudos t€ém demonstrado que as interacdes fisicas de neutréfilos e plaquetas
podem aumentar a resposta inflamatdria e, consequentemente, levar a danos vasculares
(Clark et al., 2007; Zarbock et al., 2007). Estudos in vitro demonstraram que a ligacdo de
plaquetas lavadas ativadas a neutréfilos em suspensdo resultou na ativagdo destas células
(Ott et al., 1996; Kogaki et al., 1999) e estudos in vivo relataram o aumento da formacao de
agregados neutrofilo-plaqueta como resultado de processos inflamatérios (Gawaz et al.,
1995; Kirschenbaum et al., 2002, Li et al., 2014).

A formacdo de agregados neutréfilo-plaquetas € bem conhecida em condigdes
inflamatérias como sepse, aterosclerose e € sugerido que estes agregados podem contribuir
para a inflamacdo vascular e lesdo 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 formacao dos agregados de
plaqueta-neutréfilo em pacientes com AF (Polanowska-Grabowska et al., 2010) encontrou
evidéncias de que estas interacOes estdo aumentadas nestes pacientes comparados a
individuos sauddveis e que a P-selectina, expressa na superficie de plaquetas quando
ativadas, pode estar envolvida nestas interagdes. Além disso, a ativagdo plaquetdria pode
levar a um aumento da disfuncdo endotelial e alteragdes na liberagdo de fatores pro-
inflamatérios promovendo o recrutamento de neutréfilos e mondcitos e, consequentemente,
sua interagcdo a estas células (Garrido et al., 2012; Proenca-Ferreira et al., 2014). Estudos
recentes tem despertado interesse na resposta inflamatéria dos neutréfilos, mediada pela
producdo de NETSs (neutrophil extracellular traps), que sdo redes de cromatina que atuam
na resposta inflamatdria neutrofilica. Dados indicam que interagdes com plaquetas sdo

necessdrias para a producdo destas redes (McDonald et al., 2012). Mais recentemente foi
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observado que esta producdo de redes (NETs) por neutréfilos estdo aparentamente
aumentadas na AF (Cheng et al., 2014).

As interagdes de leucdcitos e plaquetas podem também ser encontradas em outras
condicdes caracterizadas por inflamacdo vascular, como TRALI (lesdo pulmonar aguda
relacionada a transfusdo), doenca 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 interacdes, além de refletir o estado ativado das plaquetas e leucdcitos
nestas doencas, t€m um papel na exacerbacdo da inflamacdo, acelerando o rolamento dos
leucécitos e aumentando a produgdo de quimiocinas e citocinas na imunidade (von
Hundelshausen et al., 2009).

Evidéncias indicam que interagdes de neutréfilos e plaquetas sdo mediadas pela P-
selectina (CD62P) nas plaquetas e seu ligante PSGL-1 (ligante 1 da glicoproteina P-
selectina) nos neutrofilos, representando potenciais alvos terapéuticos na prevencdo da
formacdo de trombos em doencas inflamatérias vasculares (Konstantopoulos et al., 1998;

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

1.4.2 Interacoes heterocelulares de neutrofilo-células vermelhas

A formagdo de agregados neutréfilo-hemadcias ndo € bem elucidada. Acredita-se que
as interacOes adesivas de eritrécitos com neutréfilos aderentes ativados possam levar a
vaso-oclusdo, em condi¢des de baixo fluxo (Goel e Diamond, 2002). Experimentos in vitro,
destacaram a presenca de agregados de células circulantes vermelhas a células
mononucleares em pacientes com AF, e o tratamento com HU reduziu a formagao destes
agregados (Chaar et al., 2010), enquanto a fibronectina foi relatada como a ponte de ligacao
de mondcitos a reticuldcitos na AF (Brittain et al., 2008). Em outro estudo in vitro (Zennadi
et al., 2008), hemacias de individuos AF foram incubadas com uma mistura de linfocitos e
mondcitos e observaram que estes leucdcitos se tornaram mais adesivos ao endotélio.

Em modelos de camundongos falciformes, as interagdes de hemadcias com
neutréfilos estavam aumentadas e foram responsaveis por uma vaso-oclusdao que levou a

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

Os ligantes envolvidos nas interagdes de neutréfilos com hemécias ainda ndo foram
identificados, mas moléculas como a molécula de adesdo intercelular 4 (ICAM-4) e a
proteina C3 do complemento nas hemadcias parecem estar envolvidas (Kaneider et al., 2002;
Zennadi et al., 2008; Hidalgo et al., 2009). Receptores de adesdo na membrana eritroide,
como ICAM-4 (Landsteiner-Weiner) e molécula de adesao celular basal/ grupo sanguineo
Lutheran (BCAM/Lu), podem se ligar a diversos ligantes celulares, incluindo integrinas ou
nao-integrinas. ICAM-4 liga-se as integrinas B1 e B2 expressas em leucdcitos (Bailly et al.,
1995; Hermand et al., 2000), a integrina avB3 de células endoteliais (Zennadi et al., 2004) e
a integrina ollbP3 de plaquetas (Hermand ef al., 2003). Em um estudo que avaliou as
moléculas de adesdo envolvidas nas interacoes de hemadcias com células mononucleares
(Chaar et al., 2010), foi observado que as moléculas BCAM/Lu e antigeno de expressao
tardia 4 (VLA-4), esta dltima expressa em reticuldcitos, podem estar envolvidas nestas
interacoes.

Nos neutréfilos, as moléculas possivelmente envolvidas nas interagdes neutréfilo-
hemadcias sdo as B2 integrinas LFA-1 e Mac-1 (Goel e Diamond, 2002; Hidalgo et al., 2009;
Scheiermann et al., 2010). Além disso, a molécula cluster de diferenciacdo 66 b (CD66b)
demonstrou ter um papel importante em mediar interacdes homotipicas e auxiliar a agdo da
integrina Mac-1 (Schmidt et al,, 2012). A identificacdo dos receptores responsaveis por
estas interacdes heterotipicas de neutréfilos pode contribuir para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas que previnam a formacdo destes agregados nas condigdes
inflamatérias vasculares, visto que a presenca destas interagdes participa de forma

significativa para o agravamento das complicacdes clinicas.
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Figura 2. Dinamica da interacio de leucdcitos as plaquetas e células vermelhas. Hidalgo et al., 2009
(traduzido) 1. Interacio de leucécitos e formacao dos microdominios. Neutréfilos rolam sobre as P- e
E- selectinas e os seus ligantes PSGL-1, CD44 e ESL-1. Estas interagdes induzem a atividade de membros da
familia das Src quinases (SFK) e ativam parcialmente as integrinas LFA-1 e Mac-1. CD44 e ESL-1 medeiam
o rolamento lento, resultando na ativacdo do neutréfilo que leva a polariza¢do de moléculas da borda posterior
a borda anterior desta célula. A presenca de receptores de adesdo ativados em leucdcitos intravasculares
permite interacdes com diferentes componentes do sangue. Em células polarizadas, as interacdes com
plaquetas sdo supostamente mediadas por PSGL-1 na borda posterior e por Mac-1 na borda anterior. A borda
anterior também medeia interagdes com células vermelhas circulantes. Os ligantes nas plaquetas e nos
eritrdcitos que participam destas interacdes ainda nio foram identificados. Como resultado destas interagdes,
sinais de fora para dentro sdo transmitidos pelas integrinas, que ativam ainda mais os neutréfilos aderidos e
promovem a liberagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). 2. Interacoes de plaquetas. Plaquetas
ativadas ou em estado basal rolam sobre o endotélio ativado ou estimulado podendo aderir firmemente.
Plaquetas em estado basal expressam GPIba e PSGL-1 que interagem ao fator de vonWillebrand (vWf) e P-
selectina expressas no endotélio, respectivamente. Durante a inflamagao, fibrinogénio ou fibrina promove a
agregacdo de plaquetas ativadas ou adesdo destas ao endotélio através da sinalizagdo de GPIIb/IIIa. Plaquetas
aderidas promovem recrutamento de leucdcitos através da P-selectina e podem exacerbar estados patoldgicos.
A ligag@o a leucécitos na circulagdo é mediada pela P-selectina e GPIba, pares de receptores/ligantes nao
caracterizados.
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1.5. Novas tecnologias para estudo dos processos adesivos das células

O campo da tecnologia de microfluidos tem despertado o interesse na drea
biomédica, pois esta tecnologia realiza experimentos in vitro com configuracdes que siao
suficientemente simples para serem utilizadas na préatica laboratorial didria, além de serem
necessdrias menores quantidades de células e reagentes, e permitirem levar a uma maior
compreensdo da fisiopatologia celular (Van der Meer et al., 2009).

Plataformas microfluidicas fornecem um ensaio celular baseado em situacdes
fisiologicas de fluxo continuo, realizando ensaios in vifro que mimetizam situacgoes in vivo
que ocorrem no fluxo sanguineo, reproduzindo de forma mais fidedigna estes mecanismos.
Entretanto, ensaios microfluidicos tradicionais, tais como placas com canais paralelos, ndo
reproduzem com precisdo a geometria e bifurcagdes encontradas in vivo na
microvasculatura e apenas mimetizam o fluxo em vasos com calibres maiores.

Avancos também vém sendo feitos na microscopia 6tica e de fluorescéncia, em que
a melhora das aquisi¢cdes de imagens por cameras acopladas a estes microscopios, fazem
com que a qualidade e tempo de aquisi¢do dessas imagens seja cada vez mais eficiente e
realista. Com isso, o uso de tecnologias modernas de imagem possibilita a visualizagdo das
interacdes celulares adesivas e estudos recentes tem focado na investigacdo de agregados
celulares homotipicos ou heterotipicos que podem estar presentes no sangue periférico em

diversas patologias e as consequéncias provocadas pela existéncia deles.
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2. JUSTIFICATIVA

Os neutroéfilos exercem uma funcao importante em diversas condi¢des inflamatdrias
e na anemia falciforme parecem ter papel iniciador no processo vaso-oclusivo. Entretanto,
as interacdes adesivas destas células com outros tipos celulares ndo estdo totalmente
elucidadas. Muito pouco se sabe sobre a presenca de agregados circulantes de neutréfilos
no sangue periférico e se estes agregados podem contribuir para a obstru¢do do fluxo em
vénulas de pequeno calibre.

Diante disso, estudar a formacgdo de interacdes heterotipicas de neutrofilos com
outras células circulantes ou aderentes e as moléculas de adesdo celular envolvidas nestas
interagdes, utilizando tecnologia de microfluidos, que mimetiza de forma mais realistica as
condi¢des 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 inflamagdo vascular encontrado em outras condigdes

inflamatorias.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar as interacdes heterotipicas dos neutr6filos com plaquetas, células vermelhas
e células endoteliais em pacientes com anemia falciforme (um modelo de doenca
inflamatoéria cronica vascular) e as moléculas de adesdo celular envolvidas nestas interacoes
utilizando, entre outras técnicas, a plataforma microfluidica Cellix VenaFlux que mimetiza

o mecanismo de adesdo celular sob fluxo in vitro.

3.2 Objetivos especificos

Trés subprojetos foram desenvolvidos:

1) Estudar as interagdes heterotipicas de neutréfilos previamente aderidos (a células
endoteliais ou ligantes endoteliais), com plaquetas ou hemadcias e observar as moléculas de
adesdo celular envolvidas nestas interacOes utilizando células provenientes de individuos

sauddveis e de pacientes com AF;

2) Verificar a presenca de agregados circulantes de neutréfilo-células vermelhas e
neutréfilo-plaquetas no sangue periférico obtido de pacientes AF e de individuos saudéveis,

além de investigar as moléculas de adesdo envolvidas nestas interagdes;

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

VenaFlux, para estudos dos processos vaso-oclusivos.
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4. CASUISTICA E ASPECTOS ETICOS

4.1 Casuistica

Subprojetos 1 e 3:

Para o grupo controle foram recrutados individuos sauddveis, que compreenderam
alunos, funciondrios e doadores de sangue do hemocentro da UNICAMP ou individuos
voluntdrios a pesquisa. Os pacientes com anemia falciforme (em terapia ou ndo com
hidroxiureia) foram recrutados do Ambulatério de Hemoglobinopatias do Hemocentro da

UNICAMP (Ver Tabela 1 para dados clinicos e demograficos para estes pacientes).

Subprojeto 2:

Neste projeto, o grupo controle compreendeu funciondrios (individuos saudaveis) 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
ambulatério de hemoglobinopatias do NHLBI, NIH (Ver Tabela 2 para dados clinicos e

demograficos para estes pacientes).

Aspectos comuns:

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

Nao estavam em uso de medicacdes anti-inflamatdrias, analgésicas ou de anticoagulantes;
Compreenderam as idades de 18 a 71 anos;

Estavam sem crises de dor ou transfusdes sanguineas por pelo menos 3 meses antes da data
de coleta das amostras.

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

coleta das amostras.
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4.2 Aspectos éticos da pesquisa

Este estudo foi aprovado em 26/10/2010 pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, Parecer n° 1005/2010, conforme previsto
na resolugdo n°. 196/96 do Conselho Nacional de Satide (CNS). Os experimentos realizados
no National Institutes of Health também passaram por avaliagdo e foram aprovados pelo
respectivo Comité de Etica 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 microfluidica VenaFlux® para ensaios de adesdo em fluxo e

avaliacio de interacOes heterocelulares in vitro

O sistema microfluidico VenaFlux (Cellix Ltd.) consiste de uma bomba de fluxo
Mirus™ nanopump 2.0 Evo que promove forcas de cisalhamento ou shear stress (forca
exercida pelo fluxo sanguineo em cada unidade de area de superficie endotelial - Toetsch et
al., 2009) controladas por um computador que se utiliza de um software especifico para
esta plataforma. Esta bomba promove um fluxo constante que desloca suspensdes celulares
aos microcanais de biochips desenvolvidos para uso neste sistema. O biochip € acoplado a
uma plataforma conectada a um microscopio Optico invertido (Carl Zeiss Axiovert CFL,
German) e este microscopio, por sua vez, possui uma camera digital (DeltaPix Camera,
Denmark) que adquire e transmite as imagens simultaneamente ao computador.

Os biochips utilizados na plataforma sdo feitos de plastico de alta qualidade e
contém 8 microcanais paralelos com 20 mm de comprimento e 400 ou 800 um de largura,
que podem ser revestidos com moléculas de adesdo recombinantes (ex. ICAM-1), proteinas
da matriz extracelular - MEC (ex. fibronectina) ou monocamadas de células endoteliais (ex.
HUVECs). Suspensdes de diferentes tipos celulares, ou até sangue total, podem ser
aplicadas a cada canal sob uma for¢a de cisalhamento determinada e a adesdo destas células
ao canal pode ser observada ao microscopio invertido e quantificada pelas imagens
adquiridas pela camera acoplada.

Portanto, a plataforma oferece um meio de avaliar a adesdo celular sob condi¢des
mais relevantes fisiologicamente e permite uma reproducdo mais fidedigna dos mecanismos

in vivo.

5.1.1 Separacio de neutrofilos

O sangue periférico, coletado em tubos contendo citrato de sédio (3,2%), foi
submetido ao gradiente de sedimentacdo 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 a temperatura ambiente. Apds a centrifugacdo, a
camada de células granulociticas foi separada, transferida e lavada com PBS (phosphate
buffer saline) 1X (pH=7,4) e, em seguida, foi realizada uma lise hipotonica (solu¢do de
amonia - 155mM NH4Cl, 10mM KHCOs) a fim de romper hemécias contaminantes.

Estas células foram novamente lavadas com PBS 1X, ressuspendidas neste tampao
na concentracdo estabelecida de 5X10° células/mL e foram imediatamente utilizadas no

ensaio.

5.1.2 Separacao de plaquetas

Aproximadamente 6 mL de sangue periférico foram coletados em tubos com ACD
(Acido Citrato Dextrose) de individuos controles e pacientes com anemia falciforme. Apds
centrifugacdo (20 min, 200xg, 21°C), o plasma rico em plaquetas (PRP) foi transferido para
outro tubo (cerca de 3 mL) com tampao de lavagem (aproximadamente de 5 mL, 140 mM
NaCl /0.5 mM KC1/ 12 mM citrato de s6dio / 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 puL de solu¢do de Krebs (118 mM NaCl /
25 mM NaHCO; / 1.2 mM KH;PO4 /1.7 mM MgSO4 / 5.6 mM glicose, pH=7,4). A
contagem de plaquetas foi realizada no contador automdtico AcT Diff™ (Beckman &
Coulter) e a concentracdo final foi ajustada na concentragdo de 2X10° plaquetas/mL para

utiliza¢do nos ensaios.

5.1.3 Separacio de células vermelhas

Amostras de sangue periférico coletadas em tubo com citrato de s6dio foram
centrifugadas por 10 minutos a 500xg para remocdo do plasma e buffy coat. O pellet de
eritrocitos contendo reticulocitos foi contado no contador automdtico AcT Diff™
(Beckman & Coulter, USA) e a concentragio foi ajustada, adicionando-se PBS, para 1X10’

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

A linhagem de células endoteliais obtidas do corddao umbilical humano foi adquirida
do banco da American Type Culture Collection — ATCC, Manassas, VA, USA (ATCC —
HUVECs CRL—173OTM) e cultivada, com o intuito de padronizar o uso de células
endoteliais nos microchips mimetizando o ambiente vascular encontrado in vivo.
Experimentos de adesdo e interagdes celulares foram realizados. Estas células foram
ressuspendidas em meio proprio 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 37°C e 5% de CO,, de acordo com instru¢des do
fornecedor. A contagem das células foi feita por hematocitometro e avaliada a viabilidade
pelo corante de azul de Trypan (concentragdo 1:4 de volume total e 5% de células), para a
realizacdo de subcultivos. As células foram usadas entre as 19°- 26° passagens € mantidas

em estufa a 37°C com 5% CO,.

5.1.5 Preparo dos biochips Vena8Fluoro+ ¢ Vena8Endothelial+

O biochip Vena8Fluoro+ contém 8 microcapilares com 400um de diametro cada,
dispostos de forma paralela para ensaios baseados na adesdo celular em fluxo. Cada
microcapilar pode ser revestido com diferentes tipos de moléculas de adesdao, como por
exemplo: proteinas da MEC, ICAM-1 recombinante, fibronectina (Fn), coldgeno, etc.,
permitindo a realizacdo de ensaios em que hd o intuito de verificar a funcdo adesiva de
determinado ligante.

Para o preparo do chip, foi adicionado 10uL do ligante (ICAM-1 10ug/mL, E-
selectina 2ug/mL, fibronectina 20ug/mL, ou laminina 8ug/mL) em cada canal, de forma a
preenché-lo completamente e, em seguida, este chip foi incubado em cimara umida a
temperatura ambiente por duas horas. Apos este periodo de incubacao, os canais do biochip
foram bloqueados com BSA (Bovine Serum Albumin) 1% por meia hora, a fim de evitar as
ligacOes inespecificas e, entdo, estes canais foram lavados duas vezes com PBS, tornando-

se prontos para a passagem das suspensoes celulares e avaliacido da adesao.
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O chip Vena8Endothelial+ contém 8 canais paralelos com 800um de diametro em
cada canal. Estes canais sdo previamente incubados ‘“overnight” com fibronectina
(100pg/mL) para no dia seguinte serem cultivadas as células endoteliais. Aproximadamente
1X10° células/100uL sdo dispensadas no interior de cada canal, até o seu preenchimento
(aproximadamente 8uL), avaliando-se a confluéncia ao microscopio invertido. O chip €
incubado em estufa a 37°C e 5% de CO, por aproximadamente 2 horas, para permitir a
adesdo e espalhamento das células endoteliais formando a monocamada necessdria para a

realizacdo dos ensaios.

5.1.6 Reagentes e proteinas recombinantes utilizados na plataforma microfluidica

Fibronectina (obtida de plasma humano solucio a 0,1% testado em cultura celular,
Sigma — FO895 — 2mg), utilizada na concentragdo de 20pug/mL para adesdao em fluxo de
neutréfilos e 100ug/mL para revestimento e cultivo de células endoteliais nos microcanais
do biochip;

Fibrinogénio (fraction I, from human plasma), Sigma — F — 4883, 500mg — utilizado
na concentragdo de S0ug/mL para promover a adesdo em fluxo de plaquetas;

TNF-o/TNFSFIA recombinante humano, Cat N. 210-TA, R&D systems,
Minneapolis, MN, USA - concentracdo de 10ng/mL, para indu¢do do estimulo inflamatério
em células endoteliais;

ICAM-1/CD54 recombinante humano, Cat N. ADP4, R&D systems, Minneapolis,
MN, USA — concentracao de 10pug/mL utilizada para promoc¢do da adesdo em fluxo de
neutroéfilos;

E-selectina recombinante humano, Cat N. ADP1, R&D systems, Minneapolis, MN,
USA — concentragao de 2ug/mL utilizada para promogdo da adesdo em fluxo de neutréfilos;

Laminina obtida de placenta humana, Sigma — L6274 — S5mg, utilizada na

~ 2 ~ s .
concentragdo de 2ug/cm” para ades@o em fluxo de hemécias.
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5.1.7 Avaliacdo das interacOes heterocelulares de neutréfilos na plataforma

microfluidica

Nos experimentos de interacdo de neutréfilos-plaquetas, neutréfilos foram
dispensados em fluxo por 3 minutos com um shear stress de 0,5d/cm? para que pudessem
aderir aos microcanais. A quantificacdo da adesdo foi feita através da contagem de células
estdticas nas imagens adquiridas nos primeiros 10 segundos e apds 2 minutos e 40 segundos
de fluxo das células. Em seguida, plaquetas foram dispensadas nos microcanais por mais 3
minutos a 0,5d/cm? para interagir aos neutréfilos aderidos; iniciou-se a tiragem sequencial
de fotos a cada segundo pela camera digital acoplada ao microscopio. A andlise e
quantificacdo das interacdes foram feitas, posteriormente, através da visualizacdo das 180
imagens adquiridas por canal. O mesmo foi feito quando foram primeiramente dispensadas
as plaquetas em fluxo (neutréfilos interagindo a plaquetas aderidas).

Para os experimentos de interagdo de células vermelhas a neutréfilos previamente
aderidos, estes foram dispensados nos microcanais por 2 minutos a 0,7d/cm’. A
quantificagdo da adesdo de neutrofilos foi feita através da visualizacdo de imagens
adquiridas nos primeiros 10 segundos e apds 1 minuto e 40 segundos. Em seguida, as
c€lulas vermelhas foram adicionadas em fluxo de 0,3d/cm2 por 2 minutos e uma foto a cada
segundo foi tirada pela camera para posterior andlise das imagens e quantificacdo destas
interacoes.

O numero de células aderidas foi avaliado visualmente em 3 diferentes posi¢des do
canal em um campo de 250 um x 330 um e as imagens adquiridas pela camera utilizando
objetiva com magnificacdo de 40X para os experimentos de adesdo e interacdo celular. Um
neutréfilo aderido foi considerado como aquele que permaneceu nas imagens por 30s ou
mais, enquanto uma intera¢do neutréfilo-hemadcia foi definida como a visualizacdo desta
interacdo (captura da imagem) de forma nitida por, no minimo, 1 aquisi¢do de imagem, o
que corresponde a um segundo. Este intervalo de tempo foi considerado baseado em
prévias publicagdes (Kaul er al.,, 2000; Kaul et al.,, 2004; Kalambur et al., 2004; Turham,
2004; Finnegan et al., 2007), por se tratar do tempo minimo necessdrio para poder
considerar como interag¢do celular e ndo como evento resultante das condi¢des de fluxo in

vitro. Interagdes mais breves nao representam uma captura celular real e dificilmente
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contribuirdo significativamente para uma oclusio vascular in vivo. As hemécias, neutréfilos

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 microfluidica (Cellix
VenaFlux, Ltd.), com o intuito de avaliar a adesdo e obstrucao de diferentes tipos celulares
circulantes sanguineos em canais que mimetizam e simulam a anastomose encontrada nos
microcapilares. Através da insercdo e disposi¢do de postes nos canais com 400um de
didmetro, reduziu-se o didmetro do caminho percorrido pelas células nestes microcanais de
40 a 10 pm, reproduzindo a geometria encontrada nos capilares in vivo. A obstru¢do
provocada pelas células, apds fluxo por 3 minutos a uma forca de cisalhamento de 0,2
dynes/cm®, quando dispensadas as hemdcias ou neutréfilos separadamente, ou 0,5
dynes/cm” quando as hemdcias foram dispensadas com os neutréfilos, foi quantificada
utilizando um software fornecido pela empresa Zeiss (AxioVision Le64 — Carl Zeiss
Microlmaging, GmbH, German). O software fornece os valores de obstrucdo em
histograma, baseado no escurecimento da imagem provocada pela adesdao de células nos
microcanais, assim, € feita uma comparacio com a foto 0 (tirada no momento 0 segundo do
fluxo de células), em que ndo ha células aderidas, com o escurecimento da imagem
promovido pela adesdo de células na foto 180 (tirada no momento 180 segundos do fluxo
das células). O delta, isto €, a subtracdo das medidas obtidas no momento 0 e 180 segundos,
foram representados nas andlises como unidades arbitrarias (U.A.). As imagens foram

adquiridas pela camera com objetiva de magnificacdo de 20X.

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

agregados heterocelulares de neutréfilos in vitro

N6s verificamos, através da tecnologia da citometria de fluxo com imagem,
Amnis® ImageStream”™ MKII imaging flow cytometer (Amnis Corporation, Seattle, WA,

USA), a presenca de agregados neutrdfilo-hemdcia e neutréfilo-plaqueta no sangue
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periférico coletado em tubo de heparina, obtido de pacientes AF e de individuos saudaveis.

Para identificacdo de agregados neutréfilo-plaqueta, o sangue periférico foi
submetido a lise das hemdcias, utilizando o tampao 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 distribuido na concentragdo de aproximadamente
1X107 células/mL em tubos de citometria. Para observacio dos agregados neutréfilo-
hemadcia, a amostra de sangue dos individuos foi submetida ao gradiente de sedimentacdo
por ficoll. Apds a centrifugagdo, a camada de células granulociticas foi separada,
transferida para tubos de citometria, realizada a marcacdo de células com anticorpos

fluorescentes e, em seguida, lidas ao citdmetro.

5.2.1 Preparo da citometria de fluxo e marcacio com anticorpos fluorescentes

Para a identificacdo dos agregados heterocelulares de neutréfilos, 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 marcagdo das proteinas e identificacdo dos
neutréfilos; mouse anti-human CD41a-FITC (557296), mouse anti-human CD62P-PE
(561921) para a marcacdo de plaquetas, e seus respectivos controles isotipicos - todos
provenientes da BD biosciences; mouse anti-human CD71-FITC (MHCD71014) e mouse
anti-human CD235a-PE (MHGLAO44) para a marcacdo das células vermelhas, foram
adquiridos da Caltag Invitrogen; e seus respectivos controles isotipicos. A incubacdo foi
feita por 25 minutos a temperatura ambiente e protegido da luz. Em seguida, as células
foram lavadas com PBS e a leitura feita no citdmetro de fluxo convencional ou com

imagem.

5.2.2 Uso de anticorpos bloqueadores de funcdo para identificacio das moléculas

envolvidas nos agregados heterocelulares

Anticorpos bloqueadores de fungdo anti-CD1la (MCA1848XZ), e anti-CDI11b
(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
peptideo inibidor de ICAM-4 foi adquirido da empresa Santa Cruz Biotech (SC-27685). Os

respectivos controles isotipicos foram adquiridos de cada empresa correspondente.

5.2.3 Analise e interpretacdo dos resultados

Para identificacdo dos agregados de neutréfilo a células vermelhas ou plaquetas no
citometro de fluxo convencional (FACSCalibur, BD Pharmingen, San Diego, USA), os
neutrofilos foram identificados com anticorpos anti-CD16 e através do gate SSC/FSC.
Neste gate identificamos a porcentagem de células duplo positivas para CD16
(neutrdfilos) e CD235a (células vermelhas), delimitando a populacdo de agregados
heterocelulares. A andlise foi feita através do software FACSDiva, do mesmo
fabricante.

A combinagdo do citometro de fluxo com imagem ImageStreamX e o software
IDEAS permite a determinacdo da média de intensidade de fluorescéncia da populagcdao
celular com imagem simultinea de cada célula no campo claro e em todos os canais
relevantes de fluorescéncia. Este equipamento fornece a oportunidade de conectar dados de
fluorescéncia com a morfologia da célula, tornando os dados mais consistentes e confidveis.
Para identificacdo dos agregados de neutréfilo-hemdcia e neutréfilo-plaqueta, células
positivas para a proteina CD66b (marcador para granuldcitos) foram adquiridas (~6000
eventos), as imagens foram adquiridas pela camera 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
identificacdo de agregados neutrdfilo-eritrocitos e CD66b e CD41a nos experimentos de
agregados neutrofilo-plaquetas. Através da funcdo delta-centroid foi possivel eliminar

células duplo positivas em um mesmo frame que ndo estavam agregadas.
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5.3 Analise estatistica

Os dados foram plotados em planilhas do Excel ou no software GraphPad Prism
version 5. Para as andlises estatisticas, inicialmente foram realizados testes para verificagao
da distribuicio normal dos valores: Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. Apods
verificagdo da distribuicdo dos valores, foram feitos testes paramétricos quando a
distribuicdo foi normal (teste t para dois grupos ou ANOVA seguido pelo pos-teste de
Bonferroni, para mais de dois grupos) ou quando a distribuicdo ndo seguiu os padrdes de
normalidade, foram realizados testes nao-paramétricos (Mann Whitney para dois grupos ou
Kruskal-Wallis seguido pelo pés-teste de Dunn, para comparacdes de 3 grupos ou mais).
Teste t pareado foi feito nas comparacdes entre diferentes anticorpos bloqueadores de
fun¢do utilizados em células de mesmo individuo em um mesmo ensaio. O teste de
Spearman (ndo-paramétrico) foi utilizado para as andlises de correlagdo. 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: Avaliacdo das interacOes heterotipicas de neutrofilos previamente

aderidos, pelo uso da plataforma microfluidica

Verificamos as interacoes de plaquetas ou células vermelhas com neutréfilos
previamente aderidos a células ou a ligantes endoteliais, através do uso da plataforma
microfluidica de adesdo em fluxo in vitro (Cellix VenaFlux Ltd). Para estes experimentos,
o sangue periférico de controles (individuos sauddveis) e pacientes com AF em terapia ou
ndo da HU, recrutados no ambulatério de hematologia do hemocentro da UNICAMP, foi
coletado e isoladas as células de interesse para realizacdo do ensaio. Segue abaixo, os dados
clinicos dos pacientes AF utilizados neste estudo (Tabela 1). Os controles foram pareados

aos pacientes em sexo ou idade quando possivel.

Tabela 1. Detalhes clinicos dos pacientes participantes deste estudo (populacao

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 (10'%/L) 2,66 (2,6; 1,7; 3,8) 2,23 (2,2; 1,1; 3,6)
Hematécrito (%) 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 (f1) 92,7 (90,1; 76,8; 118,5) 118 (118,6; 90.9; 150,4)

Reticulécitos (%) 16,4 (15.4; 5,6; 37.,3) 9,6 (8,9; 2,3; 28,3)
Contagem leucécitos (10°/L) 10,4 (10,4; 5,3; 14.,8) 6(5,6;2,7;11)
Contagem plaquetas (10°/L) 453 (462; 267; 729) 409,1 (358; 153; 1370)
HDbF (%) 7,8 (7,3;1,2; 18,4) 14,5 (14,5; 1,5; 28,3)

Com exceg¢do do sexo, todos os dados estdo representados como média (mediana; minimo; maximo)
valores para pacientes com AF em estado estdvel (AF), pacientes AF em terapia com HU (AFHU;
15-30 mg/kg/d). HbF, hemoglobina fetal.
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6.1.1 Padronizacio do uso da plataforma microfluidica para avaliacdo da adesdo e

interacdes celulares

A plataforma microfluidica Cellix VenaFlux foi adquirida em 2010 pelo nosso
laboratério e foram necessdrias algumas padronizacdes, j4 que naquele momento era um
sistema recente e ndo havia tecnologia semelhante no Brasil.

Primeiramente estabelecemos a forca de cisalhamento (shear stress) que seria
utilizada em nossos experimentos, de forma a corresponder a velocidade do fluxo
sanguineo encontrada em vasos de mesmo calibre in vivo, e definimos como O,Sd/cm2 0
shear stress utilizado para os chips com 400um de didmetro. Em seguida, estabelecemos a
concentracdo da proteina ligante fibronectina (ligante para neutréfilos) para revestimento
no biochip, 20ug/mL, e a de fibrinogé€nio (como ligante para plaquetas), 50ug/mL, para os
ensaios de adesao e, posteriormente de interacdo entre neutréfilo-plaqueta.

A concentragdo de células foi estabelecida de forma que ndo houvesse prejuizo
quanto a visualizacdo das células aderidas pelas imagens adquiridas. A concentracdo da
suspensdao de neutrdfilos foi definida para 5X10° células/mL, células vermelhas para
1X10’células/mL, enquanto as plaquetas em PRP ou lavadas na concentragio 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 Adesdo em fluxo in vitro de neutréfilos de individuos saudaveis e pacientes

com anemia falciforme

Avaliamos a adesdo em fluxo de neutréfilos a fibronectina (Fn; 20ug/mL) por 3
minutos, sob fluxo de O,5d/cm2, de células isoladas de controles saudaveis (CON) e
pacientes com anemia falciforme (AF) sem ou com o uso da terapia com hidroxiureia
(AFHU) (Figura 3). Apesar de observada uma tendéncia a um aumento na adesdo de
neutréfilos de pacientes AF (como visto anteriormente com ensaios de adesdo estitica in

vitro), este aumento nao foi estaticamente significante.
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Figura 3. Adesdo em fluxo de neutréfilos (5X10° /mL) a fibronectina (Fn; 20ug/mL) por 3
minutos, sob forca de cisalhamento de 0,5 d/cm? e 37°C. Células de individuos controles (CON,
n=23), pacientes AF (AF, n=08), pacientes AF em terapia com HU (AFHU, n=09). P>0.05. Foi
determinado o nimero de células aderidas num campo de visdo de 0.08mm”.

6.1.3 Adesao em fluxo in vitro de plaquetas de individuos saudaveis e pacientes

com anemia falciforme

A adesdo em fluxo (0,5d/cm?) de plaquetas ao fibrinogénio (Fb - 50ug/mL) foi
avaliada em células provenientes de individuos saudaveis (CON) e pacientes com anemia
falciforme (AF) sem ou com o uso da terapia com hidroxiureia (HU) (Figura 4). Entretanto,
apesar da discreta tendéncia a um aumento da adesdo em fluxo de plaquetas de células

provenientes de pacientes AF, essa diferenca ndo foi estatisticamente significante.
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Figura 4. Adesio em fluxo in vitro de plaquetas (2X10° /mL) ao Fibrinogénio (Fb; 50pg/mL) por 3
minutos, for¢a de cisalhamento de 0,5 d/cm? e 4 37°C. 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 niimero de células aderidas num campo de visdo de 0.08mm”.

6.1.4 Avaliacdo das interacOes heterotipicas de neutrofilos e plaguetas de individuos

saudavelis e pacientes com anemia falciforme

Analisamos a formacdo sob fluxo de 0,5d/cm’, das interagdes heterocelulares de
neutréfilos e plaquetas de individuos controles e pacientes AF. Para avaliacdo das
interagdes de plaquetas com neutréfilos aderidos, primeiramente foi dispensada a suspensio
de neutrdfilos 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 cAmera do microscépio, para a avaliagdo das interagcdes destas
células com os neutréfilos aderidos (Figura 5). Foi considerado como um evento de
interag@o o contato entre as células por 1 frame de imagem ou mais (Figura 6).

Nao observamos diferencas significativas quanto ao nuimero de interacdes das
plaquetas de controles ou de pacientes AF/AFHU com os neutréfilos previamente aderidos

destes individuos (Figura 5).
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Figura 5. Interacdes de plaquetas (Plq) com neutréfilos previamente aderidos; Neutréfilos (5X10°
/mL) de individuos controle (CON), (A) pacientes com anemia falciforme (AF) e (B) pacientes com
anemia falciforme em terapia com HU (AFHU) estavam aderidos a Fn (20pug/mL) através do ensaio
de adesdo em fluxo de 0,5 d/cm” e 37°C e, em seguida, o PRP (2X10® células/mL) de CON e
pacientes AF (A) ou AFHU (B) foi dispensado por 3 minutos a 0,5 d/cm’, e avaliadas as interacdes
heterotipicas das células. P>0.05. N=08 para todos os grupos.

Avaliando as interagdes de neutréfilos com plaquetas aderidas, foi feito o inverso,
comecando inicialmente o fluxo com o plasma rico em plaquetas, as quais aderiram ao
fibrinogénio e depois avaliamos a interacdo dos neutréfilos que foram dispensados
subsequentemente as plaquetas previamente aderidas. Ao se avaliar as interacOes de
neutrofilos de individuos controle e pacientes AF com ou sem uso da terapia com HU, as

plaquetas destes individuos que estavam aderidas ao fibrinogénio (Fb — 50ug/mL), ndo
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observamos diferencas significativas quanto ao nimero de interacdes de neutréfilos com

plaquetas aderidas nos grupos avaliados (Figuras 6 A e B).
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Figura 6. Interacdes de neutrdfilos (Neut) com plaquetas previamente aderidas ao Fb; Plaquetas
(2X10® /mL) de individuos controle (CON), (A) pacientes com anemia falciforme (AF) e (B)
pacientes com anemia falciforme em terapia com HU (AFHU) estavam aderidas ao Fb (50ug/mL)
através do ensaio de adesdo em fluxo de 0,5 d/cm” e 37°C e, em seguida, neutréfilos (5X10° /mL)
de CON e pacientes AF (A) ou AFHU (B) foram dispensados por 3 minutos a 0,5 d/cm’, e avaliadas
as interacOes heterotipicas das células. P>0.05. N=08 para todos os grupos.
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6.1.5 A influéncia da presenca de plaquetas aderidas nos microcanais na adesido de

neutrofilos ao fibrinogénio

Potencialmente, as plaquetas liberam varias quimiocinas e moléculas inflamatdrias
que, quando ativadas, podem influenciar na adesdo do neutréfilo a um ligante, sem a
necessidade de haver alguma interacdo entre os dois tipos celulares. Entdo, avaliamos o
nimero de neutréfilos que aderiram ao fibrinogénio quando ji haviam plaquetas aderidas
no canal do chip. Observamos uma tendéncia a um aumento do numero de neutréfilos de
pacientes AF comparado aos neutréfilos de CON, que aderem durante o fluxo de 3 minutos
(Figura 7). Em adicdo, a presenca de plaquetas de pacientes AF aparentemente aumenta a

habilidade dos neutréfilos de controles e de pacientes AF a aderir ao fibrinogénio.
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Figura 7. Adesdo em fluxo in vitro de neutréfilos (Neut) de individuos controles (CON) e pacientes
AF em terapia ou ndo com a HU, na presenca de plaquetas (CON e pacientes AF) previamente
aderidas aos microcanais revestidos com Fb (50pg/mL). Fluxo de 3 min., forca de cisalhamento de
0,5 d/cm® e a 37°C. P>0.05. N=7 para todos os grupos. Foi determinado o nimero de células
aderidas num campo de visdo de 0.08mm’.
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6.1.6 Interacio de células vermelhas a neutrofilos previamente aderidos a

fibronectina

Realizamos alguns experimentos preliminares para observacdo das interacdes de
células vermelhas com neutréfilos previamente aderidos a Fn, que foi utilizada como
ligante no biochip. Entretanto, ndo foram encontradas diferencas significativas quanto ao
numero de interacdes de hemdacias com cada neutréfilo aderido nos microcanais entre os
grupos de controle e pacientes AF avaliados (Figura 8 A). Avaliando-se a duragdo em
segundos das interacdes de hemadcias com os neutrdfilos aderidos a Fn, também nao

observamos diferencas entre os grupos de pacientes AF e controles (Figura 8 B).
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Figura 8. (A) Média do nimero de interagdes de hemécias (1X10’ /mL) por neutréfilo autélogo
(5X10° /mL) aderido a proteina recombinante fibronectina (20pug/mL) num biochip (canal 400 pm);
(B) Duragdo em segundos da captura de hemadcias por estes neutrdfilos; Neutrdfilos foram
permitidos a aderir por 2 minutos (0,7 d/cm?), em seguida, foram adicionadas hemécias em fluxo
por 2 minutos (0,3 d/cm®) e avaliada as interacdes 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 Padronizacio da adesdao em fluxo de neutréfilos a células endoteliais HUVECs

Avaliamos a adesdo em fluxo in vitro de neutréfilos as células endoteliais HUVECs.
Na auséncia de estimulo inflamatério, poucos neutréfilos ou nenhum aderiram as HUVECs,
0 que inviabilizaria os experimentos posteriores de interacdo, ji que haveriam poucos
neutrofilos aderidos aos canais (Figura 9 A, B). Trabalhos de nosso e outros laboratérios
mostraram que o estimulo de células endoteliais com TNF-a resulta na sua ativagdo e

expressdo das moléculas de adesao ICAM-1 e E-selectina (Finnegan et al., 2007; Mako et
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al., 2010; Canalli et al., 2011). Entdo, observamos a adesdo destas células apds estimulo
com TNF-a (10ng/mL) e mensuramos uma adesdo de aproximadamente 60 neutréfilos

(controles) por campo analisado (Figura 9 A, C).
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Figura 9. (A). Adesio de neutréfilos de individuos controles (5X10° /mL) as HUVECs (1X10’
/mL/canal) cultivadas em biochips (800um), na auséncia ou presenga de estimulo inflamatdrio
promovido pelo TNF-a (10ng/mL por 3h). Fluxo de 3 minutos, sob forca de cisalhamento de 0,5
d/ecm®a 37°C; n=05. *P<0.05 de acordo com teste t pareado. Imagens representativas de neutréfilos
controles aderidos a HUVECs (B) sem estimulo (basal) e (C) ativadas por TNF-a. Foi determinado
o nimero de células aderidas num campo de visio de 0.08mm?, com objetiva de magnificacio de
40X.

Assim, definimos a concentracdo e tempo de incubag¢do do estimulo com TNF-a
nestas HUVECs (10ng/mL; 2h), bem como a velocidade do fluxo a ser aplicada (0,7d/cm2),
para serem realizados os ensaios de adesdo e interagdes heterocelulares. Subsequentemente,
realizamos ensaios de adesdo de neutréfilos de controles e pacientes com AF (em uso ou
nao da terapia de HU) as HUVECs (Figura 10), entretanto ndo observamos diferencas

significativas quanto aos valores de adesdo dos neutrofilos as células endoteliais.
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Figura 10. Adesdo de neutrdfilos (5X10° /mL) as HUVECs (1X10” /mL/canal) cultivadas em
biochips (800um), na presenca de estimulo inflamatério promovido pelo TNF-a (10ng/mL; 2h).
Fluxo de 2 minutos, sob for¢a de cisalhamento de 0,7 d/cm®. 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 nimero de células aderidas num
campo de visdo de 0.08mm>.

6.1.8 Interacio de células vermelhas a neutrofilos previamente aderidos a células

endoteliais HUVECs

Avaliamos as interagdes de hemacias com os neutrdfilos aderidos a HUVECs.
Hemacias (1X107 células/mL) provenientes de individuos sauddveis (CON), pacientes AF
(AF) e pacientes AF em terapia com HU (AFHU) foram dispensadas por 2 minutos a
0,3d/cm’ (fluxo lento) e avaliadas as interacdes com os neutrdfilos autélogos previamente
aderidos as HUVECs (estimuladas com TNF-a). Foi quantificada a média do numero de
hemadcias que interagiram aos neutréfilos aderidos (Figura 11 A) e a média da duracdo em
segundos destas interacdes (Figura 11 B). Os resultados demonstram que eritrécitos de
pacientes AF interagiram significativamente mais aos neutréfilos autélogos aderidos as
células endoteliais comparados as células de controle e pacientes AF em terapia com HU. A

duracdo em segundos destas intera¢des nao diferiu entre os grupos avaliados.
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Figura 11. (A) Média do nimero de interagdes de hemdcias (1X10’ /mL) com os neutréfilos
autélogos (5X10° /mL) aderidos as HUVECs (1X10’/mL/canal; TNF-a. 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) Duragdo em segundos da captura de hemdcias por estes
neutréfilos; Neutréfilos foram permitidos a aderir por 2 minutos (0,7 d/cmz) e, em seguida, foram
adicionadas hemacias em fluxo por mais 2 minutos (0,3 d/cm?). Células provenientes de Controle
(CON, n=10), pacientes AF (AF, n=12) e pacientes AFHU (AFHU, n=09); (C) Imagem adquirida
com objetiva de magnificacdo de 40X, de neutrdfilos aderidos a HUVECSs e hemécias em fluxo e
representagdo em maior aumento (quadrante branco - imagem ampliada em 11 X) da interagdo
neutréfilo-hemadcia; seta branca apontando hemaécia.

6.1.9 Adesdo em fluxo in vitro de células vermelhas a laminina

Devido a ndo observagdo de diferencas significativas quanto a ades@o de neutréfilos

AF comparada a de neutréfilos CON, as células endoteliais e pelo fato de termos observado
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um ndmero elevado de interacdes de hemécias com neutréfilos no grupo AF, nés avaliamos
a adesdo de células vermelhas a laminina, um ligante para a molécula de adesio BCAM/Lu
expressa nas células vermelhas. Comparando-se a adesdao de hemadcias provenientes dos trés
grupos, observamos um aumento significativo da adesd@o de hemadcias provenientes do
grupo de pacientes AF comparada aos grupos CON e pacientes AFHU (Figura 12). Apesar
de ndo ser um processo de adesdo firme e prolongada como encontrado nos neutréfilos, as
hemadcias AF resistem mais ao shear stress provocado pelo fluxo comparadas as hemadcias

de controles.
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Figura 12. (A). Adesdo de hemdcias (5X10° células/mL) 2 laminina (2pg/cm2) por 3 minutos, sob
forca de cisalhamento de 0,5 d/cm®. 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 magnificacdo de 40X, da adesdo de hemdcias de paciente
AF em microcanal em campo de visdo de 0.08 mm®.

6.1.10 Avaliacdo do papel das hemadcias na ocorréncia das interacdes neutréfilo-

hemacia

Investigamos se as células vermelhas seriam o tipo celular responsavel pela maior
ocorréncia de interagdes neutréfilo-hemécia de células provenientes de pacientes AF. Para
isso, realizamos experimentos de interagdo de células vermelhas a neutréfilos heterélogos

aderidos a HUVEQ s, isto €, dispensamos hemdcias de controles ou de pacientes AF para
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interagir a neutréfilos de controles ou pacientes AF que estavam aderidos a HUVECs
estimuladas por TNF-a.

Apesar de os resultados ndo terem sido significativos, observamos que as hemaécias
de pacientes AF parecem interagir mais aos neutréfilos comparadas as células vermelhas de
controles (Figura 13), sugerindo um papel principal das células vermelhas nestas

interacoes.
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Figura 13. Média do nimero de interagdes de hemdcias (1X10” células/mL) por neutréfilo néo-
autlogo (5X10° células/mL) aderido a HUVECs cultivadas no biochip; Neutréfilos foram
permitidos a aderir por 2 minutos (0,7 d/cm®) e, em seguida, foram adicionadas hemécias em fluxo
por 2 minutos (0,3 d/cm?) e avaliadas as interacdes heterotipicas. Células provenientes de controles
(CON, n=10) e pacientes AF (AF, n=10); P>0.05.

6.1.11 Interacio de células vermelhas a neutréfilos previamente aderidos a proteina

ICAM-1 ou E-selectina

Avaliamos as interacdes de hemdcias com neutréfilos aderidos as principais
moléculas de adesdo expressas no endotélio: ICAM-1 e E-selectina. Neutréfilos de
pacientes com AF e controles foram dispensados nos canais por 2 minutos (0,7d/cm?), para
permitir a adesdo a parede do microcapilar e, em seguida, hemdcias autdlogas foram
perfundidas por mais 2 minutos (0,3d/cm?) pelos microcanais para observacio da

ocorréncia das interacdes. Nao foram observadas diferengas significativas quanto ao
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nimero e duracdo (em segundos) das interagdes de hemdcias com os neutrdfilos
previamente aderidos a proteina ICAM-1, nos grupos controle e pacientes com AF com e
sem a terapia com HU (Figura 14).

Também avaliamos as intera¢des de hemdacias com neutréfilos aderidos a proteina
recombinante humana E-selectina (2ug/mL) entre os grupos de pacientes com AF com e
sem a terapia com HU e individuos controle. Da mesma forma que nos experimentos
utilizando a ICAM-1 como ligante, ndo observamos diferencas quanto ao nimero de
interacoes de hemadcias por neutrofilo aderido a E-selectina nos grupos avaliados (Figura 15
A). Contudo, quando quantificada a durag¢do das interacOes heterotipicas em neutréfilos
aderidos a proteina E-selectina, observamos que a duracdo das interacdes entre células

provenientes de pacientes AF ¢€ 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 niimero de intera¢des de hemécias (1X10’ /mL) com neutréfilos autélogos
(5X10° /mL) aderidos a proteina recombinante ICAM-1 (10ug/mL) nos microcanais dos biochips;
(B) Duragdo em segundos da captura de hemadcias por estes neutréfilos; P>0.05. Neutréfilos foram
permitidos a aderir por 2 minutos (0,7 d/cmz) e, em seguida, foram adicionadas hemdcias em fluxo
por mais 2 minutos (0,3 d/cm?). Células provenientes de Controle (CON, n=08), pacientes AF (AF,
n=05) e pacientes AFHU (AFHU, n=05); (C) Imagem adquirida com objetiva de magnificacdo de
40X, de neutrdfilos aderidos a ICAM-1 e hemdcias em fluxo e representacio em maior aumento

(quadrante branco - imagem ampliada em 12 X) da interagdo neutrdfilo-hemadcia; seta branca
apontando hemaécia.
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Figura 15. (A) Média do nimero de interagdes de hemdcias (1X10’ /mL) com neutréfilos autélogos
(5X10° /mL) aderidos a proteina recombinante E-selectina (2ug/mL) nos microcanais dos biochips;
(B) Duragdo em segundos da captura de hemadcias por estes neutréfilos; **P<0.01 comparado ao
grupo controle, de acordo com ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. Neutrdfilos foram
permitidos a aderir por 2 minutos (0,7 d/crnz) e, em seguida, foram adicionadas hemécias em fluxo
por mais 2 minutos (0,3 d/cm?). Células provenientes de Controle (CON, n=10), pacientes AF (AF,
n=06) e pacientes AFHU (AFHU, n=05); (C) Imagem adquirida com objetiva de magnificacio de
40X, de neutréfilos aderidos a E-selectina e hemécias em fluxo e representagdo em maior aumento
(quadrante branco — imagem ampliada em 12X) da interacdo neutrdfilo-hemacias; seta branca
apontando as hemécias.
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6.1.12 Interacdo de células vermelhas a neutréfilos previamente aderidos as

proteinas ICAM-1 e E-selectina

Quantificamos as interagdes de hemadcias com neutréfilos aderidos as proteinas
recombinantes ICAM-1 (10 pug/mL) e E-selectina (2 ug/mL), quando incubadas juntas no
biochip. No entanto, ndo foram observadas diferencas quanto ao nimero de interagdes de
hemadcias por neutréfilo aderido a estas proteinas entre os grupos de pacientes AF e controle
(Figura 16 A). Ao avaliarmos a duracdo destas interacOes heterocelulares, observamos que
assim como nos experimentos com somente a E-selectina, hemécias provenientes de
pacientes AF sem tratamento com HU interagem por mais tempo com neutréfilos autélogos
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 duracio das interacdes de hemdcias (1X10’ /mL) por neutréfilo autélogo
(5X10° /mL) aderido as proteinas recombinantes E-selectina (2 pg/mL) ¢ ICAM-1 (10pg/mL)
(biochips recobertos com ambas as proteinas ICAM-1 e E-selectina); (B) Duracdo em segundos da
captura de hemadcias por estes neutréfilos; *P<0.05, comparado ao grupo controle, de acordo com
ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. Neutréfilos foram permitidos a aderir por 2 minutos (0,7
d/ecm?) e, em seguida, foram adicionadas hemdcias em fluxo por mais 2 minutos (0,3 d/cm?).
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 interacoes de células vermelhas com neutréfilos aderidos a

diferentes ligantes e a células endoteliais HUVECs

Agrupamos em grificos o nimero das interacdes de células vermelhas com
neutréfilos aderidos as proteinas recombinantes ja avaliadas: E-selectina, ICAM-1, E-
selectina + ICAM-1, e células endoteliais do tipo HUVEC (Figura 17 A), bem como a
duracdo em segundos destas interacdes (Figura 17 B). Observando os graficos com o
resumo das interacdes, € possivel sugerir que, comparado as proteinas recombinantes, o
numero de interacOes heterocelulares neutréfilo-eritrocitos parece ser menor quando os
neutréfilos estdo aderidos a HUVECS, entretanto, a duracdo destas interagdes parece ser
maior, isto €, interagdes mais estdveis quando estes neutrdfilos estdo aderidos a estas

células.
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Figura 17. (A) Média do nimero e (B) duraco de interacdes de hemdacias (1X10” células/mL) com
neutréfilos autélogos (5X10° células/mL) aderidos as proteinas recombinantes E-selectina (2ug/mL;
n>05), ICAM-1 (10pg/mL; n>05), E-selectina + ICAM-1 (n>05) e HUVECs (human vein
endothelial cells — 1X10" células/mL; n>09), no biochip. Neutréfilos foram permitidos a aderir por
2 minutos (0,7 d/cm?) e, em seguida, foram adicionadas hemdcias em fluxo por mais 2 minutos (0,3
d/cmz). 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.
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6.2 Subprojeto 2: Avaliacdo dos agregados heterocelulares circulantes de neutréfilos

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 presenca de agregados de neutréfilo-plaqueta e
neutréfilo-eritrécito no sangue periférico obtido de pacientes com anemia falciforme (AF) e
individuos saudéveis, que foram recrutados no ambulatério 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 possivel. Os dados clinicos dos

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

Tabela 2. Detalhes clinicos dos pacientes participantes deste estudo (populacio

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 (10'%/L)
Hematocrito (%)
Hemoglobina (g/L)

Vol. Corpuscular médio (f1)
Reticulocitos (%)
Contagem leucdcitos (10°/L)
Contagem plaquetas (10°/L)
HbF (%)

2,9(2,8;2,2;3,7)
24,4 (23,7; 18,6; 23,6)
8,4 (8,1; 6,8; 9,6)
84,8 (84,2;74,1; 97,7)
14,1 (11,65 6,5; 22)
9.509,7;7,8; 11)
353 (359; 125; 530)
7,9 (7,5; 2,25 13,7)

2,26 (2,1;1,7; 3,1)
24,3 (24,8; 19,5; 30,1)
8,5 (8,5; 6,5; 10,9)

108,6 (111; 78; 133,2)
7.2 (6;3,5; 13,7)
6,4 (5,9;3,1; 12,7)
411,3 (314,5; 104; 1750)
18,15 (19,9; 2,9; 29,9)

Com excec¢do do sexo, todos os dados estdo representados como média (mediana; minimo; maximo)
valores para pacientes com AF em estado estavel (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 neutréfilo-plaqueta in vitro de

controles e pacientes AF

Quantificamos a porcentagem de neutrdfilos 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 hemdcias e, em seguida, analisando pelo citdmetro de fluxo com
imagem, através da marcacdo com anticorpos fluorescentes para identificagcdo de
neutrdfilos e plaquetas (Figura 18 A e B). A porcentagem de neutréfilos CD66b+ agregados
a plaquetas CD41a+ encontrados no sangue periférico de pacientes AF em uso ou nio da
terapia com HU, foi significativamente maior comparada a de individuos controles (Figura

18 A).
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Figura 18. (A) Porcentagem de neutréfilos (CD66b+) agregados a plaquetas (CD41a+) de células
obtidas do sangue periférico de individuos sauddveis (Controle, n=12), pacientes com AF com/sem
uso de HU (AF, n=15), identificados pela citometria de fluxo com imagem através da marcagdo
com anticorpos fluorescentes contra proteinas de superficie de neutréfilos e plaquetas. **P<0.01,
comparado ao grupo controle, de acordo com teste de Mann-Whitney. (B) Imagens representativas
de neutréfilo 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 nio de

HU, se correlacionou positivamente com a porcentagem de agregados neutréfilo-plaqueta
(Figura 19).
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Figura 19. Correlacdo do nimero absoluto de plaquetas com a porcentagem de agregados de
neutréfilo-plaqueta presentes no sangue periférico de pacientes AF; R, =0.53; *P<0.05, correlacéo
nio-paramétrica de Spearman; n=15.

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

expressao de P-selectina na superficie das plaquetas agregadas

Quantificamos a porcentagem de neutréfilos agregados a plaquetas ativadas, isto €,
plaquetas positivas para a molécula P-selectina (CD62P+) em sua superficie, no sangue
periférico de pacientes AF (com e sem a terapia de HU) e controles. Neutréfilos CD66b+
de pacientes AF estavam significativamente mais agregados a plaquetas ativadas,

expressando P-selectina, comparados aos neutréfilos de individuos controles (Figura 20).
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Figura 20. Porcentagem de neutréfilos (CD66b+) agregados a plaquetas ativadas
(CD41a+/CD62P+) provenientes do sangue periférico de individuos sauddveis (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 marcag@o de anticorpos fluorescentes contra proteinas de superficie
de neutrdfilos e plaquetas. **P<0.01, comparado ao grupo controle, de acordo com teste de Mann-
Whitney.

A expressao de CD62P (P-selectina) na superficie de plaquetas agregadas aos
neutrdfilos foi avaliada e, no entanto, ndo foi encontrada diferenca entre a média de
intensidade de fluorescéncia nos grupos de controle e pacientes AF em uso ou ndo da

terapia com HU (Figura 21).
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Figura 21. Média de intensidade de fluorescéncia (MFI) da molécula CD62P (P-selectina) expressa
em plaquetas (CD41a+) agregadas aos neutréfilos (CD66b+) in vitro, de individuos sauddveis
(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 Identificacao das moléculas de adesdo envolvidas nos agregados de neutréfilo-

plaqueta em pacientes AF

Avaliamos as possiveis moléculas de adesdo envolvidas nos agregados neutréfilo-
plaquetas no sangue periférico de pacientes AF em uso ou ndo de HU, utilizando anticorpos
bloqueadores de fun¢do das integrinas CD11a (LFA-1), CD11b (Mac-1), que sdo integrinas
B> expressas em neutréfilos e da molécula CD62P (P-selectina) expressa em plaquetas.
ApOs a incubacdo com anticorpos bloqueadores destas proteinas, quantificamos o nimero
de agregados neutréfilo-plaqueta, através da citometria de fluxo com imagem. Observamos
ao bloquear a integrina Mac-1 bem como a molécula P-selectina, uma reducgao significativa
da porcentagem de agregados de neutréfilo-plaqueta no sangue destes pacientes comparada
ao controle isotipico, sugerindo que estas moléculas estariam envolvidas na formagdo das

interacdes de neutréfilo-plaqueta nestes pacientes (Figura 22).
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Figura 22. Porcentagem de neutrdfilos agregados a plaquetas em pacientes AF + AFHU (n>05)
apo6s incubacdo das células com IgGl=controle isotipico, anticorpos bloqueadores de funcdo das
moléculas CD11a (LFA-1), CD11b (Mac-1), expressas em neutréfilos e anti-CD62P (P-selectina)
expressa em plaquetas; **P<0.01, ****P<(0.0001, de acordo com teste t pareado, comparado ao
controle isotipico.

96



6.2.4 Porcentagem de agregados heterocelulares de neutréfilo-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
neutrdfilos a células vermelhas no sangue periférico por esta técnica. Também verificamos
a presenca destes agregados no sangue periférico de controles e pacientes AF oriundos do
ambulatério de hemoglobinopatias do NIH, USA, utilizando a tecnologia da citometria de
fluxo com imagem. Em ambas as populacdes (brasileira e americana) e tecnologias
(citometria de fluxo convencional e com imagem) foram identificadas maiores
porcentagens de neutrofilos agregados a células vermelhas no sangue periférico de
pacientes AF (em uso ou nio 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 individuos sauddveis.
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Figura 23. (A) Porcentagem de neutréfilos (CD16b+) agregados a células vermelhas no sangue
periférico de individuos saudaveis (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 neutréfilos (CD66b+) agregados a células vermelhas no sangue periférico de
individuos saudaveis (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 Identificacao das células vermelhas presentes nos agregados heterocelulares de

neutrofilo-células vermelhas

Avaliamos qual tipo de célula vermelha estaria mais envolvida nestes agregados
heterotipicos, de acordo com o estdgio de maturac@o destas células, utilizando a marcacao
fluorescente positiva para CD71, marcador para transferrina, expresso preferencialmente na
superficie de células vermelhas imaturas (reticuldcitos).

Observamos que pacientes AF, com e sem o uso da hidroxiureia, em ambas as
populacdes brasileira e americana (Figura 24 A e B, respectivamente), demonstraram uma
maior porcentagem de neutréfilos agregados a reticuldcitos comparada a de controles,
sugerindo uma maior participacao de eritrocitos imaturos (reticuldcitos) na formacgao destes
agregados. A porcentagem de hemdcias agregadas aos neutréfilos também foi maior no
grupo de pacientes AFHU comparada ao grupo controle na populacio brasileira e, apesar
de ndo ter sido significativa, observou-se uma tendéncia a uma maior porcentagem de
agregados de neutréfilo-células vermelhas maduras no grupo de pacientes AFHU na

populacdo americana.
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Figura 24. (A) Porcentagem de neutréfilos (CD16b+) agregados a células vermelhas no sangue
periférico de individuos sauddveis (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 neutréfilos (CD66b+) agregados a células vermelhas no sangue periférico de
individuos saudaveis (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 neutréfilos CD66b+ (cor roxa) agregados a reticuldctios
(CD235a+ = cor amarela; CD71+ = cor verde) ou hemacias (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 Expressdo das integrinas f3,: LFA-1 (CDI11a), Mac-1 (CD11b) e da proteina

CD66b na superficie de neutréfilos

Avaliamos a expressao das subunidades a das integrinas LFA-1 (CDI11a) e Mac-1
(CD11b) e de CD66b (proteina especifica de granuldceitos) na superficie dos neutréfilos de
pacientes AF e individuos controles agregados e ndo-agregados as células vermelhas
(Tabela 3). A porcentagem de neutréfilos positivos para estas moléculas foi de
aproximadamente 100%, entdo nds quantificamos a média de intensidade de fluorescéncia
(MIF) destas células. Analisamos os neutrofilos ndo agregados a hemdcias (neutrdfilos
single), neutrdfilos agregados a eritrécitos (neut-eritrocitos), agregados a eritrocitos
imaturos (neut-reticuldcitos) e agregados a hemdcias (neut-hemdcias) dos individuos do
estudo. Observamos diferenga significativa apenas na expressdo da subunidade o da
integrina LFA-1 nos neutrofilos ndo-agregados de pacientes AF em tratamento com HU
comparados aos de controles (P<0.05), entretanto ndo observamos diferencas quanto a
expressao de ambas as integrinas f; e da proteina CD66b nos agregados heterocelulares de

neutréfilo-células vermelhas entre pacientes AF e controles (Tabela 3).
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Tabela 3. Média de intensidade de fluorescéncia das integrinas p,: LFA-1 (CD11a),
Mac-1 (CD11b) e da proteina CD66b na superficie de neutrofilos

CON AF AFHU valor de P
CDl11a
Neutrofilos single 25.253 (£2.271)  29.080(%2.674) 33.380 (£3.059)  *p<0.05
Neut-eritrocitos 31.083(£2.764)  34.993(£2.830) 40.467(+4.844) NS
Neut-reticulocitos 41.360(£5.933)  37.396(£3.240) 40.631(+4.821) NS
Neut-hemacias 29.879(£2.734)  31.524(£2.671) 38.480(£5.245) NS
CD11b
Neutrofilos single 40.888(+2.435) 41.746(£3.943) 43.577(+4.306) NS
Neut-eritrocitos 43.491(£2.560) 44.065(£4.396) 46.121(+4.609) NS
Neut-reticulocitos 51.168(£3.099)  44.365(+4.309) 46.788(+4.885) NS
Neut-hemacias 41.766(£2.703)  42.845(+4.446) 44.7747(+4.735) NS
CD66b
Neutrofilos single 40.527(+£3.384)  42.725(+6.828) 46.345(+5.235) NS
Neut-eritrocitos 40.601(+3.611)  43.089(6.762) 47.738(x4.675) NS
Neut-reticulocitos 41.698(+4.158) 43.711(£6.974) 48.416(£5.008) NS
Neut-hemacias 40.581(+4.244)  41.796(+6.266) 43.894(+4.233) NS

Média de intensidade de fluorescéncia (MIF) + erro padrao da média (SEM) das moléculas de
adesdo CDl11a (LFA-1), CD11b (Mac-1) e CD66b na superficie de neutréfilos de individuos
saudaveis (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. Neutréfilos single = neutréfilos solitarios
ndo agregados a outras células; neut-eritrocitos= neutréfilos agregados as células vermelhas
maduras e imaturas; neut-reticulécitos= neutréfilos agregados a reticuldcitos; neut-hemdcias =
neutréfilos agregados a hemaécias.
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6.2.7 Identificacao das moléculas de adesdo envolvidas nos agregados de neutrofilo-

células vermelhas em pacientes AF

Verificamos as possiveis moléculas de adesdo envolvidas nos agregados de
neutréfilos com células vermelhas, através do uso de anticorpos bloqueadores de fun¢ao da
molécula e inibidor contra algumas proteinas de adesdo expressas na superficie 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 neutrdfilos, CD49d (VLA-4) expresso em reticuldcitos, BCAM
(subunidade da molécula Lu/BCAM) e o peptideo inibidor de ICAM-4, ambas proteinas
expressas em eritrocitos maduros e imaturos. Pacientes AF em terapia ou ndao da HU
apresentaram porcentagens semelhantes de agregados neutréfilo-células vermelhas, entdao
agrupamos os dois grupos em um unico grupo de pacientes AF. Observamos que o
bloqueio das moléculas CD11b, expressa em neutréfilos, e CD49d, expressa em
reticuldcitos, reduziu significativamente a porcentagem de agregados de neutréfilo-
reticuldcitos no sangue periférico de pacientes AF comparada ao controle isotipico (Figura
25 A). Ao bloquear CD11b, expressa em neutrofilos, e ICAM-4, que pode ser expresso em
células vermelhas imaturas ou maduras, observamos uma reducdo significativa da
porcentagem de agregados neutréfilo-hemdcias nos pacientes com anemia falciforme

comparada ao respectivo controle isotipico (Figura 25 B).
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Figura 25. Porcentagem de neutréfilos agregados a (A) reticuléeitos ou (B) hemdcias em pacientes
AF + AFHU ap6s incubacido das células com IgG1=controle isotipico, anticorpos bloqueadores de
fungdo das moléculas CD11a (LFA-1), CD11b (Mac-1), expressas em neutréfilos; anti-CD49d
(VLA-4) expressa em reticuldcitos; [CAM-4 e BCAM que sdo expressas em eritrocitos maduros ou
imaturos; n>12; *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, comparado ao respectivo controle isotipico
(IgG1) de acordo ANOVA seguido pelo teste de Friedman.
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6.2.8 Correlacio da porcentagem de agregados de neutrofilo-células vermelhas

encontrados no sangue periférico de pacientes AF + AFHU

Correlacionamos a porcentagem de agregados de neutrdfilo-células vermelhas
(reticuldcitos e hemdcias) encontrada no sangue periférico de pacientes AF em terapia ou
ndo da HU, alguns pardmetros hematoldgicos 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 a porcentagem de agregados de neutréfilo-células vermelhas e esta correlagio
foi melhor observada quando foi avaliada a porcentagem de agregados de neutréfilo-
reticuléeitos. E importante a observagdo de que tanto a contagem de células vermelhas
quanto de reticuldcitos ndo se correlacionou com a porcentagem de agregados de
neutréfilos 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 neutréfilo-reticuldcitos, sugerindo uma participacdo das plaquetas na

formacdo de agregados de neutréfilos a células vermelhas.
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Tabela 4. Correlacio da porcentagem de agregados de neutroéfilo-células vermelhas no sangue periférico de pacientes

AF + AFHU aos parametros hematologicos.

HbF Células Vermelhas  Reticulocitos Leucdcitos Neutrofilos Plaquetas

(%) 10"/L (%) 10°/L 10°/L 10°/L
% de agregados de r'=-0.552 r'=0.329 r'=0.194 r'=-0.012 r'=-0.039 r'=0.318
neutroéfilo-eritrocitos P=0.022 P=0.198 P=0.456 P=0.963 P=0.881 P=0.212
% de agregados de r'=-0.629 r'=0.352 r'=0.249 r'=0.244 r'=0.185 r'=0.533
neutrofilo-reticulécitos P=0.007 P=0.166 P=0.335 P=0.345 P=0.477 P=0.027
% de agregados de r'=-0.069 r'=0.123 r'=-0.188 r'=-0.356 r'=-0.363 r'=-0.081
neutroéfilo-hemacias P=0.793 P=0.639 P=0.468 P=0.161 P=0.152 P=0.757

N=17 de pacientes AF + AFHU; As correlag¢oes foram calculadas usando o teste de Spearman (r*); os valores de P< 0.05 estdo sublinhados.
HbF, hemoglobina fetal.
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6.2.9 Investigacao do papel das plaquetas na formacdo de agregados heterocelulares

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

Através da observacdo das imagens em campo claro adquiridas com a objetiva de
40X do citdmetro de fluxo com imagem, verificamos que em alguns agregados de
neutréfilo-células vermelhas, células ou particulas aparentando plaquetas estariam
presentes entre estes agregados, ou aderidas aos neutréfilos agregados a células vermelhas.
Diante disso, decidimos investigar se o bloqueio de plaquetas, através da incubacdo de
células de pacientes AF (com ou sem uso da HU) com anticorpo bloqueador de funcio da
P-selectina (CD62P), reduziria a formacgao de agregados neutréfilo-eritrdcitos in vitro.

Verificamos que com o bloqueio da molécula P-selectina em plaquetas AF, houve
uma redugdo significativa da formacdo de agregados de neutrdfilo-células vermelhas
(Figura 26 A) e neutrdfilo-reticuldcitos (Figura 26 B) e observamos uma tendéncia a
reducdo da formacdo de agregados de neutréfilos-hemdécias 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 citometro de fluxo, a presenca de plaquetas nos agregados de neutréfilos
células-vermelhas. Os resultados demonstraram que as plaquetas participam em
aproximadamente 20% de todos os agregados de neutréfilo-células vermelhas (Figura 26
D). Surpreendentemente, observamos que as plaquetas estdo presentes em
aproximadamente 50% dos agregados de neutrdfilos-reticulécitos (Figura 26 E) e quase
20% dos agregados de neutrdfilo-hemacias (Figura 26 F). As imagens adquiridas pela
camera do citometro de fluxo confirmam a presenca destas plaquetas (identificadas pela
marcacdo fluorescente vermelha da P-selectina) nos agregados de neutréfilos-células

vermelhas (Figura 26 G).
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Figura 26. Porcentagem de neutrdfilos agregados a (A) eritrécitos (CD235a+), (B) reticuldcitos
(CD235a+/CD71+) e (C) hemacias (CD235a+/CD71-) sob condigdes basais e apds incubagdo do
sangue periférico obtido de pacientes AF+AFHU com anticorpo IgG ndo especifico ou anticorpo
bloqueador de funcdo da P-selectina (n=10); Porcentagem de neutréfilos agregados a células
vermelhas (D) reticuldcitos (E) e hemacias (F) demonstrando a presenga (+) ou nao (-) de plaquetas
ativadas nestes agregados heterocelulares (n= 07); *P<0.05, **P<0.01, de acordo com ANOVA
seguido pelo teste de Bonferroni; (G) Imagens representativas do envolvimento das plaquetas
(CD62P+= cor vermelha) nos agregados de neutréfilos (CD66b+= cor roxa) a células vermelhas
positivas para glicoforina A CD235a+= cor amarela) e para o receptor de transferrina = reticuldcitos
(CD71+ = cor verde). BF=campo claro e respectivos canais de fluorescéncia.
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6.3 Subprojeto 3: Desenvolvimento de um biochip para estudo dos processos vaso-

oclusivos utilizando a plataforma microfluidica VenaFlux

Com o intuito de desenvolver um ensaio in vitro mais relevante fisiologicamente
para o estudo das interagdes celulares que ocorrem na microvasculatura e melhor
compreensdo dos processos vaso-oclusivos, nés desenvolvemos um novo desenho de
biochip (Figura 27) para uso em nossa plataforma microfluidica (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 colaboracdo da
empresa Cellix Ltd. Através da insercdo e disposi¢do de pilares (com aproximadamente
38um de diametro) nos canais de biochips com 400um de didmetro e SO0um de
profundidade, foi possivel reduzir o caminho percorrido pelas células em fluxo de 40 até
10um de didmetro, reproduzindo assim as anastomoses encontradas na microvasculatura in
vivo. Os pilares foram dispostos em 5 colunas verticais, com intervalos entre cada coluna de
aproximadamente 35um. Os espacos entre os pilares em cada coluna reduzem
proporcionalmente, isto €, os espagos laterais entre os pilares da primeira coluna sdo de 40
pum enquanto os espagos laterais na ultima coluna sd@o de 10 um (Figura 27 B). Nos
microcanais dos biochips podem ser incubados diferentes ligantes que sd@o expressos na

matriz extracelular ou proteinas expressas no endotélio vascular.
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Figura 27. Desenho dos microcapilares do biochip. (A) Desenho esquematico do biochip com 8
canais com 400 um de didmetro e 50um de profundidade cada. O canal contém um tnico grupo de
5 colunas de pilares. (B) Secdo ampliada do microcanal (vista de cima) demonstrando a disposicao
dos pilares em cada microcanal. Cada coluna de pilares estd espacada entre aproximadamente 35
um. Cada pilar tem um didmetro de aproximadamente 38 pum e os espacos entre os pilares
diminuem proporcionalmente em cada coluna.

6.3.1 Obstrucdo dos microcanais do biochip com eritrdcitos isolados de controles e

pacientes AF

Avaliamos a habilidade deste biochip em monitorar as alteracdes das propriedades
adesivas das células, investigando a dinamica de fluxo de células vermelhas isoladas de
controles (individuos saudédveis) e pacientes com AF em uso ou ndo da HU, pelos
microcapilares.

Os microcanais do biochip foram incubados inicialmente com laminina, o principal
ligante para o receptor da proteina BCAM/Lu (Bartolucci et al., 2010) expressa nas células
vermelhas, e entdo, eritrocitos de controles e pacientes AF foram dispensados aos
microcanais a um shear stress de (),2d/cm2, por 3 minutos. Diferentemente dos valores
aumentados de adesdo em fluxo de células vermelhas a laminina nos pacientes AF,
observada em nossos experimentos utilizando os chips com microcananais com 400pum,

aqui a adesdo e consequente obstrucdo das células vermelhas isoladas de controles e
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pacientes AF nos microcapilares do novo biochip foi quase nula em ambos 0s grupos

(Figura 28).
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Figura 28. Obstrucio do microcanal do biochip (4rea de 0.186 um®) por eritrécitos de controles
(CON, N=08) e pacientes AF (N=05) e pacientes AFHU (N=09). Hemdcias (1X10’/mL) foram
perfundidas pelos canais incubados previamente com laminina (2 pg/cm?), a um shear stress inicial
de 0,2 d/em’, por 3 min. A obstrucio foi quantificada como U. A. (unidades arbitrdrias) e calculada
utilizando o software AxioVision LE64 Zeiss, de acordo com descricdo em materiais € métodos.
P>0.05.

6.3.2 Obstrucio dos microcanais do biochip com neutréfilos isolados de controles e

pacientes AF

Em seguida, avaliamos a obstrucdo destes microcanais com neutréfilos isolados de
pacientes AF e individuos sauddveis. Para isso, incubamos os microcanais com as
principais proteinas de adesdo expressas no endotélio, E-selectina (2ug/mL) e ICAM-1
(10pg/mL), e avaliamos a obstrug@o dos neutréfilos. Apds 3 minutos de fluxo destas células
nos microcanais, a um shear stress de O,2d/cm2, observamos que neutréfilos isolados de
pacientes AF sem a terapia com HU obstruiram significativamente mais os microcanais,

comparados aos neutréfilos de controle (Figura 29).
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Figura 29. (A) Obstrucio do microcanal do biochip (drea de 0.186 pm?) por neutréfilos de
controles (CON, N=11) e pacientes AF (N=09) e pacientes AFHU (N=06). Neutréfilos (5X106/mL)
foram perfundidos pelos canais incubados previamente com ICAM-1 (10 pg/mL) e E-selectina (2
ug/mL), a um shear stress inicial de 0,2 d/cm’, por 3 min. A obstrugio foi quantificada como U. A.
(unidades arbitrarias) 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 obstrugdo de neutréfilos apds 3 minutos de fluxo de células de CON (B), AF (C)
e AFHU (D). Imagens adquiridas pela cAmera DeltaPix e com objetiva de magnificacio de 20X.

Calculando a obstru¢do do microcanal, de acordo com o didmetro criado pela
disposi¢ao dos pilares em cada coluna (10, 15, 25, 30, 40 um), nds encontramos que 0s
neutréfilos de pacientes AF aderem e obstruem significativamente mais 0s microcanais
com diametros de 40, 30 e 25 um (Figura 30 A e B), comparados aos neutréfilos de
controle, que possuem obstrucdes observdveis somente nos microcanais com menores

diametros, como 15 ¢ 10 um (Figura 30 A).
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Figura 30. (A) Quantificacdo da obstrucdo de cada coluna de pilares de acordo com os espacos
laterais entre eles (40uM - 10uM), por neutréfilos de controles (CON, N=11) e pacientes AF
(N=09) e pacientes AFHU (N=06). Neutréfilos (5x10°/mL) foram perfundidos pelos canais
incubados previamente com ICAM-1 (10 pg/mL) e E-selectina (2 ug/mL), a um shear stress inicial
de 0,2 d/cm” por 3 min. A obstrucio foi quantificada como U. A. (unidades arbitrarias) 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

obstrucdo dos microcanais no momento 180 segundos por neutréfilos AF.
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6.3.3 Avaliacio da obstrucdo dos microcanais do biochip por neutréfilos e

eritrécitos dispensados juntamente nestes canais

Tanto leucdécitos, principalmente neutréfilos, quanto células vermelhas participam
do processo vaso-oclusivo. Entdo avaliamos a obstru¢do dos microcanais pela suspensdo de
neutroéfilos (5X106/mL) misturada a suspensdo de células vermelhas autélogas (1X107/mL)
de cada individuo.

A obstrucdo de neutréfilos/eritrocitos em microcanais previamente incubados com
laminina, ap6s 3 minutos a 0.5d/cm?, foi significativamente maior em células provenientes
de pacientes AFHU, comparada as células de controles (Figura 31) e comparada também
aos niveis de obstrucdo observados quando foram dispensados apenas neutréfilos AF nos
biochips incubados com ICAM-1 e E-selectina (Figura 29). Apesar de ndo ter sido
significativo, observou-se uma tendéncia a um aumento da obstrucio em células

provenientes de pacientes AF sem a terapia com HU.
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Figura 31. (A) Neutr6filos (5X10° /mL) e células vermelhas (1X10"/mL) de individuos controle
(CON, N=13), pacientes AF (N=09) e pacientes AFHU (N=07) foram perfundidos em microcanais
previamente incubados com laminina (2ug/cm?) a um shear stress inicial de 0,5 d/cm® por 3 min.
Obstrucdo de cada canal foi quantificada como U. A. (unidades arbitrérias) 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) magnificac¢ao final de 100 X e (C) 200 X.
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7. DISCUSSAO

7.1 Subprojeto 1: Avaliacdo das interacdes heterotipicas de neutréfilos aderidos pelo

uso da plataforma microfluidica

A fisiopatologia da vaso-oclusdo na AF envolve uma variedade de interacOes
adesivas de células vermelhas, endotélio, leucdcitos (incluindo neutréfilos, mondcitos e
linfdcitos) e plaquetas (Telen, 2014). Um dos objetivos deste trabalho foi a padronizacdo do
uso de uma plataforma microfluidica para estudar as interacdes heterocelulares, que
sugerimos como hipdtese estarem envolvidas nas doencas inflamatérias e processos de
oclusdo vascular que ocorrem na microvasculatura humana. Muitos trabalhos tém utilizado
modelos animais para estudar a fisiopatologia de doengas hematoldgicas e, atualmente,
técnicas empregando camaras de fluxo em sistemas de canais paralelos comecaram a ser
difundidas e utilizadas para estudos da dinamica da adesao de células sanguineas e cultivo
de células endoteliais e isso tem levado a importantes avancos no entendimento de
patologias vasculares e hematolégicas. O uso de amostras de sangue de pacientes AF em
nosso sistema, um modelo microfluidico in vitro da microcirculacio humana, demonstra a
utilidade clinica deste estudo.

Avaliamos as interagdes heterocelulares de plaquetas e neutrdfilos de individuos
controles e pacientes com AF em uso ou ndo da terapia com HU e ndo encontramos
diferencas significativas quanto as interacdes de plaquetas e neutréfilos nestes grupos.
Apesar da formacdo de agregados de plaqueta-mondcito e plaqueta-hemdcia ser bem
estabelecida na literatura (Wun et al., 1997, 2002), ainda existem dados conflitantes quanto
a uma maior ocorréncia de agregados aderentes de neutréfilo-plaqueta em pacientes com
anemia falciforme (Inwald ef al, 2000; Wun et al., 2002). E importante notar que estas
interacdes aconteceram tanto quando foram observadas células provenientes de individuos
sadios ou quando observadas células de pacientes com AF e o fato de que estas células
formam interagdes heterocelulares sob as condicdes estudadas é relevante, considerando o
nimero de leucdcitos e plaquetas elevado nos individuos falciformes e a presenca do
estimulo inflamatério nos vasos (Francis e Hebbel, 1994; Steinberg e Mohandas, 1994).

Podemos sugerir que a inflamagao vascular e ativagao do endotélio que sdo associadas a AF
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provavelmente resultam na adesdo de leucdcitos a parede vascular e posteriormente a
adesdo secunddria de plaquetas.

Nossos dados também indicam que a presenga de plaquetas de pacientes AF, ja
aderidas aos microcanais recobertos com fibrinogénio, faz com que haja uma adesdo de
neutréfilos de pacientes ao canal. Esta adesdo de neutréfilos na presenca de outro tipo
celular pode ser importante em doencas inflamatérias vasculares, como a anemia
falciforme, pois neutréfilos e plaquetas quando ativados liberam mediadores inflamatorios
que, por sua vez, podem aumentar a adesdo e recrutamento das células circulantes
sanguineas que direcionam-se ao local de inflamacgdo e, consequentemente, aumentam o
processo vaso-oclusivo (Conran e Costa, 2009). Em um trabalho publicado por nosso grupo
de pesquisa, Proenca-Ferreira et al., 2014, demonstrou que a interagdo de plaquetas AF
com células endoteliais resulta na ativagdo do endotélio. Assim € possivel que a liberacao
de mediadores inflamatérios por plaquetas aderentes pode ter consequéncias importantes,
como a ativacao do endotélio e de neutréfilos resultando na adesao destas células.

Avaliamos as interacoes de células vermelhas com neutréfilos aderidos ao ligante de
fibronectina e, assim como nas interacOes de plaquetas com neutréfilos, ndo observamos
diferencas significativas comparando-se os grupos de pacientes AF ao controle. Decidimos
investigar a ocorréncia destas interacdes na presenga de um endotélio, representando assim,
um ambiente mais semelhante ao encontrado in vivo. Primeiramente padronizamos a adesao
de neutréfilos em fluxo as HUVECs e, no entanto, a adesdo dos neutrofilos sé foi
observiavel quando da presenca do estimulo de TNF-a. Assim, estabelecemos a
concentracdo de TNF-a e o tempo de incubacdo nas células endoteliais e comparamos a
adesdo em fluxo in vitro de neutréfilos de controles e pacientes AF, contudo, ndo
observamos diferencas significativas quanto aos valores de adesao.

Contrastando com nossos achados, Finnegan et al., 2007, utilizando um sistema que
observa a adesdo de células sob fluxo, encontrou um aumento da adesio de neutr6filos AF
a HUVECSs estimuladas por TNF-a, comparado aos neutréfilos controles e pacientes AF em
terapia com HU. Adicionalmente, estudos em nosso laboratério, utilizando ensaios de
adesdo estética de neutrdfilos de controles e pacientes AF, demonstraram um aumento da
adesdo dos neutréfilos 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 adesdao de neutréfilos AF em condi¢do estdtica e a
auséncia desta diferenca sob condicdes de fluxo pode ser justificada pelo fato de que
ensaios de adesdo estdtica focam nas interagdes adesivas de baixa afinidade enquanto que
sob condi¢des de fluxo, ocorre a acdo de receptores de alta afinidade. Assim, € possivel que
dentre os pacientes AF recrutados para a realizacdo dos nossos experimentos, ndo haja
diferenca quanto a expressdo ou atividade destes receptores de alta afinidade (integrinas)
comparada a individuos sadios e desta forma, os neutréfilos ndo demonstrem aumento das
propriedades adesivas.

Quando neutréfilos AF estavam aderidos a HUVECs, o nimero de interacdes
heterocelulares com células vermelhas autélogas foi maior comparado ao dos grupos
controle e pacientes AFHU. A duracdo destas interacdes ndo diferiu entre os grupos de
pacientes AF e controle analisados. O fato do didmetro dos canais dos biochips utilizados
para cultivo de células endoteliais ser de 800 um (que seria maior que as vénulas de
pequeno calibre <100um — Doerschuk et al., 1993), pode justificar estas interacdes breves.
Possivelmente, numa &drea menor de circulacio das células, haveria maior nimero de
interacOes e contatos destas células e isto, poderia promover uma maior ativacao celular e,
consequentemente, maior tempo de interacdes das células. Entretanto, ao se comparar as
interagdes neutrofilo-eritrocito em microcanais revestidos com HUVECs a quando os
microcanais foram incubados com proteinas recombinantes, observamos que embora o
nimero de interacdes pareca ser menor, a duragdo em segundos demonstrou ser maior e
mais estivel na presenca do endotélio. Postulamos que o ndmero maior de interacdes
neutréfilo-hemdcia observadas quando os neutréfilos foram aderidos as moléculas de
adesdo (todos os grupos) pode ser devido a uma concentracdo maior das proteinas nos
microcanais, ndo representando a concentracdo real encontrada no endotélio vascular,
sugerindo portanto, que os ensaios que utilizem HUVECs sejam mais fisiologicamente
relevantes.

As interagdes neutréfilo-eritrécitos foram observadas em baixo fluxo (O,3d/cm2),
isto demonstra a necessidade de um fluxo lento para observacdo destas interacOes. Estas
condic¢des de fluxo ocorrem principalmente na microvasculatura e especialmente quando ha

um grau de vaso-oclusido (Rodgers et al., 1984 e Montes et al., 2002), sugerindo que as
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interacOes de neutréfilos e hemdécias podem ocorrer preferencialmente em vénulas de
pequeno calibre, onde o fluxo € mais lento e pode contribuir para a oclusdo microvascular.

Assim como nas interacdes de células vermelhas com neutréfilos aderidos em
HUVECsS, encontramos um aumento significativo das propriedades adesivas de hemdcias
de pacientes AF sem uso da terapia com HU a laminina, comparadas aos grupos controle e
em terapia com HU, possivelmente a terapia com HU estd associada a uma reducio na
adesdo destas células. Interessantemente, ndo observamos neste estudo a adesao de células
vermelhas diretamente a HUVECs ou as proteinas recombinantes utilizadas. As hemaécias
em fluxo interagiram apenas com neutréfilos previamente aderidos, indicando que a
presenca e a ativacdo do neutréfilo sejam importantes para intermediar as interacdes das
hemadcias com o endotélio ou proteinas presentes na camada endotelial.

Apesar de ndo terem sido significativos os resultados obtidos com a avaliacdo de
interacdo de células vermelhas a neutréfilos heterélogos, € possivel inferir que os eritrécitos
AF tenham um papel principal na ocorréncia destas interacdes. Suportando este achado, ndo
observamos diferengas quanto ao nimero de neutréfilos aderidos a HUVECs de controles e
pacientes, também as hemaécias de pacientes AF demonstraram aderir mais a laminina e
resistir mais ao shear stress provocado pelo fluxo. Como o perfil da adesdo das heméicias
(CON, AF e AFHU) a laminina foi muito parecido com o perfil da adesao das hemadcias aos
neutrofilos, podemos sugerir que um aumento na expressdo da molécula BCAM/Lu
(principal receptor da hemécia para a laminina) poderia ser responsdvel para as interacoes
aderentes neutrofilo-hemadcia na AF, entretanto, mais experimentos utilizando inibidores de
moléculas de adesao seriam necessdrios para comprovar este hipotese.

No6s avaliamos as interagdes de células vermelhas com neutréfilos aderidos a
proteinas de adesdo presentes no endotélio: ICAM-1 e E-selectina, a fim de verificar a
participacao destas proteinas na ativacdo neutrofilica apds a adesdo e subsequente interacao
aos eritrocitos. Neutréfilos AF aderidos a proteina ICAM-1 ndo demonstraram diferencas
quanto ao nimero ou duracdo das interacdes com células vermelhas quando comparados
aos neutrofilos controles. Em contrapartida, quando neutréfilos AF encontravam-se
aderidos a E-selectina recombinante incubada nos microcanais do biochip, a duragcdo destas
interacOes foi significativamente maior nestas células quando comparada as células

proveniente de controles e o uso da HU nestes pacientes pareceu reduzir a duracdo destas
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interagdes. 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 € o principal responsdvel pela ativagao neutrofilica e subsequente interacdo com
outras células circulantes no fluxo sanguineo. Zennadi e colaboradores em 2008,
demonstraram que a adesdo de hemadcias e células mononucleares ao endotélio foi inibida
quando estas HUVECs foram previamente incubadas com anticorpo bloqueador da E-
selectina e ndo com anticorpo anti-P-selectina, sugerindo que a E-selectina € a principal
selectina responsavel por estes processos adesivos no endotélio.

Em resumo, neutréfilos de pacientes AF aderidos a células endoteliais ativadas
interagem significativamente mais com hemadcias autélogas em condi¢des de fluxo; a E-
selectina parece ser a principal proteina de adesdo do endotélio responsavel pela ocorréncia
destas interacOes. As hemdcias também parecem ter um papel essencial nas interacdes
heterocelulares, entretanto, os neutréfilos parecem ser fundamentais para intermediar sua
interacdo ao endotélio, pelo menos nas condicdes utilizadas em nosso estudo. O tratamento
cronico com a HU em pacientes AF tem demonstrado efeitos benéficos quanto a ocorréncia

destas interagdes heterocelulares de neutréfilos-hemdcias e adesividade destas células.

7.2 Subprojeto 2: Avaliacdo dos agregados heterocelulares circulantes de neutrofilos

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

Os dados provenientes de modelos animais de AF indicam que a vaso-oclusdo pode
ser iniciada pela adesdo de leucdcitos ativados, especialmente neutréfilos, ao endotélio
inflamado e propagada pela adesdo secundéria das hemécias (Turhan et al., 2004; Belcher
et al., 2006; Belcher et al., 2014). Embora o papel da adesdo de leucdcitos na iniciagdo do
processo vaso-oclusivo na AF ainda ndo foi bem estabelecido, a associacdo de leucocitose
com a gravidade da doenca (Platt et al., 1994; Tassel et al., 2011) e do reconhecimento de
um estado inflamatério cronico na AF (Chiang et al., 2005; Hebbel, 2014; Minniti et al.,
2014) sugerem que tal mecanismo pode realmente existir. Ha evidéncias de que a interacao
de plaquetas com outras células na microvasculatura também contribui para os processos
vaso-oclusivos (Proenca-Ferreira et al., 2014; Telen, 2014). Uma compreensdao dos

processos que levam a ativagdo de neutrdfilos e da interacdo dessas células com outras
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células do sangue pode ajudar a identificar novos alvos terapéuticos para a prevencdo da
vaso-oclusdo.

Neste trabalho nés fornecemos dados adicionais e inovadores demonstrando que
neutréfilos de pacientes com AF tem uma maior capacidade de formar agregados
heterocelulares circulantes com plaquetas e células vermelhas, em comparacdo aos
neutréfilos de individuos saudédveis. A captura de glébulos vermelhos e plaquetas por
neutréfilos tem sido reportada gerar espécies reativas de oxigénio em modelos de
camundongo com lesdo pulmonar, levando ao dano vascular e lesdo tecidual, podendo ser
de relevancia fisiol6gica na AF (Zarbock et al., 2006; Hidalgo et al., 2009).

A atividade das plaquetas € aumentada na AF e essas células também apresentam
aumento das propriedades adesivas (Proenca-Ferreira et al., 2010; 2014; Wun et al., 2013;
Frelinger et al., 2014). Em nosso estudo, verificamos que a porcentagem de neutréfilos
agregados a plaquetas provenientes do sangue periférico de pacientes AF foi
significativamente maior comparado a de individuos controles. Além disso, verificamos
que a contagem de plaquetas correlacionou-se pelo teste de Spearman com a porcentagem
de agregados de neutréfilos-plaqueta, apesar de nao ser uma correlacio forte, o resultado
sugere que, adicionalmente ao aumento da ativacdo das plaquetas, a presenca de um
nimero maior destas células também pode promover a formagao destes agregados.

A formacido de agregados de leucdcitos 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 formacgao destes complexos pode ser reduzida através da inibicao da P-
selectina (Polanowska-Grabowska er al., 2010). Nossos dados corroboram com esses
achados e demonstram a existéncia destes agregados através de imagens destas células. Em
adicao, experimentos de bloqueio de moléculas de adesdo sugerem que a integrina Mac-1
de neutréfilo e P-selectina de plaquetas medeiam a formagdo destes agregados de
neutréfilo-plaquetas na AF e isto estd de acordo com resultados de um estudo recente que
demonstra a participacdo destas mesmas moléculas nestas interacdes heterotipicas de
neutréfilos (Li et al., 2014).

Observamos que em pacientes AF as plaquetas envolvidas nos agregados
encontram-se ativadas (expressdo de P-selectina) e os agregados de neutréfilo a plaquetas

ativadas também estdo significativamente aumentados em células obtidas destes pacientes.
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Entretanto, ndo observamos diferencas quanto a expressao de superficie da P-selectina nas
plaquetas destes agregados, sugerindo que adesdo aos neutréfilos por plaquetas ativadas
seja uma ocorréncia esperada.

A formagdo de agregados de neutréfilo-células vermelhas também foi observada
estar aumentada nos pacientes AF, em duas populagdes 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 presenca de agregados de células mononucleares a eritrocitos e a
capacidade dos eritrdcitos se ligarem a mondcitos e neutréfilos imobilizados em placas, por
ensaios de adesdo de fluxo (Finnegan et al., 2007; Brittain et al., 2008; Chaar et al., 2010).
Além disso, a formagdo de agregados de neutrofilo-eritrocitos foi relatada in vivo, em
modelos animais de AF (Hidalgo et al., 2009). Agregados de neutrofilo-plaqueta
(Polanowska-Grabowska et al., 2010) e de plaqueta-células vermelhas (Wun et al., 1997;
1999) ja foram anteriormente descritos presentes na circulacdo da AF, contudo, até o
presente momento, nosso trabalho descreve pela primeira vez a formacdo de agregados
circulantes de neutrofilos-células vermelhas de células provenientes do sangue periférico de
pacientes AF.

Eritrécitos imaturos, ou reticuldcitos, foram o tipo dominante de células vermelhas
envolvidas nestes agregados de neutrofilos. Apesar de pacientes AF apresentarem maior
nimero de reticulécitos comparados a individuos sem a doenca, o nimero de reticuldcitos
no sangue periférico destes pacientes ndo se correlacionou com a porcentagem de
agregados neutrdfilo-reticulécitos encontrado nestes individuos, o que sugere que a
presenca de reticuldcitos em si, ndo seja um fator determinante para a incidéncia destas
interacOes, mas talvez alteracdes nos reticuldcitos AF, como maior expressao de moléculas
de adesdo, maior adesividade, podem causar o aumento destes agregados. Em
contrapartida, o nimero de agregados de neutréfilo-células vermelhas, especialmente os
agregados de neutrdfilo-reticuldcitos, correlacionou-se inversamente com os niveis de
hemoglobina fetal (HbF), que € conhecida por inibir a polimerizacdo da HbS. Esta
diminui¢do na polimerizacdo da HbS pode evitar algumas das alteracOes nas células

vermelhas que levam a formacao de agregados.
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Surpreendentemente, enquanto a terapia de HU geralmente aumenta a producgdo de
HbF (King, 2004), o uso cronico da HU dos pacientes AF em terapia ndo reduziu a
porcentagem de agregados circulantes de neutréfilo-células vermelhas e de neutrdfilo-
plaquetas comparado aos pacientes AF sem o uso desta terapia medicamentosa. Esses
resultados podem refletir a indicagdo seletiva para o tratamento com HU em pacientes com
os sintomas clinicos mais graves da AF, enquanto os pacientes com sintomas mais leves
muitas vezes nao sio tratados com HU. Alternativamente, tem sido observado em estudos
recentes, que o tratamento com HU também ndo promove alteracdes significativas em
alguns parametros relacionados a plaquetas (Novelli et al., 2012; Proenca-Ferreira et al.,
2014). Visto que a HU afetou apenas as interacdes de células vermelhas e neutréfilos
quando da presenca do endotélio nos experimentos avaliando as interagdes de eritrocitos
com neutrofilos previamente aderidos, pois estas células estavam em suspensdes isoladas e
livre da presenca de plaquetas, enquanto nos agregados circulantes foi observada a presenca
de plaquetas, o que poderia justificar a auséncia de efeito protetor pela HU. Contudo,
estudos longitudinais seriam necessarios para determinar se o tratamento com HU ndo tem
qualquer efeito real sobre a formacdo destes agregados.

A expressdo de integrinas B, (LFA-1 e Mac-1) e da molécula CD66b na superficie
de neutrofilos agregados a células vermelhas ndo foi diferente entre pacientes AF e
controles. Provavelmente, o maior nimero de agregados heterocelulares no sangue
periférico de pacientes pode estar relacionado a ativacdo e estado conformacional destas
integrinas (Hynes, 1992) e ndo a quantidade ou expressdo destas proteinas na superficie dos
neutrofilos.

A investigacido das moléculas de adesdo envolvidas na formacgdo dos agregados de
neutréfilo-células vermelhas através do uso de anticorpos bloqueadores de fungdo,
demonstrou uma reducio da porcentagem de agregados comparada ao controle isotipico,
quando houve o bloqueio das proteinas Mac-1 (CD11b) nos neutréfilos, VLA-4 (CD49d)
nos reticuldcitos e ICAM-4 nas hemdcias, sugerindo a participacdo destas moléculas na
adesdo neutrdfilo-reticulécito e neutréfilo-hemadcia. Estudos anteriores, que avaliaram a
adesdo de células vermelhas a leucdcitos em condigdes estdticas, sugeriram a participagao

das mesmas moléculas (Goel e Diamond, 2002; Zennadi et al., 2008).
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O anticorpo IgG1 nado-especifico (controle isotipico) também reduziu a porcentagem
de agregados quando a porcentagem basal, no entanto, esta reducdo era esperada, pois
trabalhos anteriores (Turhan et al., 2004; Chang et al., 2008; Jang et al., 2012) descreveram
que a administracdo intravenosa de IgG em camundongos falciformes reduziu o niimero de
interagdes de neutréfilo e hemdcias e levou a melhora do fluxo sanguineo na
microcirculagdo, protegendo contra os efeitos vaso-oclusivos.

Curiosamente, observamos uma correlacio positiva entre a contagem de plaquetas e
agregados de neutrofilo-reticuldcitos no sangue periférico de pacientes AF. Com isso,
investigamos um possivel papel das plaquetas na formacdo de agregados de neutréfilo-
células vermelhas. O uso do anticorpo bloqueador de funcdo da P-selectina, nos
experimentos de avaliacdo de agregados de neutréfilo-células vermelhas, demonstrou uma
reducgdo significativa destes agregados apds o bloqueio de fungio das plaquetas, sugerindo
este envolvimento. Além disso, a andlise das imagens obtidas pelo citometro de fluxo com
imagem, através da marcacdo fluorescente da P-selectina, demonstrou a presenca de
plaquetas nestes agregados, fazendo uma ponte entre as células ou aderidas apenas ao
neutréfilo que estava agregado ao eritrdcito.

Quantificamos a presenca de plaquetas ativadas nestas interacdes de neutréfilo-
células vermelhas e observamos que aproximadamente metade dos agregados de neutréfilo-
reticuldcito possuem plaquetas envolvidas. Estes resultados sdo consistentes com aqueles
encontrados em um estudo recente, com ensaios de adesdo in vitro, que demonstra que os
mondcitos ligados a plaquetas sdo mais provaveis de interagir aos reticuldcitos (Brittain et
al., 2008).

Nossos dados fornecem um mecanismo adicional de acdo, em acordo com ensaios
clinicos emergentes que relatam que a inibi¢do farmacoldgica da P-selectina pode ser uma
estratégia vidvel para a reducdo das interacOes heterocelulares que contribuem para o
processo vaso-oclusivo na AF. Um potente agente oral bloqueador da P-selectina
demonstrou, recentemente, melhorar o fluxo sanguineo da microcirculacdo em pacientes
com doenga falciforme (Kutlar ef al., 2012), e uma pequena molécula intravenosa inibidora
de selectina tem se mostrado promissora em reduzir a duracdo 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 formagdo de agregados heterocelulares de neutréfilos na AF, em que neutréfilos AF
interagem muito mais aos reticuldcitos e plaquetas comparados aos neutréfilos de
individuos sauddveis. Embora nossos dados in vitro nao estabelecam se esses complexos
circulam em ndmeros tdo altos in vivo ou contribuam diretamente para a vaso-oclusdo, é
possivel 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 circulagdo de pacientes AF, com
consequéncias potencialmente negativas. Dada a evidéncia para os efeitos destrutivos de
tais agregados heterocelulares e o papel iniciador que as interagdes de neutréfilo-células
vermelhas podem ter no processo vaso-oclusivo, abordagens para reduzir a atividade das
plaquetas, bem como para reduzir a ativacdo da integrina Mac-1 de leucdcitos na AF sdo

fundamentais.

7.3 Subprojeto 3: Desenvolvimento de um biochip para estudo dos processos vaso-

oclusivos utilziando a plataforma microfluidica VenaFlux

Né6s desenvolvemos um novo modelo de biochip para uso em nossa plataforma
microfluidica, para melhor compreensdo 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-oclusio nos microcapilares
ocasionando danos aos tecidos e as crises dolorosas. O processo vaso-oclusivo € complexo
e envolve diversos fatores, sendo alguns dos fatores contribuintes a ativacdo e a adesividade
dos neutréfilos nestes individuos (Conran e Costa, 2009). Estudos prévios in vitro,
demonstraram que tanto hemdcias, quanto leucécitos de pacientes AF possuem capacidade
de adesdo 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 adesdo de neutréfilos, seguida pela adesdo secunddria 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, nés ndo observamos obstru¢do de células vermelhas isoladas de
pacientes AF ou individuos sauddveis nos microcanais incubados com laminina. Este
achado corrobora com estudos prévios que demonstraram uma baixa capacidade adesiva
das células vermelhas, particularmente em forcas de cisalhamento elevadas encontradas nos
capilares com menores calibres, como aqueles do biochip (Wagner et al., 2004; Koutsiaris
etal., 2007, 2013).

Neutréfilos humanos podem ter didmetros maiores que aqueles encontrados em
alguns microcapilares (Doerschuk et al., 1993), além disso, sdo menos flexiveis que os
eritrocitos, o que sugere que os capilares sejam o principal sitio de obstru¢cdo mediada por
leucécitos. Em nosso estudo, observamos que neutréfilos isolados de pacientes AF
obstruem signficativamente mais os microcanais, congruente com a literatura, que indica
que neutrofilos de pacientes AF possuem uma alta adesividade e capacidade de obstruir
vasos com calibres equivalentes ao da microcirculagdo (Fadlon et al., 1998; Finnegan et al.,
2007; Canalli et al., 2008).

Tanto neutréfilos quanto eritrécitos participam dos processos vaso-oclusivos. NOs
observamos que a mistura das suspensdes celulares de neutréfilos e hemécias de pacientes
AF obstruiram significativamente mais os microcanais comparados aos controles ou
quando foram dispensados apenas os neutréfilos AF isoladamente. Isto pode ser devido a
uma interacdo das células vermelhas aos neutrdfilos, tornando-os mais adesivos e
aumentando os valores de obstru¢do, ou ainda, os neutréfilos por serem células maiores e
menos flexiveis, ao aderirem aos microcanais, obstruem e impedem a passagem de células
vermelhas, aumentando ainda mais a obstrucao.

Dessa forma, nds desenvolvemos uma metodologia inovadora e reproduzivel para
monitorar a capacidade das células obstruirem e aderirem a microcapilares in vitro. Esta
metodologia pode ajudar a elucidar mecanismos obstrutivos que ocorrem na
microcirculacdo, seja na anemia falciforme ou outras desordens trombdticas, além de poder
ser utilizada para melhor compreensdo de mecanismos moleculares que ocorrem na
microvasculatura, bem como na testagem de drogas com o potencial de inibir estas

interacdes e, consequentemente, a oclusdo vascular.
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8. CONCLUSOES
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8. CONCLUSOES

<> Utilizando os modelos experimentais desenvolvidos por nds, observamos que
neutréfilos de pacientes com anemia falciforme (pacientes AF) apresentaram maior
capacidade de formar interagdes adesivas com eritrocitos na presenca ou nao do

endotélio, comparados com neutréfilos de individuos sadios;

X/

24 Além disso, neutrofilos e hemécias obtidos de pacientes com anemia falciforme
demonstraram maior capacidade de obstru¢do de microcanais com 25-40um de didmetro

in vitro,

- Em nosso modelo experimental, células provenientes de pacientes AF em terapia
com HU demonstraram reducdo do numero de interagdes de células vermelhas a

neutrofilos aderidos;

- Nossos dados indicam que a molécula endotelial E-selectina parece ser a principal
molécula responsdvel pela ocorréncia das interacdes aderentes de neutréfilo-células

vermelhas no endotélio;

X/

o As moléculas Mac-1 (neutréfilo) e P-selectina (plaqueta) contribuem para a
formacgdo de agregados circulantes heterocelulares de neutréfilos, podendo representar

alvos terapéuticos;

- Nao foram observadas grandes alteragdes na incidéncia da formacgdo de agregados
heterocelulares de neutrofilos-plaquetas (aderentes ao endotélio e circulantes) em
amostras de sangue periférico provenientes de pacientes AF e de individuos sadios. No
entanto, sob nossas condi¢des experimentais, as plaquetas demonstraram um papel
importante na formacdo de agregados circulantes de neutréfilos-células vermelhas em

sangue periférico proveniente de pacientes AF;

- Desenvolvemos uma nova metodologia eficaz para estudo dos mecanismos de

oclusdo da microvasculatura in vitro, esta tecnologia pode ser aplicada para desordens
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trombéticas com quadro inflamatério vascular crénico, como ocorre na anemia

falciforme e investigacio de agentes terapéuticos para a melhora do quadro inflamatério.
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Figura 32. Principais observacoes das interacoes heterocelulares de neutréfilos na Anemia
Falciforme, observadas em nossa metodologia. A adesdo de leucécitos a parede dos vasos,
promovida pela expressdo das moléculas de adesdo no endotélio vascular, faz com que os
neutréfilos aderidos fiquem em uma posigdo estratégica que facilita a interacdo a outras células
circulantes sanguineas, como hemaicias ou plaquetas. Além disso, os neutréfilos também podem
circular agregados a estas células dentro dos vasos. Os neutréfilos de pacientes com AF possuem
maior capacidade de obstru¢do de microcanais in vitro, na presenca ou nao de células vermelhas
e todas essas interagdes podem acarretar no processo vaso-oclusivo encontrado na AF. Em nosso
modelo experimental in vitro, observamos que a molécula E-selectina, expressa na superficie do
endotélio, possa ser a proteina responsavel pela ativacdo de neutréfilos aderidos e consequente
interacdo destas células aos eritrécitos. Vimos que a molécula P-selectina, expressa em
plaquetas, foi importante nas interagcdes ndo aderentes de neutrdfilos com plaquetas e células
vermelhas e o bloqueio desta molécula reduziu a formacdo destes agregados heterocelulares de
neutréfilos na AF, constituindo-se em um importante alvo terapé€utico para reducdo das crises
vaso-oclusivas nos pacientes com esta patologia.
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High leukocyte counts are often cbserved in sickle cell anemia (SCA} and are
as=ociated with increased dinkcal severity. in vivo animal moded studies ndicate that
the adhesion of ieukocytes, particulary neutrophds, to the vessel wall may promote
subseguent secondary red blood cell (RBC) recruitment, m tum triggering the mitation
of the vaso-oochusive process. - Whils carculating neutrophil-platelet aggregates are
well docomented in inflammatory condifions such as sepss, athercsdeross and
SCA *2 where they are thought to augment tissue injury, 8 the formation of leukocyie-
REBC aggregates in humans is not well studied. The existence of circulatng RBC-
mononuclear cell aggregates has been reported in sickle cell dsease (SCDY), while the
capture of SCD RBC by adherent leukocytes has been observed in witro. ™ However,
the existence crculating neutrophil-RBC aggregates has, 1o our knowledge, yet to be
described in humans, even in mflammatory settings.,

A total of 28 SCA patients n steady state, in use of HU (SCAHU. 15-30
mgikgiday) or not. were recruited to the study {see Supplementary Table 1), Healthy
controfs (HbAA) were age- and gender-matched, where possible. This study was
approved by the Ethics Committee of the Mational Heart, Lung. and Blood Institute,
MNIH, in accordance with the Declaration of Helsinks, all subjects provided their infermed
consent (cBnicalstudies mfo.nih.gov identifier 03-H-0015) Multspectral imaging fiow
cytometry (Amns® ImageStreami MEIL Amnes Corporation, Seatfie, WA) was
employed to observe neutrophil aggregates in perpheral blood samples, For this,
granufocytes were isolated from samples by Ficoll sedimentation and neutrophil-RBC
aggregates were labseSed for cylometry (anti-CO11a3-APC, anti-CO1 1b-APC-Cy7, anti-
CDO80- V450, ant-COT1 FITC, anti-CO235a PE, and respectve isotype controls; BD
Bioscences, San Jose, CA and Caftag Inwtrogen, Camarlio, CA). CDG66b-positve
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nevircphils were acquired as single c2fs and aggregates (~§ 000 events); mages (40X
cbyectve} were taken and data were anafyzed using I[DEAS 8.0 software.

We found that the formation of neutrophil-RBC (CDE8L"'CD235a") aggrepates
was significantly augmentsd i SCA patients (Figure 1A and C), compared to healthy
indwiduals, As the percentage of neutrophis aggregated to RBC did not differ
significantly between the SCA (102 £ 1.5%; n=9) and SCAHU (124 £2.3%; n= 14;
P=0.05) groups. SCA data were grouped tegether (SCA and SCAHU) for subsequent
anafyses. To ouwr knowledge, whilst circudiating platelet-RBC and mononuclear cell-
RBC apgregates® " hawe been previously descnbed ;m SCD, thes is the first descnption
of the formation of circulafing neutrophil-RBC aggregates in human SCA.

immature RBCs, or reticulocytes (CO235a*COT 1Y), rather fran mature EBCs
(COFAEa*COT 1) were the dominant type of RBC involved in SCA neutrophi-RBC
aggregates (Figure 1B and C). Although reticulocyte counts are guite high in SCA
(Supplementary Table 1), retculocyte numbers in these patents did not comelate with
the perceniage of neutrophil-reticulocyte aggregates (Figure 10, suggesting that the
presence of reboulocyioss perse is not 3 detemmining factor for neutrophil-retculocyie
aggregate formation m SCA, rather alterations n these rebiculocytes may cause these
interactions. In contrast the number of neutrophd-REC apgregates, especially
neutrophil-reficulocyte  aggregates, comelated inwersaly with the leve! of fetal
hemoglobin (HbF) {(Figure 10, which is known to inhib#t polymenzaton of HbS. This
decrease in HbE polymenzation may prevent some of the alterations in RBC that lead
to aggregate formation.

The leukocyte surface expressions of the adhesion mokecule components
CD11a (Mac-1 mtegrin subunit} and CD11b (LFA-1 integrin subunit) and the CDGGbD

actvation marker were verfied on SCA and control individual neutrophil-RBC
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aggregates (representative images shown 0 Figure 2A); howewsr, no significant
differences m the surface expressions of these molecules were obseresd on the
neutrophils of the contral and SCA groups (data not shown). In contrast, funchion-
inhiiting antbody experiments ndicaled a partcipation of the neutrophd Mac-1
integrin in neutrophil-RBC aggregates (Figure 2B and 2C). Integrins can exst in bow-
and high-affinity states™ and, based on our data. it is probable that changes in infegrin
affmity, or awidity, rather than espression are responside for the inoreased
heterocellular leukooyte agoregates obsened i ZCA Function-blocking assays also
indicated the participation of the VLA integrin on reticufocytes {CD2353*COT17,
Figure 2B and of ICAM-2 expressed on matwe RBCs (CD2353"C07 1. Figure 2C} in
SCA neutrophi-REC aggrepale formation, in agreement with previous studies
investigating leukocyte mteractions.’ A non-specific 1gG1 antbody afso reduced the
inzidence of aggregates, albed to a3 lesser degres, compared o baselineg, consistent
with reparns that intravenowes (g5 administration in sickle mice reduces neutrophil and
erythrocyte interactions and improves microcirculatory blood flow <

Intrigumgly, we observed 3 posidive comslation between platelet counts and
neutrophil-reticulocyte aggregates in SCA (Figure 1F) and, thus, we investigated a
possinis role for platelets mn aggregate fommaton. Figure 38-C demonstrates that the
incubation of SCA pgranulocyie suspensions with @ P-selectin-biocking anbibody
significantly reduced the number of total newtrophil-RBC aggregates, as well a5
neutrophil-reticulocyte agoregates.  Fusthermore, analysis by flow cytometny of
fluorescently-tabelled SCA neutrophil-REC aggregaies that had been concomitanty
labefed with anti-CDE2P demonstrated that actvated pistelets participated in the
formation of aporoximately 20% of total nevirophil-RBEC aggregates (Figure 30) and
50% of neutrophil-reticulocyte aggregates (Figure 3E), while 20% of all neutrophil-
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maturs RBC aggregates were COE2P-positve (Figure 3F), indicating the formaton of
femary complexes. The comesponding images of these apgregates demonstrated a
prominent role of platelets in hese helerocellular complexes, apparently forming a
bridge between the neutrophil and the erythrocyte'rebiculocyie in the majorty of
aggregates (Figure 3G} b other mages. plateleis were observed adhered just to
nautrophils, which, in tem formed heterocelular mtersctons with RBCs, consistent with
a previous i vifro report demonsirating that platelet bound monocytes are more fely
to mteract with reticulocytes.’

it was somewhat surprismg that while fetal hemoglobin levels comelated
negatively with neutrophil-RBC aggregate formation in 304 no significant alteration in
the incidence of neutrophd-REC aggregates was found o the blood of SCA patients
on therapy with HU, compared to SCA patients not on HU. Additional experiments
camed out in another population of steady-state SCA patients in Brazil demonsirated
a smmilar lack of diference in neutrophil-RBC aggregate formation in aged-matched
patients on and off HU therapy {data not shown). These results might reflect
confounding by indication, whereby patients with the most severe dinical symptoms of
SCA are selectvely prescnbed HU therapy, while those patients with milder symptoms
are often not treated with HU. Altematively, 3 lack of significant afterations with HU
treatment in some platelet-related paramsters has been observed i some recent
studies. '+ importantly data provided in Supplementary Table 1 indicate that, m our
shudy population, the platelsl counts of the patents that were on HU wers not

significantly different to those of patients not on HU. Gwven e prominent role that

plaieleis appear o play in the formation of these aggregates it may be that the numbsr

¥ plaelsts and nevtrophils and their actvation state may be more crucial o the

formation of neubroghil-REC aggregaies m the cinculiaton than red cell fetal hemoglobin
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content Longiudina! studies would be reqered o determine whether HU therapy has
nio real effect on e formation of these aggregates,

In summary, we report 3 significant capacity for neutrophds to form
heterocellular aggregates with red cells, particularty reticulocytes, in the circulation of
SCA mdwiduals; furthermore, a key mole for péatelets in the formaton of these
aggregates = suggestsd. Although our in witre data do not establish whether these
compiexes circulate n such high members n w0 or contribute directly o vaso-
occhusion. it is feasible to concude, based on in vivo data from sickle mouse
models, ' # that these aggregates may be formed in the circulation of SCA individuals.
Given the ewdence for the significant destructve effects of such heteroceiular
aggregates and the mibatng moée that REC-neutrophil interactions may hawe m the
vaso-poclusive process, we suggest that the formation of these heterocadlular
aggregaies may contribute to vasculsr inflammation and ceclusion with - polentalily
damaging consequences. Thus, approaches to reduce the actity of platelets, such as
the potent oral P-selectin-blocking agent and small molecule selectin inhibitor™™ that
are currently undergoing chinical trials, as well a5 to reduce leukocyte Mac-1 integrin

actwation, could be valeable resources for reducing heterocallular interactions.
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Supplementary Table 1. Clinical gstals of patients participating in the study [USA

popaukation ).
5CA SCAHU

MalelFemale 35 [T

Age (years) 207 (33, 21, 34) 474 (50.5, 27, 62)
Red Blood Cell Count (10'91)  28(2822,27) 228211731
Hematoerit (%) 4.4 (237, 186, 236) 243 (248 105, 30.1)
Hemoglobin (gL} B4(81.88 08) 8.5(85. 8.5, 10.8)
Mean Corpuscular Volume (A)  B4.8 (242, 74.1,87.7) 1088 (111,78, 133.2)
Reticulocytes (%) 14.1(118,65.22) T.2(6.35,137)
White Blood Cell Count (10%L) 0.5(0.7.7.8, 11] B8.4(50,31, 12.7)
Platelet Count {10%L) 353 (350, 125.530)  411.3{314.5, 104, 1750)
HbF %) 70(75.22 137) 18.15 (10.8, 2.0, 20.0)

E:I:EF'T for sex, all data regresent the mean -:I'I'IE'-IiEI'!, rrrmiLET, F"IEH|I'I'|I.'"I'|] walues far Elli'iﬂ'j'-
state sickie cell anemia [SCA) SCA patients on HU therapy {SCAHU; 15-30 mg/gid). HEF,
fatal nemaoxgioin.
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Fegure 1. Cireulating meutrophl-REC heterocelular aggregatss are augmentsd In SCA
patiants. (A} Percentage of neutrophits (CDESD+) aggregated to red biood celis (RBCS) I the
periphara biood of healhy Indviduais (Conirol, n=11} and SCA patiens on'of HU [SCA,
n=23), a5 detected by Imaging fow cylometry. ~"p<l.01, compared fo contrl. group {Mann-
Whiiney iest]. (B) Percentage of neuirophls [CDG66b+) aggregated to Immatme
[CD2353°7CO7T1%) and malwe (CD235a"COT1) RBCS In the panpheral blood of healthy
Indhiduals {Control, A=11) and SCA patents onioll HU [(S0A, r=23), a5 detecied Dy Imaging
fow cytometry; *~p-<0.001, compared o respectve contri group {Mann-Whliney iest; {C)
Reprasaniative brighifialg (BF) ano fuorescent IMages, acquired by Imaging Now cylomesry;
CDEED" neulrophils (plEpie chior) aggregated b immature RBCS (COZ2353° - yelow cohior,
COT1* - green cokor) of mature RECS {CD2353° - yellow color COT1); Final image: merged
CDEEL'CD235a"CDT1 . Cells are from representative sampies of perpheral biocd from
comrnd, SCA and SCAHU patients. (D) Comalation of reficulocyie counts, (E) HbF levels and
(F) piatalet counts with percentages of newtrophi-reticuiocyie aggregates (CO235a"/CO71") N

SCA [onioff HU) patients {n=17]; Spearman's nan-parametric cormelation test.

Figure 2 Inhisiton of Mac-1. VLA-4 and ICAM-4 functon reversea the formation of
neufrophll-RBC  hetsrocellular aggregates. (A FRepreseniative boghifleld (BF) and
fucrascent BMages, acquired by Imaging Now cytomerry, of COSEL" neutrophils {pUrpie colon)
exprassing GO 1a [LFA-1 subumil) and CO11b (Mac-1 subunit) and aggregated in iImmatse
RECS {CDZ35a" - yelow color; COT1° - green color) or matwre RBCS (CD235a°- yellow coior,
CD717); Final image: memed COESbCO235aC0T1". Aggregates from the peripheral blood
of control, SCA and SCAHU patients, Efects of the Icubation of granwocyte suspensions |12
min, 37°C) wih a3 non-speclic antbody [(pG1). or adhesion-malecule  biocking
antibofes/peplides against the CO11a (LFA-1), CD110 (Mac-1), CD49d (VLA-4), IGAM-S and
BCAM molecules, on the percentage of neutrophils aggregated to (B) Immature RECS
[CD235°CO71%) and [C) mature RBCs {CO235°CO717) In sampias fom SCA pabenis (n=13).
AMFCD11a [cione 38 10pgimi] and and-CD11b [cione ICRF44; 10pgmL] were from ABD

5
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Serotee, Raleigh, NC: antl-CD4Sd [cone 2B4, 10pgimL], and and-BCAM [25ugimL] were from
RAD Blosystems, Minneapols, MN; ICAM-2 biocking peplide (SC-276485, 20DugimL) was
from Santa Cruz Blotech, Santa Cruz, CA. Mon-spectic igG1 (1Dpgimi) was from R&D

Bigsystems. "p=0.05, "p<0.01 {Fredman/Dunn's), compared 0 non-specific IgG1 antoody.

Figure 3. Involvemsnt of platelsts In SCA nsufrophll-REC Interactiona. Percenizges of
nesiropnlis from steady-staie SCA [onialt HU) individuais aggregated to (A} RECS {CD235a%,
(B} reticunoyies [CO235a%COT1") and (O] mamwe RBCE (COR353"WCOT1) under basal
conditions and afier incubation of granulocyte suspensian with 3 non-specific IgG antibody or
P-seiecin funchion-locking antibody (AnS-COSZF, clone 9E1. Zpagiml) (n=7); “p<0.0S,
**p=0.01, compared fo basal {Friefman/Dunn's). Percentages of neutrophls agoregated o (D)
RECS {CD235a37), (E) reticuloeyies (CD235a°/G071°) and [F) matwe RECS [CD2353C0OTT
}. and demonsirating the presence {+) or not |-} of activated (P-selectin-positive) plateiats In
these agoregates when anayzed by low cylometry (SCA onioff HU; n= 7L [G) Representaive
Images of the Invoivement of platelets (CDE2P; red colori I the aggregales of newtropdills
{COGED*; purple coior] wiih RBC (CO235a%; yellow color] expressing, or not, ihe ransfamn

recegtor (CO71%; green cofor). BF=brighifieid mode and respective channels of fluorescence,
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Abstract

Sickle cell disease waso-occhasson responsible for mach of the morbadity of the disease 15 a
complex mmiiceliular process, apparently mriggerad by leukocyte adhesion to the wesse] wall
The microcircalation represents a masr site of leukocyre-endothelial interactions and vaso-
occhasmee processes. We bave deweloped a biochip with microcharmel: resembline
anastomosing capillaries, of dameters decreasing from 40 pm to 10 ym m width, for use in
comuncoon with a precise pocrofmdic device o muimuic cell Bew and achesiom through
capiilary-sazed channsls The biockips were utifized jo observe the dynamics of the passage of
neurrophils and red blood cefls, tzolated from: healthy (CON) and sickle cell anenvia (SCA)
mndividuals, throuph lamimin or endethebal adhesion meolecule-costed chanmels at
phyzielogically-relesant mtes of flow and shear stress. Obstuction of E-selectinTCAM-1
coated biochip microchannels by SCA neotrophils was sigmficantly preater than that observed
for CON neumephils, particularly in the micrechammels of 40-13 pm in wadth Whik SCA
BBC alone did pot sipnificantly adhere to or obstruct microcharmels, mixed suspensions of
SCA peamophils and BBECs sipmuficantly adhered to and obsmacrad lanarn-coated chamnsls,
Results suppart a primary role for leukocytes i the imitiation of SCA occlusive processes in
the microciroulation. This assay represents an easy-io-use and reproducible i virg technigoe
for understanding molecular mechamiem: and cellular infeactions occumne o the
microvasonianare, and for festing drups with the potential to mbibit occhsive mechanizms
such as those observed m SCA and thrombotic diseases.

Key words: Capillanes; Leukorvies; Microfhadics; Occluzion: Sickle Cell Thseaze.
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Alterations i celiular brophysical propertses, soch as cell adbesion and interactons
between blood cells and the sndotheiium can comiribute fo vascolar occhusion, as ocous in
gickle cell disease (SCIN), and also obsarved in thrombofic processes [1]. The
pathephysology of SCT 15 extremely complex [2] and while hemoglobin 5 polymenzaton
copstifufes the majer pathophysiclogical mechamism of this gemstic diseass, vaso-occiusive
proe 535 constihute s majer mansfestation [3]. Leukocytes hawe been stronsly mmplicated in
the inflammatory processes that are asseciated with SCD [4], and expenmental svidence
indicates that inflammatory precesses and the adheston of neutrophis to the wvessel wall
folowed by their interactions with other Dlood cells, may imitiate vaso-occlasive processes [3-
7.

Micrefhuidic technology presents significant potential for advancing cell biology
research The abdity o moanipolate small vehmees of fiuid in micre-sized chanpels, capillames,
and other conduits has led to moovatve approaches for understanding fundamerntal biology
[E] To dae, paralisl fosr chambers Bave besn used extensively o stady the adhesion
dvoamics between blood cells and the endochelium or adhesion molecoles [0]. and such
procedurs: have led to important sdvances in our anderstanding of hematological pathology
[¥] and vasculsr mechanssms gcoaming m SCT [10-15]. However, maditional muicrofmidic
devices, sich as the paralis] plate, do not acourately reproduce the hifarcations anpd geometry
of f vive mbicrovasotar petworks and ooly mimic flow o larger wessels A complex
mecrofhnidic device with 2 vesoular netwark reaching dimensions of 7-30-jim wide previously
dempnsirated that pelymenzation of sickls cell hemoglobin i sufficient fo canse charmel
obsmucdon by red cells [16]. More recantly, microfinsder technelozy was used to swocessfully
mode]l micrvasoniar eochision by bloed cells from SCT) pattents in an endothelialized chip

with bifurcating channels of decreasing channal widths that reached a mindrmam of 30 pm [1].
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Since post-capiliary venulss are the major site of leukocyte-endothelial interactions
[I7] and human pulmonary and skin capillares can present diameters as small as 3-10 ym
[18, 9], occasionally being even smaller than circulating peutrophils in diameter, we have
developed a biochip with channels resembling amastomesing microcapiflanies that reach
diameters of approximacsly 10 ym. The biochips were desiznad for 2ase of use In conjunchion
with a precize microfluidic device to mumic cell flow, adhesion and azplomeration of cells,
wiih the am of providing a realistic moded of m vovo flow conditions in capillary networks of
the mucrocirclation Furthermors, we uflized the chips to observe the dymamuics of the
passage of neutrophils and red hlood calls (RBC). isolated from healthy and sickle cell anamsa

mndividusls, through these channals,

Method:

Desien of §-Chanmel Microcapillary Blochips

The sight-channs] merecapillary biochips were destered m collaberaton with Cellix Lid
(Cublin, Ireland). Each pamilel channel has a width of 40} pm and depth of 50 pm, and
contains pillars amanged m columns in the channmel Columns of pillars were spaced at
meervals of approximately 35 pm. Each pallar bas a diameter of approxmaitely 38 pm and the
spaces between the pillars in each column decrease propartonally: The lateral spaces befween
the péllars of the first column measure 40pm, while the pillars of the last columrm are spaced at
approximately eveny [0um (Figure 1). As such, these chonnels simulafe amestomosing and
branching capillarias.

Suhjecs
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Healthy conmol (Con, tetal N=13) mdivduals and sickle cell anemua (S5CA; tofal W=14)
pattents (aged 18-60 wvears) in sieady-state, were recruited at the Hematology and
Hemotherapy center, Dntversity of Campinas, Brazil Patients were nof in crisis, and none had
received blood manshuzons in the precedins 3 months. Of the 5CA patents. 3 wears on
brpdroacyarea (HU} therapy (1330 mekpd HU = 3 months). Healthy confrols (HoAA) were
age- and pender-matched where possible, fo 5CA patients and samples were analyzed
concopitantly. Informed wrften consenf was obfained fom all subjects. the stady was

approved by the Ethics Commrttes of the University of Campinas

Cell Separarion

Neumophils were 1s0lated from penpheral blood collected i sodmmn citrate by centrifugms
owver a Fucoll-Paque gradient (1.07771.11% 21) Cootamiratine erythrocytes were remotved
usng lysis buffer {155 mM NH,CL, 10 mM EHCO,) and cells resaspended in phosphate
buffer saline (PBS, 5x10°'mL. pH=74) For experiments with RBC, peripheral blood was

centrifitged (500 % £} and cells resuspendad in PBS (1x107/mL).

FengfTuxyw Micraffuidic Arsay

The Venafiro® microfiwidic system (Cellix Led) comsists of a Mimi:™ nanopump 2.0 Evo
that draws faids and calis over the biochip channels, empleving a patented fow damper and
contrelled by a PC, wsing dedicated soffware (Cellix Led ). Before assays, biochip channsls
were coaied with ligands; 125 pgiom” recombinant ICAM-1 and 025 pgiom® E-selectin
(R&D Systems, Minneapolis, M2Y) or 2.0 ug'cm” buman lammin {Sizma Aldrich. 5t Louwis,

MO for 2 b (room temperature; BT). Noo-specific binding sites were then blocked with
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1%e{wiv) BSA (30 min, RT) Prepared chips were storsd in 3 humidEfied chamber and used
almost immadiately in assays

Cell suspensions were applied fo the entry wells of micrecharmels; an intfial fow rafe
of 3.3 nls5 {02 dicm” instial shear stress) or 8.3 ol's (0.5 d'cm”) was used was used to daw
peutrophils or peamophilREC sospensiems thwough the channel respectvely. Flow was
maintamed for 3 min and 130 mapes were acquired (1 per second) using a Zeiss microscope
(20 lens) and DeltaPix Camera. Images were analyzed nsing Axenision soffware (Zeiss),
mezsuring the darknes: of the imapge (in AU 1o provide a qualitative wvalue of charmel
obstraction Data are depicted as mwans = SEM, the Mann Whitney test was utlized for

statistical companzens (GraphPad Prism 6.01),

Femnlis and Discossion

To develop a meore physiclomically-relevant v wiro assay to better comprehend the
meractions betwesn c2lls in the mecrovasculanire, we desizned a new Diochip to reproduce
capillary geometry for use in conpmction with a pucroffsdic platform The new biochip
(Figure 1) demonsoated companbility with the Venafhux platfonm. and adms@able mital fow
rates were maintaned for the desizn of the biochip

To test the abifiry of these chips to monior alteratons m the biophysical properties of
cells, we iovestigated the dynamics of the flow of FBC and leukocvies, separated fom
healthy contral (CON) individuals and from steady-state SCA patients, cwoush the
mecrocapiliaries. Previous i virg stadies have demomstrated that beth SCA BEBC and
leukocytss demonstrate increased adhesive properties [11, 15 20-27); furthermers, merawital
microscopy techmiques indicate that peutrophil adhesion, followed by secondary red cell

adhesion, appear o trigger inflammatory vaso-olchisive procasses in sickle mice models [4,

172



11, 28. 29). Initially, the biochip microchannels were coated with laminin, a major Egand for
the BCAM Tu receptor [30]. and RBC fom CON or SCA subjects wers appli=d to channsls
(mstial flow ratz of 3 3-83 ols) Aupmentsd SCA rad cell adhesion to laminin has been
previously reportad m large caliher parallel plate flow adhesion 2ssays [23, 30] and. indeed,
observed by oursalves emploving 400-um-wide biochip channels {data oot shown). However,
SCA REBC adhesion and consaquent obstmuction of the microcapillanies of the new biechip
was negligible for both groups (0.0=0.0 and 0.07=0.1 AU, for CON (=0) and SCA {(N=14},
i3 oL, respectively, P0.05). Findines corroborate previous data indicating that red cells
have a relatvely low adhesive capacity. parculariy at the hoh shear stresses that ame
generated in capillanies of small caliber, as encountered in the biochip [31-33].

Leukocyte adhesion may imifiate vaso-oCclusive processes inm SCA and as human
neutrophdls can present diameters that are larger than those of some capillaries [10], and ame
less flewible than RBC [34] & seems probable that the capillaries are major sites of leukocyte-
mediated obstuction. Neatrophils fom OO and SCA individuals wese perfised fhrough
channels ceated with E-selectm and ICAM-1 {mital flow mate of 3.3 L5} Afier 1805, SCA
pewtrophdls were found to obstract the microchanpels significantly maore than CON
neutrophils (Figure 2A-C). Caloulating the level of obstruction n each micrechanned column,
we found that neurophils from SCA patients adhered and obstacted chamnels of widths of
40, 30, 25 and 15 pm (Fipure 34 C), sisnificantly more than CON neutrophils, for which
major obstnection was observed only in the smallest microchannels (15 and 10 pm} (Figare
3A-B). Our data carroborate previows Sndmes [5][15, 20] indicating chat SCA newirophils are
highly adhesive and sagegest that leukocyies are capable of causing major obstruction m
wvessels of equivalsnt size to thoss of the mecrecrculation.

Since boeth leukocytes (particnlarly neuatrophils) and RBC may participate m vaso-
oCchazive processes, we also anahzed the obstruction of the microchammels by mixed
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suspensions of peutrophils (Sxi0fcellsml) and BBCs (1x10'cells'ml), each from the same
mdividmal WNeumophil BB suspemsions were perfused over lamimin-coarsd chamnels
Intersstingly, when this combivation of cells was emploved, even zreater ohsmuction of the
channels was observed for the SCTA cells, comparsd to that observed for past SCA neamophils
(E-zelecinTCAM-1) or 5CA BB alooe (Figoe 4} It s possible that S5CA BBC may interac
with SCA neastrophils. leading to further obstroction of microchannels: alternatively, when
mucrocharmels are perfused with obsmocting and less Slexihle neumophils, SCA BHC nay
becpme Tappsd between the cells cansing farther chomaciion.

In comchiston, we describe a povel and reproducibla & vire methodelopy for
monitonmze the capacity of cells to obsmuct and adhere to capillary-sized microchammels. This
methodolosy presents wiility for modelms cell interactions n microvessels and for the shady
of obstracove mechamsms eoommns o the microcincalation, as may ooour io 3 namber of
condifions, incloding SCA and thrombetic disorders, We alse unlized the biochip to observe
the hish potential that newtrephils from SCA individuals, in the absence and presemce of
autalogous FBC, have to adhers and obsmact mecrochannals. This assay may be uiilizad to
farthier understand molscolrs mechanisms eoopmng in the microvasconiyoae and to test dmees

with the pofential to inhibit thess cellular interactions and, comsequendy, occiusion
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Figure 1. Design of microcapiflary biochips. (A) Schemane desizn of beochips with &
channals, eack of 400 um in width and 30pM m depthc each channel contains a smgle roup
of five cohmnns of pillars. (B) Enlarged secoen of the pmcyochanmsl (view from abowve)
demonstraring, the lavout of the pillars inside each mucrochannel. Each channel confains five
cobmms of piliars spaced at inervals of approximately 35 um. Each pailar has a diameter of
appeoximaraly 38 ym and the spaces between pillars decrease proporconally m sach column,

Figure 2. Neutrophils fom SCA individoals obstact microcapillary chips significantly more
than healthy conmol nenmophils. (A) Chstracton of the mirtechanne] area of hiochips {area
of 0.186 ym”) by neumophils from conmol (CON, N=11} and SCA patients in steady stata
=12 inchading 3 patients on HU therapy). (B, C) Representative images of obstraction of
microcharmels at 150s by CON and SCA oeutrophils, respecovely. X 100 final magnification
(L Cuambifcation of the obotmuchon of each colomp of pallars, accordmp to the spaces
between sach post (40pM - 10pM) by CON and SCA neumophils. Weurrophils (5x10°/mL)
were perfissed through channels coared with ICAM-1 (1.25 pgiom™)’ E-selectin (015 upicer)
at an imitial flow mate of 3.3 oLz (equivalent o 02 dvn'cm’ initial shear smess at chanmsl
epirance] for 3 muin Obsructon was quantified as A L. and calculated using AxioVision
LES4 Teiss softerare *, P=1) 05 **, P=<0.01, compared to CON zroup, Mann Whitney test.

Figure 3. Negtrophils and RBCs from SCA individuals sipnificantly obstract microcapillary
biochips. Neamophils (5x10* cells'mL) and RBCs (IxI0calla/ml) from controd individuals
(CON, %=13) and SCA patents (N=11) m seady state were perfised over lamunm-coatsd
mirrochanmels (1 pgicm™) at an initial fow mie of 83 nl/s (initial shear stess of 0.5

dyn'cm™ for 3 min. {4} Obstraction of each mirrechanmelssction (area of 0.186 pm™) was
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quantifisd as AT and caloulated using AxoVision LESE Zeiss software. (B) X100 and {C)
X200 final mapmficafen *P-3.03, compared to CON group, Mann Whiney test.
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