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INTRODUGAO:

A Anemia Falciforme (AF) € uma doenga hereditaria causada pela substituicdo de uma adenina
por timina no codon 6 do gene da globina B, resultando na produgdo da hemoglobina anormal HbS. A
polimerizagdo da HbS em condi¢des de hipdxia faz com que os eritrécitos assumam formato de foice.
Devido a falcizagao recorrente, as hemacias tornam-se frageis e sofrem danos na membrana, o que
causa a sua remogao prematura da circulagdo (hemolise extravascular), ou ainda podendo romper-se
no interior dos vasos (hemdlise intravascular). Na hemdlise intravascular, hemoglobina e heme livre
causam a ativagao de plaquetas e leucécitos, elevando a producao de citocinas inflamatdérias como IL-
18, e a expressdo de moléculas de adesado leucocitaria MAC-1 e endotelial ICAM-1 e E-
selectina, favorecendo o recrutamento de neutréfilos no vaso sanguineo [1,2].

Os neutrdfilos sédo os leucocitos que compdem a primeira linha de defesa do sistema imunologico
na resposta inflamatéria. Os PAMPs (Padrées Moleculares Associados a Patdgenos), como o
lipopolissacarideo (LPS), presentes em infecgdes, e as DAMPs (Padrées Moleculares Associados ao
Dano), como ATP e heme, originados por lesdes estéreis, participam na ativagdo destas células. Em
doencas inflamatérias crbnicas, como AF, aterosclerose e artrite reumatoide, os neutrdfilos sao
continuamente recrutados ao local da inflamagao, contribuindo para sua progressao por meio da geragao
rapida de espécies reativas de oxigénio (ROS), liberagdo de proteases e formagdo de armadilhas
extracelulares (NETs) [3,4].

Na AF, os neutrdéfilos de pacientes apresentam um fenétipo ativado, liberando ROS e NETs que
amplificam a ativacdo de leucdcitos e células endoteliais, aumentando a producdo de mediadores
inflamatérios como TNF-a, proteina C reativa, M-CSF, IL-3, GM-CSF, IL-8 e IL-6, que somado a baixa
biodisponibilidade de 6xido nitrico, resulta em disfungdo endotelial. Na microvasculatura, esses eventos
favorecem a agregagdo de hemacias falcizadas, e o recrutamento de plaquetas e leucdcitos, que
associada a vasoconstricdo, resultam em vaso-oclusdo, diminuicdo do fluxo sanguineo, hipdxia,
resposta inflamatéria e leséo tecidual nesses pacientes [1,5,6,7].

Imunometabolismo refere-se ao conjunto de processos metabdlicos das células do sistema
imunolégico, fundamentais para sua ativagdo, proliferagdo e eficiéncia na resposta imune. O
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metabolismo dessas células é altamente especializado, adaptando-se as demandas do microambiente
por meio da reprogramacao metabdlica [8]. Eventos como a hipdxia, caracteristica na AF, causam nos
neutréfilos a ativagdo do fator de transcricdo HIF-1a, que promove a mudanga do metabolismo da
fosforilagdo oxidativa mitocondrial (0XPHOS) para a glicdlise, garantindo a producao de energia. Esse
efeito € semelhante ao observado em células cancerigenas e em doengas autoimunes como a artrite
reumatoide [9,10]. Essa adaptacdo aumenta a producédo de lactato e reduz a atividade do ciclo do acido
tricarboxilico (TCA) e da oxidagao de acidos graxos (FAO), processos associados a mobilizagdo de
leucocitos e amplificagdo da inflamagéo [8]. Assim, a interagdo entre estimulos inflamatérios e
metabolismo celular ndo apenas garante o funcionamento do sistema imune, mas também pode
intensificar a resposta inflamatéria [11,12,13].

OBJETIVOS:

Este projeto propde avaliar os efeitos de moléculas inflamatérias, que sdo elevadas nas doengas
hemoliticas, como a AF, nas vias metabdlicas de neutrofilos.

Objetivos especificos:

1) Avaliar os efeitos da molécula heme (molécula liberada pela hemdlise intravascular) na
modulagdo da via glicolitica e intermediados do ciclo do acido tricarboxilico em neutrdfilos;

2) Avaliar os efeitos da IL-1B (citocina pré-inflamatéria) na modulagdo da via glicolitica e
intermediados do ciclo do acido tricarboxilico de neutroéfilos;

3) Avaliar os efeitos da molécula LPS (controle positivo de processo inflamatério) na modulagao
da via glicolitica e intermediados do ciclo do &cido tricarboxilico de neutrdfilos.

METODOS:

Aspectos éticos da pesquisa e sujeitos: este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da UNICAMP, CAAE 84501924.2.0000.5404 e todos os participantes seréo incluidos
no estudo mediante termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) datado e assinado. Os individuos
nao devem ter sido diagnosticados com doencas inflamatérias aguda ou cronica, ou com
hemoglobinopatias ou doengas hemoliticas (sadios), feminino e masculino, com idades entre 18-65
anos. Também nao devem feito uso de antibidticos, antilipémicos ou anti-inflamatérios nas ultimas 3
semanas. Estes individuos serao recrutados do quadro de funcionarios e alunos do Hemocentro, bem
como individuos ja doadores do Hemocentro da Unicamp, de forma voluntaria.

Separacao dos neutréfilos das amostras de sangue periférico e tratamentos: serdo
coletados 6-12 mL de sangue, em trés tubos contendo citrato de sédio (3,2%), de individuos saudaveis
(HbAA; n=30 total). Os granuldcitos serao isolados por gradiente de densidade Ficoll (1.077 g/mL e 1.090
g/mL), seguido de centrifugacdo a 700 g por 30 minutos. A camada de granulécitos sera coletada e
ressuspendida em RPMI para contagem de células viaveis e ajuste da concentracdo. Para a estimulagao
inflamatoria, as células concentragéo celular 2x10° neutréfilos/mL, serdo incubadas com: (i) RPMI (150
MI) como condigao basal; (i) Heme [50 uM]J; (iii) IL-1B [10 ng/mL]; (iv) LPS [1 pg/mL] a 37°C por 1 hora.

Ensaio de captacao de glicose: os neutrdéfilos serdo incubados com a sonda 2-NBDG (2-(N(7-
Nitrobenz-2-oxa-1,3-diazole-4-yl)amino)-2-deoxyglucose, que é um fluoréforo que mede a captacao de
glicose; Sigma) por 30 minutos a 37°C. A analise de citometria de fluxo convencional sera empregada
para avaliar parametros de fluorescéncia.

Analise de oxidagao de acidos graxos: apds incubagao com anticorpo CD66b, as células serao
incubadas com paraformaldeido 4% para fixacdo e em seguida permeabilizadas com 0,1% de triton
x100. Em seguida, serdo incubadas com solugdo de anticorpos primarios anti-ACADM (Acyl-CoA
dehidrogenase cadeia média), anti-ACADV (Acyl-CoA dehidrogenase cadeia longa) e anti-HADHA
(Hydroxyacyl-CoA dehidrogenase). Apds incubagao com anticorpos secundarios anti-mouse IgG1-FITC,
as células serao novamente lavadas para aquisicao em citdmetro de fluxo.

Avaliacao da geracao de Espécies Reativas de Oxigénio mitocondrial: apds estimulagao, as
células serdo incubadas com a sonda MitoSox Red (50 nM; Invitrogen) e posteriormente processadas
para aquisicdo em citdmetro de fluxo.
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Citometria de Fluxo: os granulécitos serao incubados com o anticorpo anti-CD66b para
imunofenotipagem de neutrdfilos. A populagao de neutrdfilos viaveis sera identificada pela expresséo
positiva para CD66b e negativas para 7AAD. Serao adquiridos no minimo 10.000 eventos por amostra
no citdmetro de fluxo FACS-Calibur (BD). As analises serao realizadas no software FlowJo (BD).

Avaliagdo do metabolismo do ciclo do acido tricarboxilico (TCA): apds estimulacao, as
células serao lisadas e o extrato celular sera utilizado para a quantificagdo de a-cetoglutarato, um
metabdlito intermediario do TCA. Para isso sera utilizado o kit colorimétrico (Cayman no. 701350).
Brevemente, apds a lise, o extrato celular sera coletado e adicionado acido perclérico a 4% do volume
total obtido de sobrenadante. As amostras serdo misturadas vigorosamente em vortex e em seguida
sera adicionado as amostras um volume correspondente a 34% do volume de sobrenadante de hidroxido
de potassio. Apds ajuste de pH 6,5 — 8,0, o sobrenadante sera coletado para quantificagdo de a-
cetoglurato.

Quantificagao de L-lactato: o lisado dos neutréfilos sera utilizado para a quantificacéo de L-
lactato utilizando o kit comercial da Abcam (ab65331), seguindo as instrugdes do fabricante.

DESENHO EXPERIMENTAL.:
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Figura 1. Neutréfilos isolados de individuos saudaveis serédo estimulados in vitro com heme (DAMP), IL-1 (citocina inflamatdria)
ou LPS (PAMP), e comparados a condigéo basal (sem estimulo). Apds 1 hora de incubagéo, os neutréfilos serdo analisados
por citometria de fluxo para avaliagdo da captacao de glicose (via sonda fluorescente 2-NBDG), oxidag&o de &cidos graxos (via
detecgéo de enzimas mitocondriais ACADM, ACADV e HADHA), e geracado de espécies reativas de oxigénio mitocondrial (via
MitoSox Red). Além disso, os metabdlitos a-cetoglutarato e L-lactato serdo quantificados por ensaios colorimétricos. Este
modelo visa caracterizar o perfil metabdlico induzido por diferentes estimulos inflamatérios, com foco nas vias glicolitica,
oxidagao de acidos graxos (FAQ), e do ciclo do acido tricarboxilico (TCA). Imagem criada com Biorender.com.

ATIVIDADES REALIZADAS E RESULTADOS PRELIMINARES:
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Nesta etapa inicial do projeto foi realizado o isolamento de granulécitos a partir de amostras de
sangue periférico de individuos saudaveis. O numero total de participantes foi de 6, dos sexos feminino
(n=5) e masculino (n=1). Os granuldcitos foram isolados por gradiente Ficoll e foram divididos em trés
grupos diferentes para incubagéo (2x10° células/mL) a 37°C por 1 hora: (i) condi¢édo basal, com 150 pL
de RPMI; (ii) heme [50 uM] e (iii) LPS [1 pg/mL]. Em seguida, as células foram processadas para os
ensaios de captagao de glicose e geragao de ROS mitocondrial. Para a citometria foi utilizado o citémetro
de fluxo FACS-Calibur (BD) e foram adquiridos 10.000 eventos por amostra. A analise foi feita no
software FlowJo para separagao de gates: Granulécitos — CD66b+ 7AAD- — 2NBDG+ e/ou MitoSox+,
calculos de porcentagem aparente (expressos em porcentagem %) e intensidade média de fluorescéncia
(MFI). A separacao dessas populacgdes de células permitiu precisao para analise dos neutrdéfilos viaveis
em atividade de captacao de glicose e/ou geragdo de ROS mitocondrial.

Para a analise estatistica dos valores de MFI e de porcentagem de neutrdfilos positivos para
2NBDG e MitoSox, ou duplo positivo, foi utilizado o software Prism, aplicando-se o teste t pareado. Foi
considerado significancia estatistica, um valor de p menor ou igual a 0,05. Os resultados sao
demonstrados como média * desvio padrao.

Com os resultados, pode-se observar que, em relagdo as células nao estimuladas (basal), o
heme aumentou de maneira significativa a porcentagem de neutréfilos CD66b+7AAD- com a marcagao
da sonda 2NBDG (basal: 27,63 + 12,8; heme: 48,53 + 17,22; p=0,0305). O mesmo resultado foi
observado quando analisado a MFI de 2NBDG, mostrando que em relagdo a condigdo basal, os
neutrdéfilos incubados com heme tem um aumento de captacao de glicose (basal: 15,68 + 0,87; heme:
24,45 + 5,81; p=0,0188). Tal resposta ndo foi observada em células incubadas com LPS, onde a
captacao de glicose nao foi alterada quando comparada com a condi¢ao basal, tanto para a porcentagem
(25,83 + 6,34; p>0.05), quanto para a MFI (16,47 £+ 2,73; p>0,05).

Ao analisarmos a geragdo de ROS mitocondrial através da sonda intracelular MitoSox, foi possivel
observar que o heme induziu, em relagao ao basal, um aumento significativo de superdxido mitocondrial,
como demonstrado pelo aumento de neutréfilos CD66b+7AAD-MitoSox+ (basal: 24,18 £ 17,11; heme:
45,44 + 17,21; p=0,0044), assim como o aumento da MF| de MitoSox nessa populacao (basal: 9,89 *
0,95; heme: 16,33 £ 3,73; p=0,0100). Ja o estimulo com LPS nao induziu superdxido mitocondrial, visto
que nao houve aumento significativo quando comparado a condigéo basal, tanto para a porcentagem
(25,12 + 14,62; p>0,05), quanto para a MFI (10,97 £ 2,54; p>0,05).

A anadlise cruzada entre as células que expressaram tanto positividade para 2NBDG quanto para o
MitoSox (CD66b+7AAD-2NBDG+MitoSox+), populagdo duplo-positivo, (basal: 20,85 + 9,42; heme:
49,27 + 18,5; p=0,0063) confirma que o heme induziu o estresse oxidativo mitocondrial e aumento da
captagéo de glicose nos neutréfilos, sugerindo aumento na atividade metabdlica dessas células. A
mesma resposta nao foi observada com a incubagao com LPS, ja que o grupo permaneceu parecido
com a condigao basal (23 + 11,36; p>0,05).

Os resultados preliminares indicam que o heme, um DAMP importante liberado em doencgas hemoliticas,
como na AF, promove a ativagdo metabdlica nos neutrofilos, evidenciada pelo aumento significativo na
captacao de glicose e na geracdo de ROS mitocondrial. Diferentemente do observado por Sadiku et al,
que mostrou que o LPS aumenta a atividade glicolitica em neutréfilos humanos, em nossos experimentos
o LPS na concentracdo e no tempo testados parece nao alterar a atividade metabdlica nos neutrofilos,
mantendo-se semelhante a condicdo basal. Para confirmar esses dados, como proxima etapa iremos
testar uma curva de dose-resposta utilizando diferentes concentragdes de LPS em diferentes tempos de
incubacao.

Atividades em continuidade e a serem realizadas:
e Curva de concentragao e tempo para uso de LPS;
e Estimulo com heme, IL-1B e LPS para obter n=30;
e Analise de ROS mitocondrial, oxidacao de acidos graxos e via glicolitica por citometria de fluxo;

e Quantificacédo de a-cetoglutarato e L-lactato.
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