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Introdugdo: A anemia falciforme é uma doenca hereditaria na qual as hemicias
apresentam o formato de foice, que dificulta sua passagem nos vasos sanguineos e
contribui para as crises de vaso-oclusdo e causa processos inflamatérios. A
angiogénese, que é a formacdo de novos vasos a partir das células endoteliais, pode
ser benéfica ou prejudicial na anemia falciforme e estes pacientes tém tendéncia de

apresentar ativacdo plaquetaria.

Objetivo: O objeto deste estudo foi avaliar se plaquetas de individuos
saudaveis e de individuos com anemia falciforme influenciam na capacidade de células

endoteliais formarem estruturas capilares, parecidos com vasos sanguineos.

Metodologia: Células endoteliais do tipo HUVEC (Human Umbilical Vein
Endothelial Cells) (5x10* cél/mL em meio; 100 uL) foram incubadas em pogos de placas
com Matrigel (com todos os nutrientes necessarios para a proliferacdo e manutengao
das células) e na presenca ou auséncia de plaquetas (1x10° plaquetas/pogo; 100 pL).
As células foram incubadas com dois tipos de plaquetas: plaguetas separadas do
sangue de individuos saudaveis (CONT, n=2) e plaquetas de individuos com diagndstico
de anemia falciforme (AF, n=2). Apds incubacdo das células endoteliais por 20 h (com
ou sem plaquetas), foram tiradas 5 fotos das células em cada po¢o com um
microscépio invertido (aumento de 40x, equipamento Zeiss Axiovert S100) com
camera acoplada (Moticam 2500), para a quantificacdo e andlise das estruturas. Cada

porcdo de estrutura capilar entre as ramificagdes foi considerada como um ramo; cada
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ponta deste ramo recebeu o nome de extremidade; extremidades das quais saem pelo
menos 3 ramos, foi chamada de né; a unido de varios ramos, foi chamado de grandes
juncdes. As estruturas formadas foram quantificadas com o auxilio do software

Image) _Angiogenesis Analyzer.

Resultados: A Figura 1 mostra imagens da formacdo de estruturas capilares
pelas células endoteliais na auséncia (BASAL) ou presenca de plaquetas dos individuos
saudaveis (CONT) ou dos individuos com anemia falciforme (AF). A estruturas
capilares, pontos de ramificacGes e juncbes foram contados em duas fotos para cada
grupo experimental. Os dados obtidos foram mostrados em forma de tabela (Tabela 1)

e graficos (Figura 2).

Através da observacdo dos resultados é possivel ver que, quando se coloca a
plaguetas de individuos saudaveis (Figura 1 e 2, painéis CON) em cultura com as
células endoteliais, ocorre um aumento na formacdo de vasos, quando comparado ao
grupo sem plaquetas (basal). Um efeito similar é observado quando as células
endoteliais sdo incubadas na presenca de plaguetas de individuos com anemia

falciforme (AF).

Conclusao: As plaquetas tém a capacidade de aumentar, de forma significante,
a formacgdo de estruturas capilares pelas células endoteliais. Estes achados indicam um
papel das plaquetas na formag¢dao de novos vasos e a estimulagdo da angiogénese.
Apesar das plaquetas de pacientes com anemia falciforme circularem num estado
ativado, os efeitos observados das plaquetas na formacgao de estruturas capilares nao
eram significativamente maiores do que os efeitos estimuladores das plaquetas de

controles.
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Figura 1: Avaliacdo das estruturas capilares na cocultura de células endoteliais e
plaquetas. Grupo basal: s6 tem presenca de célula endotelial; Grupo CON: grupo
controle no qual foi feito o cocultivo de células endoteliais e plaquetas de pessoas
saudaveis; Grupo AF: Células endoteliais e plaquetas de pacientes AF.

Tabela 1: Quantificagdo dos capilares em culturas de células HUVEC incubadas sem
(basal) e com plaquetas de individuos saudaveis (Controle) e de individuos com
anemia falciforme (AF).

Pontos de Capilares Juncbes
ramificacdes
Foto 1: Basal 9 4 0
Foto 2: Basal 16 22 1
Foto 3: Controle 23 59 13
Foto 4: Controle 32 84 14
Foto 5: AF 33 88 13
Foto 6: AF 39 90 16
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Figura 2: Quantificacdo das estruturas capilares: (A) pontos de ramificacdes; (B)
capilares e (C) juncdes em culturas de células HUVEC incubadas sem (basal) e com
plaguetas de individuos saudaveis (Controle, n=2) e de individuos com anemia
falciforme (AF, n=2).



