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RESUMO 

METABOLISMO DA ARGININA E MOLÉCULAS ASSOCIADAS À ATIVAÇÃO 

ENDOTELIAL NA ANEMIA FALCIFORME. A anemia falciforme (AF) é uma doença 

genética com prevalência mundial elevada, sendo considerada uma doença multisistêmica, 

uma vez que é caracterizada por manifestações clínicas agudas e crônicas e pelo 

comprometimento progressivo de órgãos e sistemas. A AF é caracterizada por uma disfunção 

endotelial acentuada que pode ser decorrente de vários fatores. Os distúrbios no metabolismo 

da arginina estão relacionados ao estado inflamatório crônico apresentado pelos pacientes 

com AF e a homocysteína (Hcy) pode também estar relacionada, cujo aumento plasmático 

está associado a ativação endotelial e o estado inflamatório em diferentes patologias. Estão 

inclusos nesta tese o conjunto de três manuscritos com o objetivo de investigar moléculas 

associadas à ativação endotelial em pacientes com AF, com ênfase para as moléculas 

envolvidas no metabolismo do óxido nítrico (NO), como a arginase; Hcy, citocinas Th17, 

moléculas de adesão solúveis (sVCAM-1 e sICAM-1) e marcadores hemolíticos. Foram 

estudados indivíduos com AF em estado estávelNossos resultados mostraram que a arginase 

plasmática e a citocina IL-17 estão elevada em pacientes com AF. Além disso, a citocina 

TGF-beta está positivamente associada a arginase nos mesmos pacientes. A Hcy foi 

associada com a ativação endotelial, uma vez que a Hcy esteve correlacionada positivamente 

com sVCAM e  as citocinas IL-17 e TGF-beta. Os níveis diminuídos da citocina IL-18 foram 

relacionados a ocorrência de seqüestro esplênico. O papel de novos marcadores de 

inflamação vascular pode ajudar no entendimento da complexidade da fisiopatologia da AF, 

principalmente o relacionado ao metabolismo da arginina e NO, moléculas cruciais na 

manutenção vascular. Nossos dados mostram alvos importantes, como a arginase, Hcy e a 

IL17, que podem ser explorados como fatores adicionais na inflamação, ativação endotelial e 

vaso-oclusão na AF. 

Palavras chaves: 1.Anemia Falciforme; 2.Arginase; 3.Homocisteína; 4.Citocinas Th17 



 

 

ABSTRACT 

ARGININE METABOLISM AND MOLECULES ASSOCIATED TO ENDOTHELIAL 

ACTIVATION IN SICKLE CELL DISEASE. Sickle-cell disease is one of the most common 

severe monogenic disorders worldwide. It is consider a multisystem disease, associated with 

episodes of acute illness and progressive organ damage. Sickle Cell Anemia (SCA) is 

characterized by a marked endothelial dysfunction, owing to many factors. Dysregulated 

arginine metabolism can be related to the inflammatory chronic state presented by patients 

and homocysteine (Hcy) can be also related to inflammatory state, once its increase serum 

levels can enhance the endothelial activation and inflammation state in several pathologies. It 

was included in this thesis a set of three manuscripts that aim to investigate molecules 

implicated in the endothelial activation in SCA patients, emphasizing molecules involved on 

Nitric Oxide (NO) metabolism, such as arginase, Hcy, Th17, cytokines, soluble adhesion 

molecules (sVCAM-1 e sICAM-1) and hemolytic markers. We studied sickle cell anemia 

patients in stead state. Our results showed a rising arginase levels and IL-17 cytokine in the 

SCA patients. Moreover, the cytokine TGF-beta is associated with higher arginase levels in 

the same sickle cell patients. The Hcy was related to endothelial activation, since the Hcy was 

positively associated with sVCAM, IL-17 and TGF-beta. Patients who had a splenic 

sequestration event had low IL-18 levels. The role of novel inflammation markers can help to 

understand the complexity of pathofisiology in the SCA, mainly related to arginine and NO 

metabolism that is essential to vascular maintenance. Our data show  important targets, such 

as arginase, Hcy and IL-17, that can be explored as an additional risk factor to endothelial 

inflammation and activation and vaso-occlusion in SCD.   

Key Words: 1.Sickle cell disease; 2.Arginase; 3.Homocysteine; 4.Th17 cytokines 
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1- INTRODUÇÃO 

 

A anemia falciforme (AF) é uma doença genética, com herança autossômica 

recessiva, decorrente da homozigose da hemoglobina variante S (HbS), que é caracterizada  

pela  mutação pontual GAG > GTG  no sexto códon do gene beta, com substituição do ácido 

glutâmico por valina na sexta posição da cadeia polipeptídica beta (BUNN, 1997).  

O termo doença falciforme (DF) é usado para diferentes genótipos que apresentam a 

HbS com significância clínica, incluindo a AF, que é a forma mais grave da doença (REES et 

al., 2010).  

A síntese de cadeias polipeptídicas beta S favorece a ocorrência de um motif 

hidrofóbico na molécula de hemoglobina (Hb), com formação de um tetrâmero desoxigenado 

que resulta na ligação entre as cadeias beta-1 e beta-2 de duas moléculas de Hb, com a 

organização de  polímeros longos formados por filamentos duplos que se associam em feixes. 

Esses feixes de “cristais” dentro das hemácias podem ser vistos à microscopia eletrônica e 

causam deformações importantes no eritrócito, além do efluxo de potássio; aumento do cálcio 

intracelular; formação de polímeros de Hb com proteínas da membrana, em especial da banda 

3, com alteração da arquitetura e flexibilidade, favorecendo a desidratação dos eritrócitos; 

exposição de moléculas na membrana celular, como a fosfatidil serina (PS) e o CD36, um 

receptor glicoprotéico que se liga a proteínas da matriz extracelular, facilitando a ligação da 

célula com o endotélio (BRITTENHAM et al., 1985; ZAGO e PINTO, 2007).  

A distribuição mundial da HbS decorre da combinação de dois fatores, a seleção de 

portadores do alelo mutante pela vantagem evolutiva em regiões em que a malária é 

endêmica e imigração de africanos devido ao tráfico de escravos. A presença do alelo 

mutante varia entre 0-15% na população africana, sendo que a região central da África 
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Subsaariana apresenta prevalência acima de 15%. Na Europa e na América do Norte a 

prevalência do alelo mutante varia de 0-3% (REES et al., 2010).  

O estado da Bahia apresenta freqüência elevada de portadores da HbS, que variam 

entre sete a 14% (AZEVEDO et al., 1981). Atualmente, com os dados da triagem neonatal 

realizada pela Associação de Pais e Amigos dos Excepcionais (APAE) sabe-se que ocorre o 

nascimento de uma criança a cada 600 com DF, sendo a Bahia o estado que apresenta a 

prevalência mais elevada do Brasil (SILVA et al., 2006). 

 

1.1. ASPECTOS CLÍNICOS NA AF 

 

Apesar dos pacientes com DF terem em comum a presença da HbS, a clínica é 

bastante heterogênea, mesmo em indivíduos que apresentam o mesmo genótipo. Os 

indivíduos com AF possuem sintomas e complicações clínicas que podem variar de leves a 

graves. Os episódios de dores agudas causados por crises vaso-oclusivas são as causas 

comuns de hospitalização, sendo que a frequência destes episódios está associada ao 

prognóstico do paciente, incluindo a ocorrência de óbito precoce (PLATT et al., 1991;  REES 

et al., 2010). As infecções bacterianas são as maiores causas de morbidade e mortalidade em 

crianças com AF, que apresentam susceptibilidade elevada a diferentes agentes patogênicos, 

tais como Streptococos pneumoniae e Haemophilus influenzae, em decorrência do 

comprometimento da função esplênica.  Outros fatores estão também associados ao 

prognóstico clínico da doença,  envolvendo a deficiência de micronutrientes, defeitos na 

ativação do complemento e isquemia tecidual (REES et al., 2010). 

A Síndrome Torácica Aguda (STA) é uma causa importante de mortalidade na AF, 

além de ser a segunda maior causa de hospitalização. É caracterizada por um dano pulmonar 

agudo com infiltrado alveolar (GLADWIN &VICHINSKY, 2008). A AF é uma das maiores 
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causas de Acidente Vascular Cerebral (AVC) em crianças, sendo a maioria dos casos 

relacionados à vasculopatias que afetam as carótidas internas e artérias cerebrais (STUART 

& NAGEL, 2004). Outras complicações clínicas incluem a hipertensão pulmonar, priapismo, 

colelitíase, retinopatias, disfunção cardíaca, insuficiência renal, ulceras maleolares e necroses 

ósseas (STUART & NAGEL, 2004). 

Sabe-se que a mutação que causa a AF, por si só, não é suficiente para explicar todas 

as características graves da doença, sendo extensa a gama de expressões fenotípicas até 

mesmo em pacientes com genótipo idêntico de Hb (ALEXANDER et al., 2004). Essa 

heterogeneidade clínica tem sido atribuída a fatores ambientais, psicossociais e genéticos, 

como por exemplo, a expressão de Hb fetal, presença de alfa-talassemia e dos haplótipos 

ligados aos genes da globina beta, aos quais tem sido atribuído a modulação da polimerização 

da HbS (NEBOR et al., 2010). 

 

1.2. HEMÓLISE 

 

Um dos processos fisiopatológicos de importância na AF é a anemia hemolítica 

decorrente do encurtamento da vida média do eritrócito pela polimerização da HbS (KATO et 

al., 2007). A hemólise varia em intensidade entre os genótipos diferentes da DF, sendo mais 

acentuada na AF.  

Os biomarcadores de hemólise são importantes na avaliação do paciente com AF.  A 

lactato desidrogenase (LDH) é um marcador de hemólise intravascular, e sua elevação 

plasmática está associada ao subfenótipo clínico de hipertensão pulmonar, priapismo e úlcera 

nos pacientes com AF (KATO et al., 2006b). As concentrações das enzimas hepáticas 

aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) e dos níveis de 

bilirrubina, principalmente a indireta, estão alteradas na hemólise (ROTHER et al., 2005).  
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Dados de estudos epidemiológicos sugerem que diversas complicações da AF estão 

associadas ao aumento das taxas de hemólise, tais como colelitíase, úlceras de perna, 

priapismo e hipertensão pulmonar, que estão também associadas a concentrações diminuídas 

de Hb e elevação da hemólise intravascular (KATO et al., 2007). Os produtos gerados em 

decorrência da hemólise intravascular são extremamente oxidativos, sendo que o grupamento 

heme e o ferro induzem o estresse oxidativo com geração de espécies reativas de oxigênio 

(ROS); em decorrência disso, algumas vias protetoras estão envolvidas, tais como a 

haptoglobina que se liga à hemoglobina livre prevenindo a sua eliminação direta pelos rins e 

que carrega os dímeros de globina para os macrófagos do sistema fagocítico mononuclear 

encarregado da remoção desses produtos por endocitose, via receptor CD163 (SCHAER et 

al., 2007).  

A hemólise é a causa principal do quadro de anemia e fadiga apresentado pelos 

pacientes com AF e, além disso, está também associada ao desenvolvimento de 

vasculopatias, que aumentam progressivamente com o passar do tempo e são caracterizadas 

pela hipertensão pulmonar, alterações na proliferação do endotélio e músculo liso dos vasos 

sanguíneos e disfunção endotelial (GLADWIN et al., 2004; KATO et al., 2006a). Desta 

forma, os pacientes que exibem concentrações diminuídas de Hb e taxas elevadas de 

hemólise parecem apresentar o subfenótipo que associa aos pacientes a probabilidade maior 

ao desenvolvimento de vasculopatias que aqueles com concentrações maiores de Hb, além de 

apresentarem número maior de episódios de dores agudas e, possivelmente, episódios de STA 

(KATO et al., 2007).  

A AF se caracteriza por apresentar estado inflamatório crônico, sendo que a gênese de 

grande parte das manifestações clínicas nessas doenças deve-se a três mecanismos inter-

relacionados: a) adesão de eritrócitos, granulócitos, monócitos e plaquetas ao endotélio 

vascular; b) fenômenos inflamatórios crônicos, exacerbados por episódios agudos; c) 
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produção de intermediários inflamatórios, como citocinas e alterações do metabolismo do 

óxido nítrico (NO) (ZAGO & PINTO, 2007).  

 

1.3. O PROCESSO VASO-OCLUSIVO 

 

O processo vaso-oclusivo na AF é caracterizado pela oclusão de microvasos em 

determinados sítios, causando episódios de dor e lesão tecidual, acompanhado por inflamação 

local (STUART & NAGEL, 2004). As hemácias de indivíduos com AF e, principalmente, os 

reticulócitos, expressam receptores de superfície, incluindo moléculas de adesão, como a 

integrina α4β1, receptores para a família das imunoglobulinas e o CD36. A expressão 

aberrante dessas moléculas induz ao aumento na aderência das hemácias ao endotélio 

vascular (FRENETTE & ATWEH, 2007). A presença de leucócitos aderentes nos microvasos 

é também um fator chave que contribui para o processo de vaso-oclusão na AF, participando 

tanto na adesão ao endotélio quanto na liberação de citocinas e radicais livres (TURHAN et 

al., 2002). Além disso, as hemácias falciformes podem interagir diretamente com os 

leucócitos, formando agregados heterocelulares, levando a uma redução do fluxo sanguíneo, 

hipóxia, formação de polímeros de HbS e propagação da oclusão para a vasculatura adjacente 

(TURHAN et al., 2002).  

As plaquetas também podem contribuir para a vaso-oclusão pela liberação, quando 

ativadas, da molécula solúvel CD40L que aumenta a inflamação endotelial e expressão de 

ligantes para os eritrócitos na superfície endotelial, resultando no ciclo de adesão do eritrócito 

– ativação de plaquetas – adesão do eritrócito (BENNETT, 2006). A figura 1 resume os 

eventos envolvidos no processo de vaso-oclusão. 
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Figura 1. Representação dos principais eventos fisiopatológicos presentes no desenvolvimento da 

vaso-oclusão (adaptado de SEGEL et al., 2010). O processo de vaso-oclusão compreende um evento 

complexo na qual estão envolvidos eritrócitos, reticulócitos, plaquetas, leucócitos e a adesão ao 

endotélio vascular, assim como o envolvimento de proteínas plasmáticas e fatores inflamatórios, 

como a expressão de citocinas pró-inflamatórias, levando a oclusão vascular e hipóxia. 

 

A monocamada de células endoteliais protege todo o sistema vascular, sendo que a 

estrutura e função dessas células são imperativas para a manutenção da parede do vaso e da 

função circulatória. No entanto, além de funcionar como barreira, as células endoteliais 

participam da hemostase sanguínea, onde regulam processos de trombose e aderência de 

plaquetas (GALLEY & WEBSTER, 2004). O endotélio controla o tônus vascular e o fluxo 

sanguíneo pela produção de NO, endotelina e prostaglandinas. Ademais, essas células 

participam do processo de aterogênese e nas respostas anti e pro-inflamatórias devido a sua 
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habilidade de produzir e detectar citocinas e a expressão de moléculas de adesão sob certas 

circunstâncias (HARTGE et al., 2007). Devido aos inúmeros mecanismos onde participam as 

células endoteliais, a disfunção, dano e ativação endotelial podem participar de inúmeras 

patologias incluindo a AF. Desta forma, as interações endoteliais desempenham papel 

fundamental em praticamente todos os mecanismos que participam do processo de vaso-

oclusão e muito da fisiopatologia dessa doença (CONRAN & COSTA, 2009). 

Os leucócitos, eritrócitos e plaquetas contribuem para o processo vaso-oclusivo que 

ocorre na microcirculação pela adesão celular ao endotélio vascular e contato célula-célula,  

causando uma barreira física para o fluxo sanguíneo, contribuindo para o estímulo 

inflamatório crônico, sendo que as moléculas de adesão celular e o endotélio são elementos 

chaves nesses mecanismos. Os ligantes endoteliais mais comuns na AF certamente estão 

relacionados às moléculas de adesão intercelular (ICAM-1) e a molécula de adesão da célula 

vascular (VCAM-1) (MORRIS et al., 2005).  

A ICAM-1 é uma molécula de adesão, semelhante à imunoglobulina, que se liga à 

integrina Lymphocyte function-associated antigen 1 (LFA-1) que é encontrada em todas as 

células T e também em células B, macrófagos e neutrófilos e que está envolvida no 

recrutamento celular para os sítios de infecção. O LFA-1 é parte da família de integrina dos 

leucócitos que são reconhecidas pelas cadeias comuns beta (CD18) e pela cadeia distinta alfa 

(CD11a)  (ALON et al., 1995).  

A importância da ICAM-1 na adesão leucócito-endotélio é comprovada pelo fato de 

estudos experimentais de transfecção desta molécula mostrarem que a ICAM por si só, é 

suficiente na reconstituição da transmigração de células que carece de outros receptores de 

adesão (SANS et al., 2001).  A VCAM-1 interage com o seu ligante maior, que é o Very Late 

Antigen-4 (VLA-4), para mediar a adesão celular e migração transendotelial de leucócitos 

(WAUTIER & WAUTIER, 2011). As moléculas de adesão desempenham papel fisiológico 
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vital no recrutamento e adesão das células ao endotélio vascular. As E-selectinas e P-

selectinas proporcionam a rolagem de leucócitos específicos pela superfície endotelial até o 

momento da adesão firme por meio da VCAM-1 e ICAM-1 ligados à superfície celular 

(ALON & FEIGELSON, 2002). Os leucócitos dos indivíduos com AF parecem estar em 

estado ativado com aumento na expressão e na atividade da integrina Macrophage-1antigen 

(Mac-1) ou integrin alphaMbeta2 (composto pelo CD11b e CD18) demonstrando alterações 

significantes na adesão às proteínas subendoteliais, à camada de células endoteliais e 

proteínas endoteliais (BENKERROU et al., 2002; ASSIS et al., 2005). 

Durante o processo inflamatório, a adesão de plaquetas às paredes dos vasos 

sanguíneos está aumentada. Em indivíduos saudáveis, o endotélio não ativado, geralmente, 

inibe a adesão das plaquetas pela produção de fatores antitrombóticos, particularmente o NO. 

No entanto, nos vasos submetidos ao processo inflamatório, o endotélio ativado pode 

estimular a adesão de plaquetas devido a liberação do difosfato de adenosina (ADP), do fator 

tecidual (CD142) e fator de Von Willebrand, uma glicoproteína multimérica com funcão  na 

hemostasia primária, que forma pontes entre glicoproteínas plaquetárias e estruturas do 

endotélio vascular (VAN GILS et al., 2009). As plaquetas na AF também demonstram 

propriedades adesivas elevadas, com afinidade aumentada da integrina αIIbβ3, ligante de 

plaquetas, ao fibrinogênio em ensaio de adesão in vitro, o que significa que as plaquetas 

provavelmente têm afinidade maior na adesão nas paredes dos vasos na AF durante a 

agressão endotelial (FERREIRA et al., 2008). 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/CD11b
http://en.wikipedia.org/wiki/CD18
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1.4. O ÓXIDO NÍTRICO 

 

O NO é uma molécula de gás diatômica solúvel, com elétron desemparelhado, o que o 

torna um radical livre com propriedades de reações biológicas únicas (WINK & MITCHELL, 

1998). O NO é produzido no endotélio vascular pela enzima endotelial óxido nítrico sintase 

(eNOS), pela conversão oxigênio-dependente de arginina para citrulina (PALMER et al., 

1987).  

Uma vez produzido, o NO pode se difundir de forma parácrina para o músculo liso 

adjacente, onde se liga avidamente à enzima solúvel guanilato sintase. Essa ativação da 

enzima converte guanosina trifosfato (GTP) à guanosina monofostato cíclico (cGMP) e ativa 

as proteínas kinases dependentes de cGMP, que agem no sequestro do cálcio celular, produz 

relaxamento muscular e consequentemente a vasodilatação (IGNARRO et al., 1987).  

Além de favorecer a vasodilatação, que controla aproximadamente 25% do nosso 

fluxo sanguíneo, o NO promove a homeostase geral e também reage com o grupamento heme 

da Hb, com taxas limitadas de difusão, produzindo metahemoglobina e nitrato e nitrosil-

hemoglobina (OLSON et al., 2004). Devido à velocidade dessas reações e sua 

irreversibilidade, seria lógico pensar que o NO produzido pelo endotélio não sobreviveria o 

tempo suficiente para se difundir até o músculo liso, tornando o NO inativo pela reação 

rápida com a Hb liberada intravascularmente. Esse paradoxo biológico é resolvido pelas 

propriedades físicas do eritrócito, que limita a Hb com a compartimentalização pela 

membrana plasmática (SCHECHTER & GLADWIN, 2003), evitando o extravasamento da 

Hb para o plasma e o consumo de NO, em condições normais. 

 A arginina, o substrato para a síntese do NO é deficiente na AF (MORRIS et al., 

2000a; MORRIS et al., 2000b). O consumo elevado de NO pela Hb livre no plasma e pelas 

ROS leva a diminuição na biodisponibilidade de NO que é ainda mais exacerbado pela 
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diminuição da disponibilidade do substrato da eNOS, a arginina. Esse estado de resistência ao 

NO é acompanhado pela regulação compensatória da síntese da eNOS e outros 

vasodilatadores indepententes do NO (DIWAN et al., 2002; KAUL et al., 2004). Em  

condições de concentrações baixas de arginina, a enzima eNOS é desacoplada nas suas 

subunidades, produzindo ROS ao invés de NO, reduzindo ainda mais a biodisponibilidade de 

NO e aumentando o estresse oxidativo em pacientes com AF (XIA et al., 1996). Estudos têm 

mostrado que a atividade da arginase é elevada em pacientes com AF quando comparada a  

indivíduos saudáveis (MORRIS et al., 2000a; MORRIS et al., 2005). 

A arginase é uma enzima intracelular que pode ser encontrada no plasma somente 

após o dano ou morte celular. Sendo assim, a inflamação, os danos crônicos em órgãos e a 

hemólise são fontes em potencial para a liberação de arginase no plasma (MORRIS et al., 

2005). A atividade da arginase é mais elevada nos eritrócitos imaturos ou reticulócitos, os 

quais estão com contagem  elevada nos indivíduos com AF (MORRIS et al., 2002). 

O estado inflamatório crônico que ocorre nos pacientes com DF é decorrente de 

diversos fatores que se interligam e se retroalimentam, formando um ciclo inflamatório 

permanente. Na última década foi dado foco maior a pesquisas relacionadas ao metabolismo 

do NO, uma vez que a hipótese de depleção dos seus níveis na microcirculação tem papel 

central na patogênese da vaso-oclusão e outras manifestações clínicas da AF.  Isso ocorre, 

possivelmente, pela indução da vasoconstricção, ativação de plaquetas, adesão de leucócitos, 

dano vascular, geração de ROS e hipertensão pulmonar (BUNN et al., 2010).  

O processo de hemólise tem envolvimento na alteração da via arginina-NO. Sob 

condições normais, o eritrócito mantém a Hb no seu interior de forma segura; no entanto, 

durante a hemólise ocorre a liberação da Hb no plasma, onde rapidamente reage e destrói o 

NO (REITER et al., 2002). Esse fenômeno irá resultar no  consumo anormal elevado do NO 

e na formação de ROS e inibição da vaso-dilatação (Figura 2). A depleção do NO pela Hb 
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livre pode também causar dano adicional na função endotelial pela ativação transcricional de 

moléculas de adesão, incluindo VCAM-1 e E-selectina, além de vaso-constrictores potentes, 

como a endotelina-1 (ET-1) (ROTHER et al., 2005). De fato, os níveis elevados de moléculas 

de adesão solúveis, tais como sVCAM-1, reflete o comprometimento da função endotelial, 

sendo que tal relação pode ser normalmente observada na biologia vascular da AF (KATO et 

al., 2005).  

 

 

Figura 2. Representação das moléculas envolvidas na hemólise intravascular e bioatividade do NO na anemia 

falciforme (Adaptado de Steinberg, 2008). O processo de hemólise inicia um ataque global à via da 

arginina-NO. A hemoglobina livre e a formação de radicais livres  rapidamente reagem e destroem o 

NO. A liberação de arginase pelo eritrócito depleta os níveis de arginina, principal substrato para a 

formação do NO, diminuindo ainda mais a síntese de NO levando às alterações vasculares e processo 

de vaso-oclusão. 
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O estresse oxidativo é outro mecanismo proeminente da vasculopatia da DF. Nas 

doenças hemolíticas, o eritrócito pode ser o determinante maior da condição redox do 

microambiente, sendo que na AF os eritrócitos têm concentrações maiores de ROS quando 

comparados a eritrócitos de indivíduos saudáveis (ASLAN & FREEMAN, 2004). A 

produção exacerbada de ROS, tal como o superóxido, por vias enzimáticas e não enzimáticas 

promove o estresse oxidativo intravascular que pode alterar a homeostase do NO e produzir 

peroxinitrito, que é um oxidante potente (WOOD et al., 2008).  

A exposição de PS e a alteração de lipídios da membrana eritrocitária de indivíduos 

com AF são processos conduzidos, em parte, pelo estresse oxidativo, que pode também 

contribuir para o curto período de circulação desses corpúsculos, tornando-os mais 

vulneráveis a quebra pela fosfolipase A2, um mediador inflamatório importante. A exposição 

da PS induz a adesão das hemácias ao endotélio vascular, facilitando o sequestro das 

hemácias com exposição da PS nos vasos saguíneos; esse processo pode acentuar a disfunção 

vascular, a hemólise e o estado pró-trombótico (NEIDLINGER et al., 2006).  

A produção de ROS nos pacientes com AF é multifatorial, sendo que a isquemia 

tecidual, que ocorre durante os fenômenos de vaso-oclusão, pode iniciar eventos 

fisiopatológicos de isquemia-reperfusão que podem ser importantes na geração de ROS.  

Desta forma após a resolução da oclusão vascular, ocorre o aumento no fluxo de sangue, 

oxigênio e ROS, que pode causar danos oxidativos devido a reperfusão (MACK & KATO, 

2006).  

As lesões oxidativas podem resultar na peroxidação de lipídios da membrana, 

destruição celular e ativação do NF-kB, que induz a expressão de moléculas de adesão 

endoteliais que se ligam às integrinas dos leucócitos e reticulócitos, resultando na aderência 

celular e causando mais vaso-oclusão e, posteriormente, exacerbação do ciclo de isquemia e 

reperfusão (ASLAN et al., 2000). Evidências indicam que níveis elevados de ROS e, 
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consequentemente, da oxidação exagerada, aumenta a produção de citocinas pro-

inflamatórias e de fatores de crescimento, alterando a permeabilidade vascular e favorecendo 

a adesão de leucócitos ao endotélio, que por sua vez, interferem na capacidade de 

relaxamento do músculo liso pelo NO vascular, causando disfunção endotelial (DROGE, 

2002; ZARDI et al., 2005). 

   

1.5. HOMOCISTEÍNA COMO FATOR DE ALTERAÇÕES VASCULARES 

 

A Homocisteína (Hcy) é um aminoácido que contém o grupo tiol, sendo derivado da 

metionina proveniente da dieta. Os níveis anormalmente elevados de Hcy têm sido descritos 

em pacientes com homocisteinemia que é  fator de risco importante e independente para a 

ocorrência de doenças vasculares (CLARKE et al., 1991). A possibilidade que a Hcy possa 

contribuir para os fenômenos isquêmicos na AF tem atraído grande interesse na quantificação 

dos níveis plasmáticos desse aminoácido em pacientes com esta doença (Dhar et al., 2004).  

Os níveis elevados de Hcy danificam a função vasodilatadora endotelial, em parte 

devido à diminuição da atividade do NO, prejudicando a resistência e a condução nos vasos.  

Esses danos podem ser decorrentes do aumento do estresse oxidativo que contribui para a 

depleção da bioatividade do NO (EBERHARDT et al., 2000). Desta forma, a Hcy influencia 

em respostas vasculares múltiplas, incluindo alteração na coagulação sanguínea, alteração da 

função plaquetária, nas respostas relacionadas aos músculos lisos, tais como proliferação nos 

vasos e conseqüentemente, na função endotelial (EBERHARDT et al., 2000).  

Os níveis de Hcy podem diminuir dependendo das concentrações séricas de vitamina 

B12 e ácido fólico. Os indivíduos com AF apresentaram níveis elevados de homocisteína 

quando comparados com indivíduos controle, contribuindo ainda mais para alterações na 
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função endotelial e complicações isquêmicas presentes na doença (LOWENTHAL et al., 

2000).  

 

1.6. CÉLULAS Th17 

 

A AF é caracterizada pela ocorrência do estado pró-inflamatório, que apresenta o 

aumento na contagem de leucócitos, fator correlacionado com diversas complicações clínicas 

da doença, taxas de óbito entre os pacientes, além dos níveis elevados de citocinas pró-

inflamatórias no plasma (PATHARE et al., 2004). Os eventos isquêmicos produzidos pela 

oclusão de vasos maiores e menores envolvem interações entre os eritrócitos, leucócitos e 

endotélio, sendo que essas interações são reguladas por citocinas secretadas pelas células T, 

pelas moléculas de adesão e, conseqüentemente, pela resposta imune, que  está envolvida na 

iniciação e desenvolvimento de crises na AF (MUSA et al., 2010).  

As células T helper 17 (Th-17) correspondem a um subtipo de células T CD4
+
, 

descoberto recentemente e que produz  a interleucina 17 (IL-17) e apresenta papel importante 

nas respostas alérgicas e promoção de inflamação por indução de citocinas pró-inflamatórias 

variadas e quimiocinas, recrutamento de neutrófilos, indução na produção de anticorpos e 

ativação de células T (IWAKURA et al., 2008). 

O papel da IL-17 na disfunção vascular é controvereso, sendo que Taleb e 

colaboradores (2009) descreveram que a IL-17 reduz a expressão de VCAM-1 e da 

infiltração de células T no vaso, limitando o desenvolvimento da aterosclerose. Em 

contrapartida, Eid e colaboradores (2009) mostraram que a IL-17 é produzida juntamente 

com o IFN-gama, promovendo infiltrado de célula T com indução de resposta pró-

inflamatória. A IL-17 ainda é pouco estudada em relação a sua associação com fenômenos 
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clínicos na AF, quanto a sua expressão, modo de ação, indutores e principalmente com 

relação à sua contribuição para o perfil inflamatório descrito na doença.  
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2. JUSTIFICATIVA 

 

A anemia falciforme é a doença hereditária mais comum no mundo, inclusive no 

Brasil, caracterizando-se como um problema de saude pública. Os indivíduos com DF 

apresentam manifestações clínicas heterogêneas, incluindo complicações vaso-oclusivas, 

hemólise e infecções, podendo comprometer órgãos e reduzir a sua qualidade e expectativa 

de vida. Apesar da vaso-oclusão ser um evento chave na patogênese da AF, o papel da 

hemólise no mecanismo fisiopatológico da doença ainda precisa ser melhor esclarecido, bem 

como o de outros marcadores a ela relacionados. 

O NO é um vasodilatador potente que regula a homeostase vascular, contribuindo 

para a patogênese da doença, sendo que a sua presença é importante para reduzir a ativação 

plaquetária e de moléculas de adesão no endotélio e a  diminuição da proliferação do músculo 

liso, limitando os danos ao endotélio por isquemia e reperfusão, modulação na proliferação 

endotelial e regulação da inflamação.   

 Tendo em vista as conseqüências da depleção do NO na disfunção vascular, pode-se 

entender que a desregulação desta molécula é comum a mecanismos variados associados a 

vasculopatia presente na DF. Além disso, a regulação da via NOS/arginase que resulta na 

mudança metabólica da utilização da arginina, substrato para a síntese do NO, pode 

representar alvo novo no estudo da modulação dos fenômenos clínicos nos pacientes com AF. 

A análise de citocinas na AF pode nos mostrar mecanismos inflamatórios na doença. Neste 

estudo foi investigada a IL-17 e outras citocinas a ela associadas, uma vez que a sua relação  

com os fenômenos clínicos descritos na AF ainda é pouco conhecida, apesar do seu papel 

importante na promoção da inflamação por indução de citocinas pró-inflamatórias e 

quimiocinas distintas, recrutamento de neutrófilos, indução na produção de anticorpos e 

ativação de células T.  
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O papel da Hcy, como molécula associada as alterações vasculares descritas na AF 

também não é bem compreendida. A ligação dessa molécula aos marcadores de inflamação, 

hemólise e ativação endotelial pode mostrar uma nova via relacionada as alterações 

vasculares da AF. 

Diante do exposto, as questões envolvidas no presente estudo podem gerar  

conhecimentos relativos ao estado patológico e imunológico apresentado pelos pacientes com 

AF, principalmente na disfunção endotelial, auxiliando assim no desenvolvimento de um 

monitoramento clínico eficaz e terapias mais adequadas.  
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

 

Investigar moléculas associadas à ativação endotelial, hemólise, inflamação, metabolismo da 

arginina e óxido nítrico e citocinas associadas às células Th-17 em pacientes com anemia 

falciforme.  

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Avaliar os níveis plasmáticos de arginase em pacientes com AF, associando-os ao quadro 

hemolítico apresentado pelos pacientes; 

 

Avaliar marcadores bioquímicos relacionados à inflamação e hemólise (LDH, bilirrubinas, 

transaminases) nos pacientes com AF; 

 

Avaliar a presença das citocinas IL-17, IL-18, TGF-b, IL-23 e IL-4 nos pacientes com AF e 

correlacionar com ativação endotelial e expressão de moléculas de adesão; 

 

Avaliar a expressão de moléculas de adesão solúveis (sVCAM-1 e sICAM-1) em pacientes 

com AF; 

 

Avaliar os níveis de homocisteína e sua associação com ativação endotelial e expressão de 

moléculas de adesão nos pacientes com AF. 

 

Associar as citocinas IL-17, IL-18, TGF-b, IL-23 e IL-4 ao quadro clínico apresentado pelos 

pacientes com AF. 
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- Este artigo mostra a relação dos níveis séricos de arginase plasmáticas entre pacientes com 

anemia falciforme e controles saudáveis, e associa esta molécula a marcadores de hemólise, 

moléculas de adesão e citocinas relacionadas às células Th17. 
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- Este manuscrito descreve a associação da homocisteína com marcadores de ativação 

endotelial e inflamatórios na AF. Sugerindo uma provável contribuição da homocisteína no 

mecanismmo de vaso-oclusão na AF. 
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Abstract 

 

The possibility that homocysteine (Hcy) may contribute to the pathogenesis presented by 

sickle cell anemia (SCA) patients has attracted scientific interest, specifically with regard to 

the hypothesis that plasma Hcy may increase the endothelial activation and inflammatory 

status of these individuals. We studied the Hcy levels of 38 SCA patients, as well as the 

expression levels of inflammatory and endothelial activation markers. We found significant 

associations between Hcy levels and increased expression of IL-17 and TGF-beta among 

SCA patients and a positive significant correlation between Hcy and sVCAM. SCA 

individuals had raised IL-17 levels when compared to controls. Our data support the 

hypothesis that Hcy levels contribute to the vascular inflammation and activation presented 

by SCA patients and propably has an important role in vaso-occlusive mechanism. This 

might be considered as an important component of the pathogenesis of this very well known 

disease. 

 

Keywords: Sickle cell anemia, homocysteine, soluble adhesion molecules, cytokines 
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Introduction 

 

Homocysteine (Hcy), a sulfur-containing amino acid, is found at low concentration in blood 

and cells and is an important intermediate molecule involved in the biosynthesis of 

methionine and cysteine [1]. The high plasma concentration of Hcy is a well-established risk 

factor for several disorder including cardiovascular disease (CVD) and stroke [2], venous 

thrombosis and arteriosclerosis [3]. Genetic and nutritional factors, along with drugs, are 

important determinants of Hcy metabolism, and the potential interactions between these 

factors may be related to increase Hcy levels [4-5]. Nutritional deficiencies of vitamin B12 

and folic acid can also lead to elevated plasma homocysteine concentration [6]. Of these 

causes, folate deficiency seems to be the most plausible in patients with sickle cell anemia 

(SCA), who have a high folate requirement due to an increased red cell turnover [7]. 

Most diseases related to Hcy metabolism deregulation have been associated with elevated 

levels of inflammatory components. However, much remains to be elucidated with respect to 

the folate/Hcy ratio and its association with the presence of inflammatory mediators such as 

chemokines that promote direct migration of inflammatory cells to the site of injury [8]. 

Hyperhomocysteinemia has an important role in vascular disorders and may act through 

increasing cytotoxic activity, especially for endothelial cells; elevating H2O2 levels and 

decreasing nitric oxide (NO) synthesis, inducing cytokine production to stimulate the 

inflammatory state, activation of procoagulant factors and dysregulation of lipid metabolism 

via oxidative modification of low density lipoprotein-cholesterol (LDL-C) with enhanced 

atherogenesis. Higher levels of Hcy have also been implicated in causing changes in the 

rheological properties of blood such as decreasing antithrombin III and tissue plasminogen 

activator (TPA) and increasing factor VII and C-protein [9-10]. Additionally, Hcy is reported 

to enhance endothelial leukocyte interactions [11]. 
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The possibility that Hcy may contribute to the ischemic phenomena present in SCA has 

attracted some interest in plasma total homocysteine. Lowenthal et al. [12] showed that the 

median plasma concentration of homocysteine among subjects with SCA was approximately 

1.5-fold higher than that of controls. Additionally, sickle cell disease (SCD) patients have 

higher plasma concentrations of Hcy in spite of elevated plasma folate levels and vitamin 

B12 concentrations similar to those observed in controls. 

Since patients with SCA are prone to ischemic complications, we hypothesized that the 

plasma Hcy may contribute to increases the endothelial activation and inflammatory states 

seen in these individuals. We performed a study to assess serum concentrations of Hcy, 

inflammatory markers such as IL-18, IL-23, IL-17, TGF-beta and soluble adhesion molecules 

(sICAM and sVCAM) in SCA patients. 

 

Methods 

Subjects 

We studied 62 patients (28 men and 34 women, mean age of 21 ± 14) from Northeast, Bahia, 

Brazil who were diagnosed with SCA (HbSS) and were followed at the Hematology 

ambulatory from the Foundation of Hematology and Hemotheraphy (HEMOBA). All patients 

maintained a steady-state, transfusion-free treatment course with the use of 1 mg of oral 

folate supplementation. Patients had no other systemic diseases that could have potentially 

altered their inflammatory functions. Blood samples were obtained during regular clinical 

visits. The study was approved by the Oswaldo Cruz Foundation’s Human Research Board 

and is in accordance with the Declaration of Helsinki of 1975, as revised in 2000. All subjects 

signed informed consent forms. It was included 40 age-matched control group individuals for 

the IL-17 analysis. 
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Biochemical analyses of Homocysteine 

Serum concentrations of Hcy were measured by a chemiluminescence immunoassay using 

the automatic device IMMULITE 2000 (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, 

USA), according to the manufacturer’s instructions. 

 

Cytokine and soluble adhesion molecule measurements 

The IL-18, IL-23, IL-7 and TGF-beta serum levels were measured using Cytokine ELISA 

OptEIA kits (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA), and soluble adhesion molecules 

(sICAM and sVCAM) were characterized using ELISA Kits (R&D Systems, Minneapolis, 

MN, USA), according to the manufacturer's recommendations. 

 

Statistical Analysis 

Baseline characteristics were summarized as means and proportions of selected variables. 

The distribution of quantitative variables was determined using the Kolmogorov-Smirnov 

test. Bivariate correlation analyses were carried out to determine correlations between pairs 

of variables using Pearson’s or Spearman’s rank correlations (r), two-tailed test was used. 

The non-parametric Kruskal-Wallis test was used to compare two or more groups as 

measured by interval variables. All tests were considered significant if p values obtained were 

less than 0.05. Data analyses were performed using the software programs STATA 10 

(StataCorp, Texas, USA) and GraphPad Prism 5 (Graphpad Software, San Diego, CA). 

 

Results 

The data of steady-state hematologic markers, soluble adhesion molecules and cytokine 

values of the SCA group are represented in Table 1. 
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Hcy concentration, cytokine profile and adhesion molecules 

The median of Hcy concentration in the SCA group was 7.3 µmol/L (± 3.3 µmol/L). 

Considering the classification commonly used for the degree of homocysteinemia as normal 

(5–14 μmol/L) and hyperhomocysteinemia as mild (15–30 μmol/L), moderate (31–100 

μmol/L), and severe (>100 μmol/L) [13], hyperhomocysteinemia was not found among the 

studied patient group. The association between cytokines and Hcy serum levels revealed a 

significant positive association between IL-17 and TGF-beta with Hcy concentration in the 

SCA group (p= 0.019, r=0.38 and p=0.027, r= 0.610 respectively). However, IL-18 and IL-

23 levels were not associated with Hcy concentration in this group (Fig. 1). 

To assess the hypothesis that Hcy is related to vascular activation, it was performed analysis 

with soluble adhesion molecules. The association between soluble vascular and cellular 

adhesion molecules (sVCAM and sICAM) with Hcy showed a significant positive correlation 

with sVCAM (p= 0.014, r=0.396) but not with sICAM (Fig. 2). When we considered the 

mean concentrations of Hcy in the 50
th

 and 75
th

 percentiles as a cut-off point, we can also 

report a statistically significant association between the sVCAM concentration and Hcy 

levels in these patients (p= 0.021, χ
2
=5.28 and p= 0.031, χ

2
=4.64, respectively). 

The analysis of IL-17 levels in the 25
th

 and 75
th

 percentiles of Hcy, in the patients, confirm 

the positive correlation between them (p= 0.047) (Fig. 4). 

 

IL-17 levels are increased in patient group  

SCA patients presented raised levels of IL-17 cytokine compared to control group (p= 0.011) 

(Fig. 3). 
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Discussion 

A chronic inflammatory state in vascular tissue is recognized to contribute to thrombotic and 

vaso-occlusive events in SCA. Since Hcy has been associated with vascular complications in 

the pathology of other diseases, it may contribute to the vascular complications presented by 

patients with sickle cell disease. 

In our study, we investigated the association of Hcy levels and markers of vascular activation 

like cytokines, soluble adhesion molecules and neutrophil surface molecules in SCA patients. 

Our results related to Hcy analyses showed that the studied group did not present increased 

levels of Hcy (7.3 µmol/L) when compared with previous results from Lowenthal et al. [12] 

that found a mean concentration of 12.6 µmol/L among sickle cell disease patients, or when 

compared to the common classification criterion for hyperhomocysteinemia (>14 µmol/L) 

[13]. However, Balasa et al. [19] found Hcy levels even lower (5.8 µmol/L) in SCA patients 

and there was no difference with controls. Despite folic acid use by our patients, it seems that 

folate status and supplementation were not determinative for Hcy status in SCA and 

hyperhomocysteinemia often existed despite folic acid supplementation [14]. In this work, we 

did not perform a control group to compare Hcy levels of SCA patients, but previous work by 

our team carried out a cross-sectional study comprising 143 healthy neonates, from the same 

population, that showed Hcy mean levels about 7.4 µmol/L in this group [20], showing that 

in the SCA group investigated, the Hcy levels are not elevated when compared to their own 

population. 

The effect on cytokine production induced by Hcy is not well understood. We found a 

positive association between Hcy and that of IL-17 and TGF-beta. IL-17 promotes 

inflammation by induction of various proinflammatory cytokines and chemokines, 

recruitment of neutrophils, enhancement of antibody production, and activation of T cells 

[15]. TGF-beta is a pleiotropic cytokine involved in several human diseases, including 
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cardiovascular disease, and also can induce IL-17 production [16]. Our results suggest a 

possible role of Hcy in the induction of TGF-beta and IL-17. This hypothesis is supported by 

Su et al. who proposed that homocysteine may contribute to the initiation and progression of 

vascular disease by monocyte activation, resulting in the secretion of cytokines that amplify 

the inflammatory response [17]. We also found an elevated basal level in SCA patients of IL-

17 compared to controls, showing the chronic inflammatory state in these SCA individuals 

also represented by IL-17 expression.  

A new field of research in SCA is rising on Th17 cells. These producing IL-17-cells are 

involved in inflammatory response and a little information is available regarding studies in 

SCA. Thus, it becomes important to investigate the role of this cytokines in the endothelial 

dysfunction and activation, once the role of other molecules, such as IL-1 and TNF-alpha, are 

well established.  Another work of our team also showed a significantly and positively 

association of TGF-beta and the circulating arginase levels in SCA patients, showing a 

vascular relevance of this cytokine and the need to clarify the role of this molecules in SCA 

[18]. 

We found lower levels of IL-17 and TGF-beta in this study when compared to others works 

[21,22]. These discrepancies can be seemed due to differences in the genetic background 

found in the different population. More importantly, the IL-17 control group in this work is 

age-matched and from the same population than patients. Many patients and controls had 

undetectable IL-17, for this reason, the levels of this cytokine appear low. 

We believe that the role of Hcy in cytokine production and oxidative stress in the 

endothelium explains our findings related to the increase of sVCAM expression and 

consequently with the vascular activation currently described among the SCA individuals 

with the highest Hcy serum levels.  
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We conclude that the role of Hcy in vascular damage in SCA patients might be considered as 

an important part of the pathogenesis of this disease and additional studies including SCA 

patients under vaso-occlusive crises are warranted in order to confirm our findings and 

compare the levels of these molecules in crisis condition with those in steady-state status. 

More importantly, cross-sectional studies such as ours cannot determine the central question 

with reference to influence of Hcy on vascular damage in SCA. Longitudinal studies can be 

helpful to answer such questions. 
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Figure 1. Homocysteine levels and correlation with TGF-beta, IL-17, IL-18 and IL-23 

cytokines in SCA patients. 
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Figure 2. Homocysteine levels and correlation with adhesion molecules in SCA patients 
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Figure 3. Levels of IL-17 in SCA individuals and controls. 
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Figure 4. Homocysteine percentiles and levels of IL-17 in SCA individuals. 
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Table 1- Steady state hematologic markers, soluble adhesion molecules and cytokine values of the 

SCA patient group. 

 

 

 Mean SD 

Hematologic markers   

   

RBC (x10
6
 /µL) 2.69 0.67 

Hemoglobin (g/dL) 8.07 1.60 

Hematocrit (%) 24.42 5.26 

Platelets (x10
3
/ µL) 368 178 

Leukocytes (10
6
/mL) 10.9 3.7 

Reticulocytes count (%) 6.9 3.1 

   

Cytokines   

   

IL-18 (pg/mL) 3556.81 1279 

TGF-beta (pg/mL) 1588.78 430.88 

IL-23(pg/mL) 101.52 180.47 

IL-17(pg/mL) 3.9 7.8 

   

Soluble Adhesion Molecules   

   

sICAM (ng/mL) 393.37 95.74 

sVCAM (ng/mL) 516.06 226.94 

   
SD = standard deviation 
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- Este artigo investigou os níveis das citocinas IL-4, IL-17, IL-18, IL-23 e TGF-beta 

associando com os eventos clínicos presentes na AF. Foi encontrada uma associação na 

ocorrência de sequestro esplênico e níveis diminuídos da citocina IL-18. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Nesta seção são discutidos os resultados dos três artigos que fazem parte desta tese. 

Para uma melhor compreensão da fisiopatologia da AF, os eventos que interferem na 

dinâmica vascular devem ser objetos de estudos que relacionem seus efeitos à patologia da 

doença, objetivando entender e interferir no processo patológico com a finalidade de se 

entender melhor os mecanismos de vaso-oclusão presentes na doença. 

 

Os resultados encontrados no nosso primeiro artigo indicam a importância da via do 

metabolismo do NO na contribuição da fisiopatologia da AF quando demonstrada a  

concentração sérica elevada da arginase nos indivíduos com AF em comparação com 

indivíduos saudáveis. A arginase cataliza a hidrólise da arginina em ornitina e uréia (IYAMU 

et al., 2005),  

Morris e cols. (2005) investigaram a atividade da arginase nos eritrócitos e no plasma 

de indivíduos com AF, que se encontraram elevadas em relação às determinações realizadas 

nos indivíduos do grupo controle. No nosso estudo foram determinados os níveis plasmáticos 

dessa enzima, mas não a sua atividade. Porém, apesar de não ter sido realizada a 

quantificação dos níveis plasmáticos de arginina é presumível que a concentração elevada de 

arginase esteja consumindo a arginina presente no sangue desses pacientes, diminuindo 

consideravelmente as suas taxas.  

O entendimento do metabolismo do NO na AF é importante para a compreensão dos 

mecanismos envolvidos na fisiopatologia da vasculopatia na AF. Levando em consideração o 

papel crucial do NO na resposta vasodilatadora e antiinflamatória dos vasos sanguíneos, não 

é difícil associar o papel da regulação da via do NO às implicações de suas alterações na AF.  
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A arginase presente no interior dos eritrócitos é a que contribui para a elevação dessa 

enzima na circulação, uma vez que a elevação dos níveis da arginase está positivamente 

relacionada com os marcadores de hemólise (bilirrubinas e AST).  

É importante distinguir a origem dessa arginase, uma vez que é uma enzima 

intracelular que está presente não só nos eritrócitos, mas também no fígado e rins e só se 

apresenta no plasma após algum dano celular, assim como pode ser induzida por uma 

variedade de citocinas (KIM et al., 2002). A associação dos níveis de arginase aos 

marcadores de inflamação pode ser esperada, uma vez que a arginase, em algumas vias, como 

em macrófagos, pode ser induzida pela resposta à citocinas produzidas pelos linfócitos Th2 e 

mediadores inflamatórios que estão alterados na AF, tais como respostas ao 

lipopolissacarídeo bacteriano (LPS), IL-4, IL-10, IL-13, TGF-beta, glucocorticóides, 

análogos de cAMP, assim como a hipóxia e trauma (MORRIS, 2002). A regulação da 

arginase em células inflamatórias em resposta a estímulos pode ser encontrada em diversos 

estudos (MILLS et al., 2000; WALLACE et al., 2008). No entanto, é desconhecido se existe 

a participação direta da regulação desta enzima em resposta à hemólise e inflamação 

presentes na AF. 

Neste trabalho também foram investigadas citocinas relacionadas à resposta Th17, 

como IL-23, IL-17 e TGF-beta. De maneira interessante, foi encontrada correlação positiva 

entre a arginase plasmática e o TGF-beta nos indivíduos com AF. Entretanto, não existem 

dados na literatura que demonstrem esta associação na AF. A respeito das vias do 

metabolismo do NO/arginase na resposta inflamatória podemos sugerir a ligação na indução 

da via da arginase com o TGF-beta. Durante o processo de cicatrização, os macrófagos 

produzem pouco NO/citrulina, mas ao invés disso, metabolizam a arginina primariamente 

pela via da ornitina/uréia utilizando a enzima arginase. Esse padrão do metabolismo da 

arginina faz sentido no processo reconstrutivo dos tecidos, uma vez que o excesso de NO iria 



65 

 

inibir a replicação celular e a cicatrização, enquanto que a ornitina promoveria a replicação e 

o reparo, por ser precursor para poliaminas e colágeno (NATHAN & HIBBS, 1991; WU e 

MORRIS, 1998). Nesse sentido, as concentrações elevadas de arginase exibidas pelos 

pacientes com AF estudados podem colaborar para o crescimento celular do músculo liso e 

deposição de colágeno, promovendo o remodelamento aberrante da parede do vaso. 

 O TGF-beta tem papel fundamental na modulação de macrófago de forma mais 

citotóxica para o fenótipo menos ativado (LI et al., 2006). Uma consequência especialmente 

importante para essa mudança é a habilidade do TGF-beta em estimular a produçao de 

arginase nos macrófagos, e por outro lado, induzir a redução na produçao de NO (MILLS et 

al., 2000). Mostrando que existe ligação entre níveis de TGF-beta e arginase, não somente na 

resposta inflamatória, mas também em implicações no metabolismo do NO na AF. Os 

resultados deste trabalho foram análise de correlação, não sendo possível descrever ao certo 

as vias nas quais uma molécula determina a indução de outra. Por esse motivo, trabalhos 

experimentais, relacionados à via arginase/TGF-beta colaborarão para o entendimento destes 

processos, bem como de outros fatores envolvidos na mudança do metabolismo pelo uso da 

arginina, no sentido via produção de NO ou via ornitina/uréia.  

As concentrações plasmáticas de moléculas de adesão solúveis refletem a expressão 

da ativação dessas moléculas pelo endotélio vascular e pelas células e podem representar a 

ativação endotelial. As moléculas de adesão sVCAM-1 e sICAM-1 avaliadas no presente 

estudo foram associadas, positivamente, aos marcadores de hemólise AST, LDH e a 

contagem de reticulócito, mostrando a contribuição do quadro hemolítico do paciente com 

AF na ativação endotelial. Outros trabalhos também mostraram a relação de marcadores de 

hemólise, principalmente da LDH, com a expressão de moléculas de adesão (SCHNOG et al., 

2003; KATO et al., 2006b). As moléculas de adesão VCAM-1 e ICAM-1 são normalmente 

expressas em níveis diminuídos na superfície das células endoteliais com expressão induzida 
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por uma variedade de estímulos biológicos, particularmente por citocinas inflamatórias, tais 

como, IL-1 e TNF-alfa. Essas moléculas proporcionam uma superfície adesiva para ligantes 

de superfícies dos leucócitos recrutados como parte da resposta inflamatória (KATO et al., 

2005).  

O processo de hemólise contribui para a diminuição do NO e conseqüentemente 

provoca alterações no metabolismo da arginina/NO. A Hb no interior do eritrócito, em 

condiçoes normais, dificulta a reação com o NO do vaso, porém durante episódios de 

hemólise intravascular, a Hb liberada diretamente no plasma reage rapidamente e depleta o 

NO, resultando no seu consumo elevado e rápido e na geração de ROS, inibindo a vaso-

dilatação. A redução de NO pelos produtos gerados no vaso causa também danos endoteliais 

via ativação transcricional de moléculas de adesão e moléculas vasoconstrictoras como a 

endotelina-1 (ROTHER et al., 2005). A liberação simultânea da arginase pelo eritrócito 

durante a hemólise se torna outro fator limitante na disponibilidade da arginina para a síntese 

do NO, contribuindo ainda mais para a sua deficiência na AF. 

Neste trabalho não foram demonstradas associações entre os níveis de arginase 

plasmática e as moléculas de adesão solúveis (sVCAM-1 e sICAM-1) nos pacientes com AF. 

Isto pode ser devido a forma indireta de ação da arginase na induçao da expressão das 

moléculas de adesão, pois é sabido que a ativação vascular, representada pela expressão das 

moléculas de adesão, ocorre tanto pelo estado de resistência do NO nos vasos como também 

em resposta ao estresse oxidativo. No entanto, Morris e colaboradores (2005) descreveram a 

associação da atividade da arginase e VCAM-1 em 140 pacientes com AF.  

A heterogeneidade clínica na AF é marcante, uma vez que a mutação de ponto 

associada à HbS, por si só não explica toda a variabilidade fenotípica apresentada pelos 

pacientes. Desta forma, é cada vez maior a busca por fatores prognósticos que modulem a 

heterogeneidade clínica presente na AF. A literatura possui poucos trabalhos avaliando o 
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papel das citocinas relacionadas às células Th17 e a sua influência na AF. Neste trabalho foi 

demonstrada associação entre o TGF-beta e os níveis de arginase plasmáticos, questões ainda 

não descritas para a AF. Ressaltamos que se levarmos em consideração o perfil inflamatório 

alterado exibido por esses pacientes, alguns mecanismos são ainda desconhecidos e precisam 

ser elucidados. 

O segundo artigo desta tese teve como foco principal o estudo da homocisteína (Hcy) 

nos pacientes com AF. Essa escolha foi baseada na associação das concentrações plasmáticas 

elevadas desse aminoácido, ou seja, da hiperhomocisteinemia, a alterações vasculares. As 

concentrações plasmáticas elevadas de Hcy é um fator de risco bem estabelecido para 

diversas doenças, incluindo doenças cardiovasculares, acidende vascular cerebral (AVC), 

trombose venosa e arteriosclerose (REFSUM et al., 1998; BIALECKA et al., 2009). 

No presente estudo o valor médio para a concentração de Hcy foi de 7,3 umol/L 

semelhante ao valor de 7,4 umol/L descrito por Couto e colaboradoes (2007) ao estudarem 

neonatos da mesma população. Também não se encontrou diferenças entre as concentrações 

plasmáticas de Hcy nos pacientes com AF. Porém, a Hcy foi associada co marcadores de 

inflamação e de ativação endotelial, fato que sugere que essa molécula pode exercer fator de 

risco vascular adicional nessa doença. 

 Alguns trabalhos têm estudado as concentrações de Hcy plasmática nos indivíduos 

com AF: Lowenthal e colaboradores (2000) descreveram que a concentração plasmática de 

Hcy em indivíduos com AF dos EUA era 1,5 vezes mais elevada que a descrita para o grupo 

controle; Dhar e colaboradores (2004) também demonstraram diferenças entre as 

concentrações de Hcy em pacientes americanos com AF e controles (9,7 vs 8,5 umol/L); no 

entanto, Al-Absi e colaboradores (2006)  não encontraram diferenças entre os indivíduos com 

AF e controles do Oriente Médio, assim como Balasa e colaboradores (1999) que 

encontraram níveis dentro dos limites de normalidade e similares entre casos e controles (5,8 
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vs 5,4 umol/L). Entretanto, os trabalhos citados não realizaram a associação da Hcy com 

moléculas relacionadas à ativação vascular ou inflamação.  Com base nesses dados, concluiu-

se que existem variações nas concentrações de Hcy em diferentes populações de pacientes 

com AF, provavelmente, devido a influências culturais, alimentares e também genéticas 

particulares de cada grupo, uma vez que polimorfismos nos genes responsáveis pela síntese 

de metabolitos dos  folatos podem alterar as concentrações de Hcy plasmáticas. 

 Diversos mecanismos têm sido propostos para as alterações vasculares presentes na 

AF pela ação da Hcy, tais como a atividade citotóxica, especialmente em células endoteliais, 

com elevação do peróxido de hidrogênio e diminuição do NO; a indução da expressão de 

citocinas, ativação de fatores pró-coagulantes, modificação oxidativa na lipoproteína de baixa 

densidade (LDL) e alterações na cascata de coagulação, como diminuição de antitrombina III 

e aumento do fator VII e da proteína C (LAWRENCE DE KONING et al., 2003; 

BIALECKA et al., 2009). 

Diante das hipóteses referentes aos danos vasculares causados pela Hcy, foram 

analisadas moléculas relacionadas à inflamação e ativação endotelial, tais como moléculas de 

adesão solúveis e citocinas relacionadas à resposta Th17, tais como a IL-18, IL-23, IL-17 e 

TGF-beta nos pacientes com AF associando-as aos níveis de Hcy.  

No conjunto de citocinas avaliadas demonstrou-se que os níveis de IL-17 nos 

indivíduos com AF são mais elevados que nos controles. A IL-17, pela sua ação inflamatória, 

pode representar um novo marcador de inflamação crônica na AF, que está sempre associada 

às alterações no perfil de citocinas presente apresentados por esses pacientes. Esta hipótese 

foi formulada, uma vez que não existem trabalhos relatando resultados semelhantes.  

A IL-17 e o TGF-beta foram positivamente correlacionados aos níveis de Hcy nos 

pacientes com AF. Isto pode estar ligado à ação da Hcy em induzir a expressão de citocinas 

pró-inflamatórias, como referido por Poddar e colaboradores (2001), que observaram o 
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aumento na expressão e secreção de IL-8 e da proteína quimioatraente de monócitos (MCP-1) 

pelo endotélio vascular induzido por Hcy. Outro trabalho mostra também a adesão aumentada 

de monócitos e células T ao endotélio (KOGA et al., 2002).  

Mais recentemente, foi descrito que a Hcy, mesmo em concentrações fisiológicas, 

aumenta a proliferação de monócitos e, também induz a expressão em monócitos, de 

citocinas pró-inflamatórias como TNF-alfa, IL-1b, IL-6, IL-8 e IL-12 (SU et al., 2005). A 

correlação positiva entre a Hcy e as citocinas IL-17 e TGF-beta pode sugerir que a expressão 

destas citocinas pode ter relação com os níveis de Hcy nos indivíduos com AF. O TGF-beta é 

uma citocina que pode exercer tanto ação antiinflamatória como proinflamatória, dependendo 

da quantidade produzida e do local de expressão, sendo que em combinação com outras 

citocinas, como o IL-6, durante a resposta imune inata, pode promover a diferenciação de 

subtipos de células proinflamatórias CD4
+
 que secretam IL-17 (ABBAS, 2007). A citocina 

TGF-beta está relacionada com diversas doenças, incluindo doenças cardiovasculares 

(RODRIGUEZ-VITA et al., 2008), sendo assim a elevação dos níveis de IL-17 podem estar 

relacionados com as concentrações do TGF-beta. 

Em referência à ativação vascular, os níveis de Hcy também se mostraram 

positivamente relacionados com a concentração de VCAM solúvel nos pacientes. A VCAM 

solúvel foi quantificada no soro dos pacientes e, quando aumentada está associada a ativação 

endotelial e a expressão de VCAM pelo endotélio vascular. A VCAM tem expressão basal 

baixa no endotélio vascular e proporciona a adesão firme aos leucócitos circulantes, e sua 

expressão pode ser aumentada por citocinas inflamatórias como IL-1β e TNF-α. O aumento 

na expressão da VCAM solúvel pode ter efeito na elevação das concentrações de Hcy nos 

pacientes com AF estudados; (LIN et al., 2008) demonstraram a elevação na expressão 

endotelial de VCAM com o estímulo da Hcy e, conseqüentemente, adesão maior de 

monócitos ao endotélio. Uma vez que, no presente estudo, foi descrita somente a associação, 
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não se pode afirmar que a Hcy estimula a produção de VCAM, porém, tomando como base o 

resultado obtido por Lin e colaboradores (2008) relativo ao efeito direto da Hcy na expressão 

da molécula VCAM nos pacientes com AF. Esse mecanismo pode ser relevante, uma vez que 

pode contribuir para desencadear a vaso-oclusão na AF, principalmente à adesão de 

leucócitos ao endotélio vascular em resposta ao estado inflamatório crônico presente na 

doença. 

Uma vez que pacientes com AF possuem episódios vaso-oclusivos freqüentes 

ocasionados por diversos fatores, sugere-se com base nos resultados e dados da literatura, que 

a Hcy possa atuar como fator adicional que contribui para a alteração e ativação vascular  e 

para a expressão de citocinas inflamatórias. As vias de ativação endotelial e expressão de 

citocinas pela Hcy ainda não estão esclarecidas, sendo necessária a realização de estudos 

futuros que serão de importância para o monitoramento clínico e a utilização de terapias mais 

específicas nesses pacientes. 

O terceiro estudo incluído nesta tese diz respeito à relação da história clínica dos 

pacientes com AF e a expressão de citocinas.  O quadro inflamatório presente na AF 

desempenha papel significante nas manifestações clínicas apresentadas por esses pacientes. O 

balanço entre o estado estável e o de crise nos pacientes é delicado e a presença de fatores 

que alteram o grau de ativação endotelial e adesividade das células ao endotélio podem, 

potencialmente, precipitar episódios vaso-oclusivos e de crises dolorosas (HAYNES e 

OBIAKO, 2002). As citocinas estão envolvidas na patogênese dos fenômenos vaso-oclusivos 

por diversos mecanismos, tais como a ativação endotelial; a adesão de células ao endotélio 

vascular; o desenvolvimento de hiperplasia vascular; a ativação de plaquetas; a produção de 

endotelina e disfunção na apoptose (MAKIS et al., 2000). 

É muito difícil associar os eventos clínicos presentes na AF diretamente a um fator 

específico, como por exemplo, a produção de citocinas, uma vez que a heterogeneidade 
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clínica e a complexidade desses eventos podem interferir nesta associaçao. Porém, neste 

estudo, foi investigada a história clínica de 53 pacientes com AF e realizada a análise de 

associaçao com as concentrações de citocinas relacionadas às células Th17, além da IL-4 e 

IL-18. O encontro de níveis diminuídos da citocina IL-18 nos pacientes esplenectomizados 

pode representar uma deficiência na produção desta citocina pela retirada do baço e o 

comprometimento na defesa do organismo contra infecções. Nenhuma citocina relacionada as 

células Th17 foi diretamente associada aos eventos clínicos. Os episódios subclínicos de  

vaso-oclusão também podem ocorrer, porém não são detectados como eventos clínicos 

fenotipicamente caracterizados (MAKIS et al., 2000). 

 Sendo assim, os principais resultados desta tese sugerem um papel da homocisteína na 

indução da ativação celular, pela correlação com o sVCAM, e na expressão da citocina TGF-

beta. A elevação do TGF-beta pode estar relacionada com a indução na expressão de IL-17, a 

qual se encontra mais elevada nos pacientes com anemia falciforme. Além disso, o TGF-beta 

foi correlacionado com níveis elevados de arginase plasmática nos pacientes, sugerindo um 

papel desta citocina na expressão da arginase e sugerindo uma maior depleção da arginina  e 

diminuição na formaçao de NO e contribuindo para a disfunção endotelial nos pacientes com 

anemia falciforme. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 A concentração da enzima arginase no soro de pacientes com AF está elevada quando 

comparada a apresentada por indivíduos controles, podendo estar associada com a 

ativação endotelial; 

 A elevação da arginase nos pacientes com AF sugere uma associação aos episódios 

hemolíticos, pela correlação com os níveis de bilirrubinas e AST, sugerindo uma 

atuação nos mecanismos de hemólise; 

 O TGF-beta foi positivamente correlacionado com a arginase sérica, sugerindo um 

papel dessa citocina na via da arginase; 

 IL-17 e TGF-beta também estão associados à elevação da Hcy nos pacientes com AF, 

o que pode indicar participação na ativação endotelial; 

 O quadro hemolítico apresentado pelos pacientes com AF esteve associado a elevação 

na concentração de moléculas de adesão solúvel, como a VCAM-1; 

 Os indivíduos com AF da população estudada não possuem níveis elevados de Hcy, 

apesar desta molécula ter apresentado correlação positiva com a VCAM-1 solúvel, 

podendo estar associada à ativação endotelial; 

 Os pacientes com AF possuem níveis mais elevados da IL-17 quando comparados aos 

indivíduos saudáveis, podendo representar um dos mecanismos na inflamação crônica 

nesses pacientes;  

 A IL-18 encontra-se em concentrações mais baixas nos indivíduos com AF 

esplenectomizados, sugerindo um papel desta citocina na resposta a infecção. 
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ABSTRACT  

The leukocyte activation profile of sickle cell patient and the interaction of this with the biomarkers of 

hemolysis and inflammation could provide insight into patient prognosis and improve knowledge about the 

pathogenesis of vaso-occlusive episodes (VOE) in sickle cell anemia (SCA). Herein, we investigate the 

expression of surface molecules on leukocytes in the basal state and during lipopolysaccharide (LPS) 

stimulation, associating the biomarkers of hemolysis, lipids, cytokines, hematological parameters and soluble 

adhesion molecule. The surface CD11b expression of neutrophils and monocytes in patients was higher than in 

controls; however, CD62L expression on neutrophils was lower in patients than in controls before and after LPS 

challenge. CD11b and CD32 expression level on neutrophils were positively correlated with platelet counts and 

low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) levels, respectively, while CD62L expression was negatively 

correlated with platelet counts. CD11b and CD18 expression levels on lymphocytes were positively correlated 

with uric acid and sVCAM-1 levels, respectively, while CD62L expression was negatively correlated with 

platelet count, sICAM-1 and TNF-alpha levels. Surface CD32 expression on monocytes in patients was lower 

than in controls in the basal state, further correlated negatively with AST and hemoglobin S. A low CD32 

expression on monocytes was associated with high LDH levels, and CD62L expression was positively 

correlated with high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) and hemoglobin. We suggest an important role of 

surface leukocyte molecules for the maintenance of a chronic inflammatory process as well as for the clinical 

severity of SCA via a possible interaction with the biomarkers of hemolysis and inflammation. 
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ABSTRACT 

Sickle cell anemia (SCA) is a common, severe monogenetic disorder characterized by chronic hemolysis, 

frequent infections, a chronic inflammatory state and recurrent occlusions of the microcirculation, resulting in 

painful crises, organ damage and premature death. This study evaluated associations between serum levels of 

IL-18, uric acid, hemolytic markers and inflammatory molecules in SCA patients. A cross-sectional study was 

performed including 45 SCA patients (median age 20.5 years) without general symptoms and who had not 

undergone blood transfusions. Inclusion criteria for the steady-state SCA patients were the absence of 

hospitalization and the absence of infections. IL-18 and uric acid were correlated closely with markers of 

hemolysis, endothelial dysfunction and cytokine levels. These findings suggest probable influences of IL-18 and 

uric acid in the pathophysiology of vascular occlusion in SCA. Additional studies should be performed to 

characterize similar prognosis markers and possible therapeutic targets. 
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ABSTRACT  

Sickle cell anemia (SCA) has a heterogeneous clinical outcome. The present study investigated the Tumor 

Necrosis Factor- alpha (TNF-alpha) -308G>A and Interleukin 8 (IL-8) -251A>T gene polymorphisms, 

associating with medical history and classical biomarkers in children with steady-state SCA. In total, 251 SCA 

patients aged 2 to 21 years and 200 healthy controls were studied. Gene polymorphisms, beta
S
-globin 

haplotypes and alpha2-thalassemia with a 3.7-kb deletion (2-thal
3.7 kb

) were investigated by PCR/RFLP 

analysis, and cytokine levels by ELISA. Splenomegaly (p=.01), splenic sequestration (p=.02), upper respiratory 

tract infection (URTI) (p=.042) and pneumonia (p<.0001) were more prevalent among children up to 5 years of 

age. The A allele of the IL-8 -251A>T gene polymorphism was associated with the occurrence of URTI 

(OR=14.2, 95%CI: 3.01-73.34, p<.0001). The A allele of the TNF-alpha -308G>A polymorphism was 

associated with splenic sequestration episodes (OR=8.3, 95%CI: 3.30-21.11, p<.0001) and high TNF-alpha 

levels (p=.021). The hemoglobin F and hemoglobin S were correlate with IL-8 serum levels. The multivariate 

analyses show a significant association of TNF-alpha and IL-8 gene polymorphisms, beta
S
- globin haplotypes 

and 2-thal
3.7kb

 with clinical events. These results point to the important role of the TNF and IL-8 cytokines and 

gene polymorphisms in the pathophysiologic and clinical features of SCA, emphasizing the sum of the effects of 

biomarkers in the clinical of this disease. 
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