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RESUMO

METABOLISMO DA ARGININA E MOLECULAS ASSOCIADAS A ATIVAC;AO
ENDOTELIAL NA ANEMIA FALCIFORME. A anemia falciforme (AF) é uma doenca
genética com prevaléncia mundial elevada, sendo considerada uma doenca multisistémica,
uma vez que é caracterizada por manifestaces clinicas agudas e cronicas e pelo
comprometimento progressivo de 6rgéos e sistemas. A AF é caracterizada por uma disfuncéo
endotelial acentuada que pode ser decorrente de varios fatores. Os distdrbios no metabolismo
da arginina estdo relacionados ao estado inflamatdrio cronico apresentado pelos pacientes
com AF e a homocysteina (Hcy) pode também estar relacionada, cujo aumento plasmatico
esta associado a ativacdo endotelial e o estado inflamatdrio em diferentes patologias. Estdo
inclusos nesta tese 0 conjunto de trés manuscritos com o objetivo de investigar moléculas
associadas a ativacdo endotelial em pacientes com AF, com énfase para as moléculas
envolvidas no metabolismo do dxido nitrico (NO), como a arginase; Hcy, citocinas Thl7,
moléculas de adesdo soltveis (SVCAM-1 e sICAM-1) e marcadores hemoliticos. Foram
estudados individuos com AF em estado estavelNossos resultados mostraram que a arginase
plasmatica e a citocina IL-17 estdo elevada em pacientes com AF. Além disso, a citocina
TGF-beta estd positivamente associada a arginase nos mesmos pacientes. A Hcy foi
associada com a ativacao endotelial, uma vez que a Hcy esteve correlacionada positivamente
com sVCAM e as citocinas IL-17 e TGF-beta. Os niveis diminuidos da citocina IL-18 foram
relacionados a ocorréncia de sequestro esplénico. O papel de novos marcadores de
inflamacdo vascular pode ajudar no entendimento da complexidade da fisiopatologia da AF,
principalmente o relacionado ao metabolismo da arginina e NO, moléculas cruciais na
manutenc¢do vascular. Nossos dados mostram alvos importantes, como a arginase, Hcy e a
IL17, que podem ser explorados como fatores adicionais na inflamacdo, ativagédo endotelial e
vaso-ocluséo na AF.

Palavras chaves: 1.Anemia Falciforme; 2.Arginase; 3.Homocisteina; 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 (sSVCAM-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- INTRODUCAO

A anemia falciforme (AF) é uma doenca genética, com heranca autossémica
recessiva, decorrente da homozigose da hemoglobina variante S (HbS), que é caracterizada
pela mutacdo pontual GAG > GTG no sexto cddon do gene beta, com substituicdo do acido
glutdmico por valina na sexta posicdo da cadeia polipeptidica beta (BUNN, 1997).

O termo doenca falciforme (DF) é usado para diferentes genétipos que apresentam a
HbS com significancia clinica, incluindo a AF, que é a forma mais grave da doenca (REES et
al., 2010).

A sintese de cadeias polipeptidicas beta S favorece a ocorréncia de um motif
hidrofébico na molécula de hemoglobina (Hb), com formacdo de um tetrdmero desoxigenado
que resulta na ligacdo entre as cadeias beta-1 e beta-2 de duas moléculas de Hb, com a
organizacdo de polimeros longos formados por filamentos duplos que se associam em feixes.
Esses feixes de “cristais” dentro das hemacias podem ser vistos a microscopia eletronica e
causam deformacGes importantes no eritrocito, além do efluxo de potassio; aumento do célcio
intracelular; formacao de polimeros de Hb com proteinas da membrana, em especial da banda
3, com alteracdo da arquitetura e flexibilidade, favorecendo a desidratacdo dos eritrécitos;
exposicdo de moléculas na membrana celular, como a fosfatidil serina (PS) e 0 CD36, um
receptor glicoprotéico que se liga a proteinas da matriz extracelular, facilitando a ligacdo da
célula com o endotélio (BRITTENHAM et al., 1985; ZAGO e PINTO, 2007).

A distribuicdo mundial da HbS decorre da combinagédo de dois fatores, a selecédo de
portadores do alelo mutante pela vantagem evolutiva em regides em que a malaria é
endémica e imigracdo de africanos devido ao trafico de escravos. A presenca do alelo

mutante varia entre 0-15% na populacdo africana, sendo que a regido central da Africa
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Subsaariana apresenta prevaléncia acima de 15%. Na Europa e na América do Norte a
prevaléncia do alelo mutante varia de 0-3% (REES et al., 2010).

O estado da Bahia apresenta frequiéncia elevada de portadores da HbS, que variam
entre sete a 14% (AZEVEDO et al., 1981). Atualmente, com os dados da triagem neonatal
realizada pela Associacdo de Pais e Amigos dos Excepcionais (APAE) sabe-se que ocorre o
nascimento de uma crianca a cada 600 com DF, sendo a Bahia 0 estado que apresenta a

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

1.1. ASPECTOS CLINICOS NA AF

Apesar dos pacientes com DF terem em comum a presenca da HbS, a clinica é
bastante heterogénea, mesmo em individuos que apresentam o mesmo genotipo. Os
individuos com AF possuem sintomas e complica¢des clinicas que podem variar de leves a
graves. Os episddios de dores agudas causados por crises vaso-oclusivas Sdo as causas
comuns de hospitalizacdo, sendo que a frequéncia destes episddios estd associada ao
prognostico do paciente, incluindo a ocorréncia de obito precoce (PLATT et al., 1991; REES
et al., 2010). As infeccdes bacterianas sdo as maiores causas de morbidade e mortalidade em
criangas com AF, que apresentam susceptibilidade elevada a diferentes agentes patogénicos,
tais como Streptococos pneumoniae e Haemophilus influenzae, em decorréncia do
comprometimento da funcdo esplénica. Outros fatores estdo também associados ao
progndstico clinico da doenga, envolvendo a deficiéncia de micronutrientes, defeitos na
ativacdo do complemento e isquemia tecidual (REES et al., 2010).

A Sindrome Torécica Aguda (STA) é uma causa importante de mortalidade na AF,
além de ser a segunda maior causa de hospitalizacio. E 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 criangas, sendo a maioria dos casos
relacionados a vasculopatias que afetam as cardtidas internas e artérias cerebrais (STUART
& NAGEL, 2004). Outras complicac@es clinicas incluem a hipertensdo pulmonar, priapismo,
colelitiase, retinopatias, disfuncdo cardiaca, insuficiéncia renal, ulceras maleolares e necroses
6sseas (STUART & NAGEL, 2004).

Sabe-se que a mutacdo que causa a AF, por si S0, ndo é suficiente para explicar todas
as caracteristicas graves da doenca, sendo extensa a gama de expressGes fenotipicas até
mesmo em pacientes com gendtipo idéntico de Hb (ALEXANDER et al., 2004). Essa
heterogeneidade clinica tem sido atribuida a fatores ambientais, psicossociais e genéticos,
como por exemplo, a expressdo de Hb fetal, presenca de alfa-talassemia e dos hapl6tipos
ligados aos genes da globina beta, aos quais tem sido atribuido a modulacao da polimerizacéo

da HbS (NEBOR et al., 2010).

1.2. HEMOLISE

Um dos processos fisiopatologicos de importancia na AF é a anemia hemolitica
decorrente do encurtamento da vida média do eritrocito pela polimerizacdo da HbS (KATO et
al., 2007). A hemdlise varia em intensidade entre os gendtipos diferentes da DF, sendo mais
acentuada na AF.

Os biomarcadores de hemolise sdo importantes na avaliagdo do paciente com AF. A
lactato desidrogenase (LDH) é um marcador de hemdlise intravascular, e sua elevacgdo
plasmatica esta associada ao subfendtipo clinico de hipertensdo pulmonar, priapismo e Ulcera
nos pacientes com AF (KATO et al., 2006b). As concentracbes das enzimas hepéticas
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) e dos niveis de

bilirrubina, principalmente a indireta, estao alteradas na hemolise (ROTHER et al., 2005).
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Dados de estudos epidemiologicos sugerem que diversas complicacdes da AF estdo
associadas ao aumento das taxas de hemolise, tais como colelitiase, Ulceras de perna,
priapismo e hipertensdo pulmonar, que estdo também associadas a concentra¢des diminuidas
de Hb e elevacdo da hemdlise intravascular (KATO et al., 2007). Os produtos gerados em
decorréncia da hemdlise intravascular séo extremamente oxidativos, sendo que o grupamento
heme e o ferro induzem o estresse oxidativo com geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS); em decorréncia disso, algumas vias protetoras estdo envolvidas, tais como a
haptoglobina que se liga a hemoglobina livre prevenindo a sua eliminacao direta pelos rins e
que carrega os dimeros de globina para os macréfagos do sistema fagocitico mononuclear
encarregado da remocao desses produtos por endocitose, via receptor CD163 (SCHAER et
al., 2007).

A hemolise é a causa principal do quadro de anemia e fadiga apresentado pelos
pacientes com AF e, além disso, estd também associada ao desenvolvimento de
vasculopatias, que aumentam progressivamente com o passar do tempo e sdo caracterizadas
pela hipertensdo pulmonar, alteracfes na proliferacdo do endotélio e masculo liso dos vasos
sanguineos e disfuncdo endotelial (GLADWIN et al., 2004; KATO et al., 2006a). Desta
forma, os pacientes que exibem concentracdes diminuidas de Hb e taxas elevadas de
hemdlise parecem apresentar o subfendtipo que associa aos pacientes a probabilidade maior
ao desenvolvimento de vasculopatias que aqueles com concentra¢es maiores de Hb, além de
apresentarem nimero maior de episddios de dores agudas e, possivelmente, episodios de STA
(KATO et al., 2007).

A AF se caracteriza por apresentar estado inflamatério cronico, sendo que a génese de
grande parte das manifestacGes clinicas nessas doencas deve-se a trés mecanismos inter-
relacionados: a) adesdo de eritrocitos, granuldcitos, mondcitos e plaquetas ao endotélio

vascular; b) fenémenos inflamatorios crénicos, exacerbados por episddios agudos; c)
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producdo de intermediarios inflamatdrios, como citocinas e alteracbes do metabolismo do

6xido nitrico (NO) (ZAGO & PINTO, 2007).

1.3. O PROCESSO VASO-OCLUSIVO

O processo vaso-oclusivo na AF é caracterizado pela oclusdo de microvasos em
determinados sitios, causando episodios de dor e lesdo tecidual, acompanhado por inflamacao
local (STUART & NAGEL, 2004). As hemécias de individuos com AF e, principalmente, 0s
reticuldcitos, expressam receptores de superficie, incluindo moléculas de adesdo, como a
integrina o4P;, receptores para a familia das imunoglobulinas e o CD36. A expressao
aberrante dessas moléculas induz ao aumento na aderéncia das hemacias ao endotélio
vascular (FRENETTE & ATWEH, 2007). A presenca de leucécitos aderentes nos microvasos
é também um fator chave que contribui para o processo de vaso-oclusdo na AF, participando
tanto na adesdo ao endotélio quanto na liberacdo de citocinas e radicais livres (TURHAN et
al., 2002). Além disso, as hemacias falciformes podem interagir diretamente com o0s
leucdcitos, formando agregados heterocelulares, levando a uma reducdo do fluxo sanguineo,
hipdxia, formacdo de polimeros de HbS e propagacédo da oclusdo para a vasculatura adjacente
(TURHAN et al., 2002).

As plaguetas também podem contribuir para a vaso-oclusdo pela liberacdo, quando
ativadas, da molecula soltvel CD40L que aumenta a inflamacdo endotelial e expressdo de
ligantes para os eritrdcitos na superficie endotelial, resultando no ciclo de adesao do eritrécito
— ativacdo de plaquetas — adesdo do eritrocito (BENNETT, 2006). A figura 1 resume o0s

eventos envolvidos no processo de vaso-oclusao.
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Figura 1. Representacdo dos principais eventos fisiopatolégicos presentes no desenvolvimento da
vaso-oclusdo (adaptado de SEGEL et al., 2010). O processo de vaso-oclusdo compreende um evento
complexo na qual estdo envolvidos eritrocitos, reticulécitos, plaquetas, leucdcitos e a adesdo ao
endotélio vascular, assim como o envolvimento de proteinas plasmaticas e fatores inflamatérios,

como a expressdo de citocinas pro-inflamatdrias, levando a oclusdo vascular e hipoxia.

A monocamada de células endoteliais protege todo o sistema vascular, sendo que a
estrutura e funcdo dessas células sdo imperativas para a manutengdo da parede do vaso e da
funcéo circulatoria. No entanto, além de funcionar como barreira, as celulas endoteliais
participam da hemostase sanguinea, onde regulam processos de trombose e aderéncia de
plaquetas (GALLEY & WEBSTER, 2004). O endotélio controla o ténus vascular e o fluxo
sanguineo pela producdo de NO, endotelina e prostaglandinas. Ademais, essas células

participam do processo de aterogénese e nas respostas anti e pro-inflamatorias devido a sua
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habilidade de produzir e detectar citocinas e a expressao de moléculas de adesao sob certas
circunstancias (HARTGE et al., 2007). Devido aos inimeros mecanismos onde participam as
células endoteliais, a disfuncdo, dano e ativacdo endotelial podem participar de inimeras
patologias incluindo a AF. Desta forma, as interacfes endoteliais desempenham papel
fundamental em praticamente todos 0s mecanismos que participam do processo de vaso-
oclusdo e muito da fisiopatologia dessa doenca (CONRAN & COSTA, 2009).

Os leucacitos, eritrocitos e plaguetas contribuem para 0 processo vaso-oclusivo que
ocorre na microcirculacdo pela adesdo celular ao endotélio vascular e contato célula-célula,
causando uma barreira fisica para o fluxo sanguineo, contribuindo para o estimulo
inflamatdrio crénico, sendo que as moléculas de adeséo celular e o endotélio sdo elementos
chaves nesses mecanismos. Os ligantes endoteliais mais comuns na AF certamente estdo
relacionados as moléculas de adeséo intercelular (ICAM-1) e a molécula de adesdo da célula
vascular (VCAM-1) (MORRIS et al., 2005).

A ICAM-1 é uma molécula de adesdo, semelhante a imunoglobulina, que se liga a
integrina Lymphocyte function-associated antigen 1 (LFA-1) que é encontrada em todas as
células T e também em células B, macréfagos e neutrofilos e que estd envolvida no
recrutamento celular para os sitios de infeccdo. O LFA-1 é parte da familia de integrina dos
leucdcitos que sao reconhecidas pelas cadeias comuns beta (CD18) e pela cadeia distinta alfa
(CD11a) (ALON etal., 1995).

A importéncia da ICAM-1 na adesdo leucécito-endotélio é comprovada pelo fato de
estudos experimentais de transfec¢do desta molécula mostrarem que a ICAM por si s6, é
suficiente na reconstituicdo da transmigracdo de células que carece de outros receptores de
adesdo (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 adesdo celular e migracdo transendotelial de leucdcitos

(WAUTIER & WAUTIER, 2011). As moléculas de adesdo desempenham papel fisioldgico
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vital no recrutamento e adesdo das células ao endotélio vascular. As E-selectinas e P-
selectinas proporcionam a rolagem de leucocitos especificos pela superficie endotelial até o
momento da adesdo firme por meio da VCAM-1 e ICAM-1 ligados a superficie celular
(ALON & FEIGELSON, 2002). Os leucocitos dos individuos com AF parecem estar em
estado ativado com aumento na expressdo e na atividade da integrina Macrophage-lantigen
(Mac-1) ou integrin alphaMbeta2 (composto pelo CD11b e CD18) demonstrando alteracfes
significantes na adesdo as proteinas subendoteliais, a camada de células endoteliais e

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

Durante o processo inflamatério, a adesdo de plaquetas as paredes dos vasos
sanguineos estd aumentada. Em individuos saudaveis, o endotélio ndo ativado, geralmente,
inibe a adesdo das plaquetas pela producdo de fatores antitromboéticos, particularmente o NO.
No entanto, nos vasos submetidos ao processo inflamatério, o endotélio ativado pode
estimular a adesdo de plaquetas devido a liberacdo do difosfato de adenosina (ADP), do fator
tecidual (CD142) e fator de Von Willebrand, uma glicoproteina multimérica com funcdo na
hemostasia priméaria, que forma pontes entre glicoproteinas plaquetéarias e estruturas do
endotélio vascular (VAN GILS et al., 2009). As plaquetas na AF também demonstram
propriedades adesivas elevadas, com afinidade aumentada da integrina oypPs ligante de
plaquetas, ao fibrinogénio em ensaio de adesdo in vitro, o que significa que as plaquetas
provavelmente tém afinidade maior na adesédo nas paredes dos vasos na AF durante a

agressdo endotelial (FERREIRA et al., 2008).


http://en.wikipedia.org/wiki/CD11b
http://en.wikipedia.org/wiki/CD18
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1.4. 0 OXIDO NITRICO

O NO é uma molécula de gas diatdmica soltvel, com elétron desemparelhado, o que o
torna um radical livre com propriedades de reacdes bioldgicas unicas (WINK & MITCHELL,
1998). O NO é produzido no endotélio vascular pela enzima endotelial 6xido nitrico sintase
(eNOS), pela conversdo oxigénio-dependente de arginina para citrulina (PALMER et al.,
1987).

Uma vez produzido, o NO pode se difundir de forma paracrina para o0 musculo liso
adjacente, onde se liga avidamente a enzima sollvel guanilato sintase. Essa ativacdo da
enzima converte guanosina trifosfato (GTP) a guanosina monofostato ciclico (cCGMP) e ativa
as proteinas kinases dependentes de cGMP, que agem no sequestro do calcio celular, produz
relaxamento muscular e consequentemente a vasodilatacdo (IGNARRO et al., 1987).

Além de favorecer a vasodilatacdo, que controla aproximadamente 25% do nosso
fluxo sanguineo, 0 NO promove a homeostase geral e também reage com o grupamento heme
da Hb, com taxas limitadas de difusdo, produzindo metahemoglobina e nitrato e nitrosil-
hemoglobina (OLSON et al., 2004). Devido a velocidade dessas reacdes e sua
irreversibilidade, seria 16gico pensar que o NO produzido pelo endotélio ndo sobreviveria o
tempo suficiente para se difundir até o musculo liso, tornando o NO inativo pela reacao
rapida com a Hb liberada intravascularmente. Esse paradoxo bioldgico é resolvido pelas
propriedades fisicas do eritrocito, que limita a Hb com a compartimentalizacdo pela
membrana plasmatica (SCHECHTER & GLADWIN, 2003), evitando o extravasamento da
Hb para o plasma e o consumo de NO, em condi¢des normais.

A arginina, o substrato para a sintese do NO ¢ 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 diminui¢do na biodisponibilidade de NO que é ainda mais exacerbado pela
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diminuicao da disponibilidade do substrato da eNOS, a arginina. Esse estado de resisténcia ao
NO é acompanhado pela regulacdo compensatéria da sintese da eNOS e outros
vasodilatadores indepententes do NO (DIWAN et al., 2002; KAUL et al., 2004). Em
condi¢cdes de concentracBes baixas de arginina, a enzima eNOS € 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 tém
mostrado que a atividade da arginase é elevada em pacientes com AF quando comparada a
individuos saudaveis (MORRIS et al., 2000a; MORRIS et al., 2005).

A arginase € uma enzima intracelular que pode ser encontrada no plasma somente
apos o dano ou morte celular. Sendo assim, a inflamacdo, os danos crénicos em érgéos e a
hemdlise sdo fontes em potencial para a liberacdo de arginase no plasma (MORRIS et al.,
2005). A atividade da arginase é mais elevada nos eritrocitos imaturos ou reticulocitos, 0s
quais estdo com contagem elevada nos individuos com AF (MORRIS et al., 2002).

O estado inflamat6rio crénico que ocorre nos pacientes com DF é decorrente de
diversos fatores que se interligam e se retroalimentam, formando um ciclo inflamatério
permanente. Na ultima década foi dado foco maior a pesquisas relacionadas ao metabolismo
do NO, uma vez que a hipotese de deplecdo dos seus niveis na microcirculacdo tem papel
central na patogénese da vaso-oclusdo e outras manifestagdes clinicas da AF. 1sso ocorre,
possivelmente, pela inducdo da vasoconstriccdo, ativacdo de plaquetas, adesdo de leucocitos,
dano vascular, geracéo de ROS e hipertensdo pulmonar (BUNN et al., 2010).

O processo de hemolise tem envolvimento na alteracdo da via arginina-NO. Sob
condi¢bes normais, o eritrdcito mantém a Hb no seu interior de forma segura; no entanto,
durante a hemolise ocorre a liberacdo da Hb no plasma, onde rapidamente reage e destréi o
NO (REITER et al., 2002). Esse fenémeno iré resultar no consumo anormal elevado do NO

e na formacdo de ROS e inibigdo da vaso-dilatacdo (Figura 2). A deplecdo do NO pela Hb
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livre pode também causar dano adicional na funcao endotelial pela ativacéo transcricional de
moléculas de adesdo, incluindo VCAM-1 e E-selectina, além de vaso-constrictores potentes,
como a endotelina-1 (ET-1) (ROTHER et al., 2005). De fato, os niveis elevados de moléculas
de adesdo soluveis, tais como sVCAM-1, reflete o comprometimento da fungdo endotelial,

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

al., 2005).
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Figura 2. Representacdo das moléculas envolvidas na hemolise intravascular e bioatividade do NO na anemia

falciforme (Adaptado de Steinberg, 2008). O processo de hemolise inicia um ataque global a via da
arginina-NO. A hemoglobina livre e a formacao de radicais livres rapidamente reagem e destroem o
NO. A liberacdo de arginase pelo eritrocito depleta os niveis de arginina, principal substrato para a
formacdo do NO, diminuindo ainda mais a sintese de NO levando as alteracfes vasculares e processo

de vaso-ocluséo.
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O estresse oxidativo € outro mecanismo proeminente da vasculopatia da DF. Nas
doencas hemoliticas, o eritrocito pode ser o determinante maior da condicdo redox do
microambiente, sendo que na AF os eritrocitos tém concentracbes maiores de ROS quando
comparados a eritrocitos de individuos saudaveis (ASLAN & FREEMAN, 2004). A
producdo exacerbada de ROS, tal como o superdxido, por vias enzimaticas e ndo enzimaticas
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 exposicdo de PS e a alteracdo de lipidios da membrana eritrocitaria de individuos
com AF sdo processos conduzidos, em parte, pelo estresse oxidativo, que pode também
contribuir para o curto periodo de circulacdo desses corpulsculos, tornando-os mais
vulneraveis a quebra pela fosfolipase A2, um mediador inflamat6rio importante. A exposi¢édo
da PS induz a adesdo das hemacias ao endotélio vascular, facilitando o sequestro das
hemacias com exposi¢cdo da PS nos vasos saguineos; esse processo pode acentuar a disfuncéao
vascular, a hemolise e o estado pro-trombotico (NEIDLINGER et al., 2006).

A producdo de ROS nos pacientes com AF é multifatorial, sendo que a isquemia
tecidual, que ocorre durante os fenbmenos de vaso-oclusdo, pode iniciar eventos
fisiopatoldgicos de isquemia-reperfusdo que podem ser importantes na geracdo de ROS.
Desta forma apos a resolugdo da oclusdo vascular, ocorre 0 aumento no fluxo de sangue,
oxigénio e ROS, que pode causar danos oxidativos devido a reperfusdo (MACK & KATO,
2006).

As lesbGes oxidativas podem resultar na peroxidagdo de lipidios da membrana,
destruicdo celular e ativacdo do NF-kB, que induz a expressdo de moléculas de adesdo
endoteliais que se ligam as integrinas dos leucdcitos e reticuldcitos, resultando na aderéncia
celular e causando mais vaso-oclusdo e, posteriormente, exacerbacdo do ciclo de isquemia e

reperfusdo (ASLAN et al.,, 2000). Evidéncias indicam que niveis elevados de ROS e,
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consequentemente, da oxidacdo exagerada, aumenta a producdo de citocinas pro-
inflamatodrias e de fatores de crescimento, alterando a permeabilidade vascular e favorecendo
a adesdo de leucdcitos ao endotélio, que por sua vez, interferem na capacidade de
relaxamento do mdsculo liso pelo NO vascular, causando disfuncdo endotelial (DROGE,

2002; ZARDI et al., 2005).

1.5. HOMOCISTEINA COMO FATOR DE ALTERACOES VASCULARES

A Homocisteina (Hcy) é um aminoacido que contém o grupo tiol, sendo derivado da
metionina proveniente da dieta. Os niveis anormalmente elevados de Hcy tém sido descritos
em pacientes com homocisteinemia que é fator de risco importante e independente para a
ocorréncia de doencas vasculares (CLARKE et al., 1991). A possibilidade que a Hcy possa
contribuir para os fendmenos isquémicos na AF tem atraido grande interesse na quantificacao
dos niveis plasmaticos desse aminoacido em pacientes com esta doenca (Dhar et al., 2004).

Os niveis elevados de Hcy danificam a funcdo vasodilatadora endotelial, em parte
devido a diminuicao da atividade do NO, prejudicando a resisténcia e a condu¢do nos vasos.
Esses danos podem ser decorrentes do aumento do estresse oxidativo que contribui para a
deplecéo da bioatividade do NO (EBERHARDT et al., 2000). Desta forma, a Hcy influencia
em respostas vasculares mdaltiplas, incluindo alteracdo na coagulacdo sanguinea, alteracdo da
funcdo plaquetaria, nas respostas relacionadas aos masculos lisos, tais como proliferacdo nos
vasos e consequentemente, na fungédo endotelial (EBERHARDT et al., 2000).

Os niveis de Hcy podem diminuir dependendo das concentragdes séricas de vitamina
B12 e acido folico. Os individuos com AF apresentaram niveis elevados de homocisteina

quando comparados com individuos controle, contribuindo ainda mais para alteracGes na
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funcdo endotelial e complicacdes isquémicas presentes na doenca (LOWENTHAL et al.,

2000).

1.6. CELULAS Th17

A AF é caracterizada pela ocorréncia do estado pré-inflamatorio, que apresenta o
aumento na contagem de leucdcitos, fator correlacionado com diversas complicages clinicas
da doenca, taxas de Obito entre os pacientes, além dos niveis elevados de citocinas pro-
inflamatdrias no plasma (PATHARE et al., 2004). Os eventos isquémicos produzidos pela
oclusdo de vasos maiores e menores envolvem interacBes entre os eritrécitos, leucocitos e
endotélio, sendo que essas interacdes sdo reguladas por citocinas secretadas pelas células T,
pelas moléculas de adesdo e, consequentemente, pela resposta imune, que esta envolvida na
iniciacdo 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 promocdo de inflamacéo por inducéo de citocinas pro-inflamatérias
variadas e quimiocinas, recrutamento de neutréfilos, inducdo na producdo de anticorpos e
ativacdo de células T (IWAKURA et al., 2008).

O papel da IL-17 na disfuncdo vascular é controvereso, sendo que Taleb e
colaboradores (2009) descreveram que a IL-17 reduz a expressao de VCAM-1 e da
infiltracdo 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 inducdo de resposta pro-

inflamatoria. A IL-17 ainda é pouco estudada em relacdo a sua associagdo com fendmenos
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clinicos na AF, quanto a sua expressdao, modo de acdo, indutores e principalmente com

relacdo a sua contribuicdo para o perfil inflamatorio descrito na doenca.
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2. JUSTIFICATIVA

A anemia falciforme é a doenca hereditaria mais comum no mundo, inclusive no
Brasil, caracterizando-se como um problema de saude puablica. Os individuos com DF
apresentam manifestacdes clinicas heterogéneas, incluindo complicacbes vaso-oclusivas,
hemdlise e infeccdes, podendo comprometer 6rgaos e reduzir a sua qualidade e expectativa
de vida. Apesar da vaso-oclusdo ser um evento chave na patogénese da AF, o papel da
hemdlise no mecanismo fisiopatoldgico da doenca 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 patogénese da doenca, sendo que a sua presenca € importante para reduzir a ativacao
plaquetaria e de moléculas de adesdo no endotélio e a diminuicao da proliferacdo do musculo
liso, limitando os danos ao endotélio por isquemia e reperfusdo, modulacdo na proliferacéo
endotelial e regulacdo da inflamacéo.

Tendo em vista as consequiéncias da deplecdo do NO na disfuncao vascular, pode-se
entender que a desregulacdo desta molécula € comum a mecanismos variados associados a
vasculopatia presente na DF. Além disso, a regulacdo da via NOS/arginase que resulta na
mudanca metabdlica da utilizacdo da arginina, substrato para a sintese do NO, pode
representar alvo novo no estudo da modulacgdo dos fenémenos clinicos nos pacientes com AF.
A analise de citocinas na AF pode nos mostrar mecanismos inflamatorios na doenca. Neste
estudo foi investigada a IL-17 e outras citocinas a ela associadas, uma vez que a sua relacdo
com os fenbmenos clinicos descritos na AF ainda é pouco conhecida, apesar do seu papel
importante na promocdo da inflamagdo por inducdo de citocinas pro-inflamatorias e
quimiocinas distintas, recrutamento de neutrofilos, inducdo na producdo de anticorpos e

ativacdo de células T.
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O papel da Hcy, como molécula associada as alteragdes vasculares descritas na AF
também ndo é bem compreendida. A ligacdo dessa molécula aos marcadores de inflamacéo,
hemdlise e ativacdo endotelial pode mostrar uma nova via relacionada as alteracfes
vasculares da AF.

Diante do exposto, as questdes envolvidas no presente estudo podem gerar
conhecimentos relativos ao estado patologico e imunologico apresentado pelos pacientes com
AF, principalmente na disfuncdo endotelial, auxiliando assim no desenvolvimento de um

monitoramento clinico eficaz e terapias mais adequadas.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar moléculas associadas a ativacdo endotelial, hemdlise, inflamacéo, metabolismo da
arginina e oxido nitrico e citocinas associadas as células Th-17 em pacientes com anemia

falciforme.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os niveis plasmaticos de arginase em pacientes com AF, associando-0s ao quadro

hemolitico apresentado pelos pacientes;

Avaliar marcadores bioquimicos relacionados a inflamagdo e hemélise (LDH, bilirrubinas,

transaminases) nos pacientes com AF;

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

correlacionar com ativacao endotelial e expressdo de moléculas de adeséo;

Avaliar a expressdo de moléculas de adesdo soluveis (SVCAM-1 e sICAM-1) em pacientes

com AF;

Avaliar os niveis de homocisteina e sua associacdo com ativacdo endotelial e expressdo de

moléculas de adesdo nos pacientes com AF.

Associar as citocinas IL-17, IL-18, TGF-b, IL-23 e IL-4 ao quadro clinico apresentado pelos
pacientes com AF.
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Abstract Sickle cell anemia (SCA) is characterized by a
marked endothelial dysfunction, owing to many factors.
Arginine metabolism can be related to the inflammatory
chronic state presented by patients, playing a key role in
their clinical outcome and vascular endothelium. We
investigated the serum arginase levels in 50 SCA patients
(22 men and 28 women, mean age of 17=10.5 years) and
28 healthy controls. Serum arginase levels were associated
with biochemical hemolysis markers and cytokines in-
volved in Thl7 response, as well as levels of soluble
intercellular adhesion molecule-1 (sSICAM-1) and vascular
cell adhesion molecule-1 (sVCAM-1). Arginase concen-
trations were higher in SCA patients, compared with
controls (p=0.005), and were significantly and positively
associated with total bilirubin (p=0.004), indirect bilirubin
(»=0.04), and aspartate aminotransferase (AST; p=0.039)
in the SCA patient group. Moreover, arginase was
significantly and positively associated with transforming
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growth factor-beta (TGF-beta; p=0.008) among SCA
patients. sSICAM-1 was significantly and positively associ-
ated to reticulocytes (p=0.014) and AST (p=0.04).
sVCAM-1 was likewise associated with lactate dehydroge-
nase (p=0.03). These data suggest a new insight into
arginase metabolism, as we show here a shift in arginine
catabolism, where TGF-beta may induces the arginase
pathway instead of the nitric oxide pathway and a possible
involvement of the vascular activation and the serum
arginase in chronic hemolysis among SCA patients.
Additional studies should be carmried out in order to
investigate the mechanisms by which TGF-beta participates
in the metabolism of arginase in SCA patients.

Kevwords Sickle cell anemia - Arginine - Arginase -
Th17 cells - Soluble adhesion molecules - TGF-[

Introduction

Sickle cell anemia (SCA) has been characterized by a
chronic inflammatory state, with the presence of elevated
leukocyte counts, abnormal activation of granulocytes,
monocytes and endothelial cells, and an increased level of
multiple inflammatory mediators. Cytokine expression may
play a role in the clinical outcome of SCA patients. Its
effects on vascular endothelium and adhesion molecule
expression have been considered relevant [1-3].

Normal arginine metabolism is impaired in SCA,
contributing to endothelial dysfunction and pulmonary
hypertension [4]. Arginase catalyzes the hydrolysis of L-
arginine into L-omithine and urea. It is widely distributed in
living organisms, utilizing arginine as its substrate [5]. In
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patients with SCA, and likely other hemolytic conditions,
intravascular hemolysis contributes to endothelial dysfunc-
tion, which has been characterized by a reduction in nitric
oxide (NO) bioavailability and NO resistance [6]. Given the
important role of NO depletion in endothelial dysfunction,
it is not surprising that NO dysregulation is a common
finding among the varied mechanisms involved in sickle
vasculopathy [7]. Arginase can be induced in many cell types
by a variety of cytokines and inflammatory stimuli [8, 9].

Interleukin 17 (IL-17) is an essential proinflammatory T-
cell-derived cytokine with several biological actions. It has
been found to play a pivotal role in microbial host defense
by interconnecting lymphoid and myeloid host defenses
[10]. While previously considered to be dependent on
interleukin-23 (IL-23) for differentiation from naive T cells
into Th17 cells, recent work has indicated that initial
differentiation is dependent on transforming growth factor-
beta (TGF-beta), with subsequent expansion of the Thl7
lineage dependent on IL-23 [I1]. The role of the Thl7
response in vascular alterations has not been established.
Taleb et al. [12] showed that in vivo administration of IL-17
reduces endothelial vascular cell adhesion molecule-1
(VCAM-1) expression and vascular T-cell infiltration, and
significantly limits the development of atherosclerotic
lesions. However, Eid et al. [13] showed that IL-17 is
produced concomitantly with interferon gamma (IFN-
gamma) by coronary-artery-infiltrating T cells, which act
synergistically to induce proinflammatory responses in
vascular smooth muscle cells.

In macrophages, arginase gene expression is tightly
regulated by many factors, including exogenous stimuli
like the Th2 cytokines [14]. TGF-beta reduces the inducible
NO synthase activity of rat macrophage cultures, not only
down-regulating the inducible nitric oxide synthase path-
way, but also up-regulating the arginase pathway [15].

In this study we tested the hypothesis that serum
arginase concentration is influenced by some factors such
as hemolysis, and Th17 responses and is related to
endothelial dysfunction. We have tested that by evaluating
hemolysis markers as bilirubin, lactate dehydrogenase
(LDH) and aminotransferase, as well as cytokines involved
in the Th17 response (IL-23, IL-17, and TGF-beta) and
soluble adhesion molecules levels [soluble intercellular
adhesion molecule-1 (sICAM-1) and vascular cell adhesion
molecule-1 (sVCAM-1)].

Patients and methods
Subjects

We studied 50 patients (22 men and 28 women, mean age
of 17+10.5 years) from Northeast Brazil who were

'@ Springer

diagnosed with SCA (HBSS) and were located at the
Foundation of Hematology and Hemotheraphy (HEMOBA)
in Bahia, Brazil. All patients were at a steady state and were
transfusion free. Patients showed no other systemic diseases
that could have potentially altered their inflammatory
profile functions. Blood samples were obtained during
regular clinical visits. Twenty-eight healthy Brazilian
subjects with normal hemoglobin profiles were included
as a control group. 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 an informed consent
form.

Biochemical analyses and serum arginase level
measurements

Serum concentrations of bilirubin, LDH, aspartate amino-
transferase (AST), and alanine aminotransferase (ALT)
were determined using commercially available biochemical
kits (LABTEST, Minas Gerais, Brazil). Arginase serum
levels in SCA patients and control groups were measured
using a Human Arginase I ELISA Kit (Cell science,
Canton, MA, USA) according to the manufacturer's
recommendations.

Cytokine and soluble adhesion molecule measurements

IL-23, IL-17, and TGF-beta were measured using Cytokine
ELISA OptEIA kits (BD Pharmingen, San Diego, CA,
USA) and soluble adhesion molecules 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 Kolmo-
gorov—Smirnov test. Mean values of quantitative variables
between groups were compared using the unpaired ¢ test for
normal data distribution and Mann—Whitney for non-
normal data. The Kruskal-Wallis test or ANOVA with
Bonferoni were used to compare means among (wo or more
groups, as measured by interval variables. Bivariate
correlation analyses were carried out to determine correla-
tions between pairs of variables using Pearson’s and
Spearman’s rank correlations (7). Linear regression analyses
were also performed. All tests were considered significant if
p values were less than 0.05. Data analyses were performed
using Prism 5.01 (Graphpad Software, San Diego, CA,
USA), EPlinfo 6.04 (CDC, Atlanta, Georgia, USA), and
STATA SE 10 software (StataCorp, Texas, USA).
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Results

Arginase levels were higher in SCA patient sera compared
to controls

Serum arginase levels were quantified to determine the
amount of arginase released into the blood. Arginase serum
levels in SCA patients showed a twofold increase in
enzyme levels, compared with control patients (median
21.1 and 14.7 ng/mL, respectively). This was found to be
statistically significant (p=0.005; Fig. 1). Table 1 shows the
hematologic and hemolysis markers values of the SCA
patients group.

Correlation of arginase levels and hemolytic biochemical
markers

The association between serum arginase concentrations and
clinical hemolysis laboratory markers was determined to
confirm the mechanisms that increase enzyme levels in
SCA patients. Serum arginase levels were positively and
significantly associated with total bilirubin (p=0.004, r=
0.397), indirect bilirubin (p=0.040, »=0.291), and AST (p=
0.024, r=0.320). Correlation analysis of AST showed a
positive association with LDH (p<0.001, »=0.59) and total
bilirubin (»<0.001, r=0.49).

Arginase was positively and significantly associated
with a high expression of TGF-beta among SCA patients

In this work, we investigated cytokines involved in Thl7
response and arginase expression regulation (e.g., 1L-23,
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Fig. 1 Arginase serum levels between sickle cell anemia patients and
control groups

Table 1 Steady-state hematologic and hemolysis markers values of
the SCA patients group

Median SD
Hematology values
RBC (= 10%pL) 2.69 0.67
Hemoglobin (g/dL) 8.07 1.60
Hematocrit (%) 24.42 5.26
Platelets (x10°/uL) 368 178
Reticulocytes count (%) 6.9 3.1
Hemolysis markers
Total bilirubin (mg/dL) 2.35 1.74
Direct bilirubin (mg/dL) 0.72 0.61
Indirect bilirubin (mg/dL) 1.64 1.35
AST (U 44.55 29.96
ALT (U/) 11.25 9.63

SD standard deviation, AST aspartate aminotransferase, 4LT alanine
aminotransferase

IL-17, and TGF-beta), associating these with free arginase
in SCA individuals. There was a positive and significant
association between arginase and TGF-beta (p=0.008, r=
0.588), as shown in Table 2. The linecar regression of
arginase levels was also positively and significantly
associated with AST (p<0.0001, r=0.522), total bilirubin
(p=0.034, r=0.301), and indirect bilirubin (p=0.039, r=
0.293; Fig. 2).

Rises in hemolytic rate is correlated to sVCAM-1
and sICAM-1 expression

We also studied vascular and leukocyte activation using
sVCAM-1 and sICAM-1 serum level measurements. We
found a positive and significant correlation among sICAM-

Table 2 Correlation between arginase serum levels, TH17-related
cytokine, and soluble adhesion molecules levels in SCA patients

ARGINASE

Cytokine p value r
IL-23 0.459 0.181
IL-4 0.684 ~0.100
IL-17 0.110 0.378
TGF-beta 0.008" 0.588
Soluble adhesion molecules

sICAM-1 0.192 -0.313

sVCAM-1 0.303 0.249

*Spearman or Pearson correlation coefficient (r) and p values

sICAM-1 soluble intracellular adhesion molecule-1, s VCAM-1 soluble
vascular cell adhesion molecule-1, TGF-beta transforming growth
factor-beta
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Fig. 2 Linear regression of arginase serum (ng/mL) and hemolysis
markers in sickle cell anemia patients

1 and reticulocyte count (p=0.014, r=0.270), as well as
with AST (p=0.04, r=0.227), which are both classical
hemolysis markers. Moreover, soluble VCAM-1 levels
were associated with an increase in LDH levels (p=0.041,
r=0.28). No association was found between arginase and
sVCAM-1 or sSICAM-1 (Table 2).

Discussion

Results presented here demonstrate that free arginase levels
in the sera of SCA patients are markedly increased when
compared with healthy individuals. This is in agreement, in
part, with a previous report that estimated the rise in
arginase activity for SCA patients [4], while we have
investigated the enzyme concentration and not its activity.
A high concentration of free arginase in plasma is supposed
to deplete the circulating L-arginine. It is known that adults
with sickle cell disease are arginine deficient when in a
steady state, also, plasma arginine concentrations signifi-
cantly decrease in both adults and children during vaso-
occlusive crisis and acute chest syndrome, and this effect is

@ Springer

associated with low NO metabolite levels [16]. Clinical
trials with L-arginine supplementation appear to correct the
NO deficiency and ameliorate pulmonary hypertension. In
addition, red-cell adherence to the pulmonary endothelium
appears to decrease with increasing NO [17, 18].

During hemolysis, free hemoglobin is decompartmental-
ized from the erythrocyte and is released into plasma, where
it rapidly reacts with and destroys NO. This contributes to
an abnormally high NO consumption and the formation of
reactive oxygen species, ultimately inhibiting vasodilation.
NO destruction by free hemoglobin can also contribute to
impairment of vascular endothelial function via transcrip-
tional activation of adhesion molecules, including VCAM-1
and E-selectin, as well as potent vasoconstrictors such as
endothelin-1 [19]. Results presented here strongly suggest
that the major source of free serum arginase released into
plasma was the erythrocyte, as we found a positive
correlation between hemolytic biochemical markers and
arginase. Thus, a worsening in the clinical outcome can be
observed by the simultancous release of erythrocyte
arginase during hemolysis, which will also limit the
availability of arginine to NOS, contributing to a NO
deficiency [4, 19]. In fact, this observation was supported
by results from sVCAM-1 and sICAM-1, which were
positively associated with hemolysis markers, such as AST,
LDH, and reticulocyte count.

Characterizing NO metabolism is an important goal in
SCA studies, as NO regulates blood vessel tone, endothelial
adhesion, leukocytes, and platelet activity. These are
important factors in ischemia-reperfusion injury and
sickle-cell-induced ischemia. In sickle cell anemia more
adhesion molecules are produced owing to a decreased
availability of NO [20]. As part of the biochemical
program that facilitates blood flow and maintains vascu-
lar homeostasis, NO normally suppresses the expression
of VCAM-1, ICAM-1, and E-selectin. In fact, the
impairment of NO bioavailability, which is associated
with endothelial dysfunction, results in the pathological
activation of endothelial cells to express adhesion
molecules [21], contributing to new vaso-occlusive events.
Morris et al. [4] showed an association between sVCAM-1
and arginase levels. NO acts as an anti-inflammatory
mediator, affecting endothelial cell function by preventing
leukocyte adhesion to the endothelium through the inhibi-
tion of adhesion molecule expression [22]. However, no
correlation was found between such molecules in our
results. This might be due to the clinical state of patients,
who were in a steady state of the disease, at the moment of
blood collection.

We also investigated the association of cytokines related
to Th17 response and the extent of arginase release into the
plasma. There is not much information concerning this
topic in literature, and it has not been presented in the
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context of SCA. Among the studied cytokines, there is
no association between IL-23 and 1L-17 concentrations
with arginase levels. However, SCA individuals with
increased levels of TGF-beta had the highest levels of
serum arginase. This is an intriguing result, considering
that the NO metabolic pathway in murine macrophages
is a key defense element for various infectious diseases.
Also, its role in diverse settings of immunopathology
has been firmly established [23]. Arginase activity in
macrophages is exclusively up-regulated in association
with cytokines involved in the Th2 immune response,
including the cytokines 1L-4 and IL-10 [9, 24], as well as
1IL-13 and TGF-beta [25]. TGF-beta has effects on cell
proliferation and apoptosis, as well as on the response to
tissue injury, infection, bone homeostasis, endothelial
growth, pulmonary fibrosis, inflammation, immune regu-
lation, and extracellular matrix synthesis [26]. Our work
reinforces the model that the arginase pathway is regulated
by TGF-beta. This is true not only for its immune response
role, as previously described, but also in other types of
tissue that are involved in arginase metabolism. Naive T-
cell differentiation into Thl7 cells is driven initially by
TGF-beta [11]. The lack of association among arginase
and Thl7-related cytokines may be due to a secondary
role that these cytokines can perform in arginine metab-
olism, mainly when patients are in a steady state of the
disease.

The clinical outcomes of SCA patients are a conse-
quence of several events and can also be influenced by
genetic diversity. With this respect, the reciprocal regulation
of the NOS/arginase pathway that results in a metabolic
shift in arginine utilization, a key endogenous substrate of
both enzymes, may represent an important target to
modulate clinical symptoms and a further therapeutic
approach for SCA patients.
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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 H202 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 Ill 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 1L-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
(sSICAM 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 pmol/L (£ 3.3 pmol/L).
Considering the classification commonly used for the degree of homocysteinemia as normal
(5-14 pmol/L) and hyperhomocysteinemia as mild (15-30 umol/L), moderate (31-100
umol/L), and severe (>100 umol/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 sSICAM (Fig. 2). When we considered the
mean concentrations of Hey in the 50" and 75™ 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, y°=5.28 and p= 0.031, y*=4.64, respectively).

The analysis of 1L-17 levels in the 25" and 75" 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 pumol/L) when compared with previous results from Lowenthal et al. [12]
that found a mean concentration of 12.6 umol/L among sickle cell disease patients, or when
compared to the common classification criterion for hyperhomocysteinemia (>14 pumol/L)
[13]. However, Balasa et al. [19] found Hcy levels even lower (5.8 umol/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 umol/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 Hey 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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Table 1- Steady state hematologic markers, soluble adhesion molecules and cytokine values of the

SCA patient group.
Mean SD
Hematologic markers
RBC (x10° /uL) 2.69 0.67
Hemoglobin (g/dL) 8.07 1.60
Hematocrit (%) 24.42 5.26
Platelets (x10%/ pL) 368 178
Leukocytes (10%/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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Citocinas e Associacdo com Eventos Clinicos na Anemia Falciforme.
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- Este artigo investigou os niveis das citocinas IL-4, IL-17, 1L-18, IL-23 e TGF-beta
associando com os eventos clinicos presentes na AF. Foi encontrada uma associa¢do na

ocorréncia de sequestro esplénico e niveis diminuidos da citocina IL-18.
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CITOCINAS E ASSOCIACAO COM EVENTOS CLINICOS NA ANEMIA FALCIFORME
CYTOKINES AND CLINICAL EVENTS IN THE SICKLE (ELL ANEMIA

Wendell Vilas Boas, Bruno A. V. Cerqueira, Angela A. D. Zanette, Mitermayer G. Reis, Marilda S. Goncalves
Laboratério de Patologia e Biologia Molecular, Centro de Pesguisas Gongalo Moniz. Fundag¢do Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) -
Salvador, Bahia, Brasil; Universidade Estadual de Santa Cruz. Ilhéus, Bahia, Brasil: Fundag¢do de Hematologia e Hemolerapia
do Estado da Bahia (HEMOBA),Departamento de Andlises Clinicas e Toxicolégicas, Faculdade de Farmacia da Universidade

Federal da Bahia (UFBA), Salvador, Bahia, Brasil

A expressao de citocinas pode exercer papel fundamental no quadro clinico apresentado por individuos com anemia
falciforme (AF), uma vez que pode ter efeito sobre o endotélio vascular e na expressio de moléculas de adesio,
fenémenos importantes na patogénese da doenca. O objetivo deste trabalho foi investigar niveis de citocinas IL-4,
I1L-17,1L-18,1L-23 e TGF-beta e associacdes com os eventos clinicos presentes na AF. A casuistica foi composta por 51
pacientes com AF e as dosagens de citocinas foram realizadas pelo método de ELISA; os dados clinicos foram
coletados por consulta aos prontudrios médicos. A analise de correlacio mostrou que os pacientes comn eventos de
sequestro esplénico possuiam niveis diminuidos da citocina IL-18 (p=0,032). As demais citocinas nio apresentaram
diferencas quanto aos eventos clinicos apresentados por esse grupo de pacientes. Os eventos de sequestro esplénico
podem influenciar na retirada do baco em pacientes com AF, comprometendo os mecanismos de defesa contra
microorganismos, aumentando a susceptibilidade as infeccoes e, consequentemente, influenciando na producao de
citocinas.

Palavras-chave: anemia falciforme, citocinas, sequestro esplénico.

The expression of cytokines can develop fundamental role in the clinical characteristics presented by individuals with sickle cell
anemia (SCA), since it can affect vascular endothelium and in the adhesion molecules expression, important phenomena in the
pathogenesis of the illness. The objective of this workwas investigates levels of cvtokines IL-4, IL-17, IL-18, IL-23 and TGF-beta,
associating with the clinical events presented by SCA patients. Our casuistic was composed by 51 SCA patients and cvtokines
measurement was carried out by ELISA; clinical datawere collected by medical register: The analysis of correlation showed that
the patients with splenic sequestration events had decreased levels of the IL-18 (p=0.032). The others cvtokines did not present
differences as regards the clinical events presented by this group of patients. The events of splenic sequestration can inflience in
the splenectomy in patients with SCA, committing the mechanisms of defense against microorganisms, increasing the sensitivity
to the infections and, consequently, influencing in the output of cvitokines.

Kevwords: Sickle cell anemia, cytokines, splenic sequestration.

A anemia falciforme (AF) ¢ uma doenca resultante da
homozigose de mutacio pontual no sexto cédon do gene da
globina-beta, que leva a substituicdo de residuo de dcido
glutdmico por valina na proteina™. Os portadores dessa
anemia possuem quadro clinico heterogéneo. com retardo no
crescimento. desenvolvimento e alteracdes multiplas nos
diversos drgéos ou tecidos (cardiaco. renal, pulmonar, cerebral,
esquelético e hepatico) provenientes da hemolise continua e
dos fenémenos de vaso-oclusio. além do aumento da
susceptibilidade a infeccdes favorecido pela asplenia
funcional que ocorre progressivamente. dificultando a
opsonizacdo de bactérias encapsuladas®®. A gravidade clinica
na AF ¢ bastante variavel entre os pacientes. sendo
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encontrados individuos com gravidade clinica intermedidria a
grave®. A AF ¢ caracterizada por quadro inflamatério cronico.
apresentando contagem elevada de leucdcitos. ativacio
anormal de granulécitos, mondeitos e células endoteliais e
elevacdo nos niveis de mediadores inflamatérios. A adeséo
de leucécitos ao endotélio pode. por si s6, promover o evento
de vaso-oclusdo. Esses leucdcitos aderentes podem ser
responsaveis pela ligacdo a moléculas na superficie dos
eritrécitos e posterior reten¢do dessas células vermelhas no
vaso. sugerindo uma associacdo direta e indireta no processo
vaso-oclusivo®?.

O endotélio € também adversamente afetado na AF e
pode contribuir para a vaso-oclusdo. Os danos frequentes ao
endotélio pelos eritrocitos faciformes. citocinas e sobrecarga
de ferro sdo fatores que podem ativar o endotélio vascular.
comprometendo a integridade do vaso e promovendo tanto
adesdo de células vermelhas quanto de leucocitos ao endotélio
do vaso®@. A expressdo de citocinas pode ter papel
fundamental no quadro clinico apresentado pelos pacientes
com AF e os efeitos dessas cifocinas sobre o endotélio
vascular e expressdo de moléculas de adesfio tém sido
considerado como tema relevante® 1.
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Neste trabalho, nds investigamos o papel de citocinas
como IL-4, IL-17, IL-18, IL-23 e TGF-beta e sua associacdo
com os principais eventos clinicos presentes nos casos
estudados portadores de AF.

Material e Métodos
Casuistica

Foram incluidos no estudo, 53 pacientes portadores de
anemia falciforme (Hb SS) provenientes da Fundacido de
Hematologia e Hemoterapia da Bahia— HEMOBA. Todos os
pacientes apresentavam estado estdvel da doenca e sem
histéria de terapia transfusional nos ltimos seis meses, Este
estudo foi aprovado pelo Comité em Pesquisa com Seres
humanos da Fundacio Oswaldo Cruz (CAAE 0013.1.225.000-
07) e esta em acordo com a declaracio de Helsinki de 1972.
Todos os individuos ou seus responsaveis assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido. concordando em
participar do estudo.

Quantificagdo das citocinas

A quantificacdo das citocinas IL-4, TL-17, IL-18, TL-23 e
TGF-beta foi realizada utilizando os kit Cytokine ELISA
OptEIA para cada citocina (BD Pharmingen, San Diego. CA.
USA).

Dados clinicos dos pacientes
A coleta dos dados clinicos foi feita através da consulta
dos prontuarios médicos dos pacientes.

Analise estatistica

A distribuicdo das variaveis quantitativas foi determinada
utilizando o teste Kolmogorov-Smirnov. Os testes ANOVA ou
Kruskal-Wal foram utilizados na comparacdo das médias entre
0s grupos, para variaveis com distribuicdo normal ou nio.
respectivamente. Os valores de p foram considerados
significativos quando menores que 0.05. Os dados foram
analizados utilizando o programa Prism 5.01 (Graphpad
Software. San Diego, CA, USA).

Resultados
Eventos clinicos

Entre as complicacdes clinicas mais frequentemente
observadas nos pacientes estavam as crises dolorosas,
presentes em 96,1% dos pacientes e as infeccdes em 56.9%.
Os principais eventos clinicos observados nos pacientes com
AF estdo representados na Tabela 1.

A citocina IL-18 esta associada a eventos de sequestro
esplénico nos pacientes

A investigacdo dos niveis de citocinas € sua associacdo
com dados clinicos em pacientes com AF mostrou associagdo
com eventos de sequestro esplénico enfre os pacientes com
AF (p=0.032). A partir desta andlise, foi verificado que os
pacientes com eventos de sequestro esplénico possuiam
niveis diminuidos de IL-18 em comparagio com os pacientes
que ndo apresentaram tal evento (Gréfico 1).

Tabela 1. Frequéncia dos eventos clinicos apresentados nos
51 pacientes estudados com anemia falciforme.

Eventos Clinicos n (%)
Crises de dor 49 (96.1)
Infeccdo 29 (56.9)
Pneumonia 18 (35.3)
Ulcera de Perna 13 (25,5)
Colelitiase 10 (19.6)
Sequestro esplénico 9 (17.6)
Sindrome toracica aguda 6(11.8)
Priapismo 4(7.8)
Retinopatia 2 (3,9
Acidente vascular cerebral 2 (3.9

Griafico 1. Niveis da citocina IT-18 em pacientes com auséncia
ou presenca do evento de sequestro esplénico.
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As analises das citocinas IL-4, IL-17. IL-23 e TGF-beta
nao apresentaram diferencas na associagdo com os eventos
clinicos observados nos pacientes com AF.

Discussao

O evento de sequestro esplénico & caracterizado pelo
aumento no tamanho do baco de forma aguda. niveis
diminuidos de hemoglobina e quadro febril. podendo ocorrer
em 10 a 30% dos individuos com AF, sendo mais comum entre
0s seis meses a trés anos de vida. Esses eventos de forma
grave podem progredir rapidamente. levando o individuo ao
quadro de choque e morte. por isso requer a esplenectomia de
urgéncia na maioria dos casos™. Os casos deste estudo
haviam sido previamente esplenectomizados.

Neste estudo foi observada redugdo nos niveis da
citocina IL-18 nos pacientes com ocorréncia do evento de
sequestro esplénico. A citocina IL-18 € conhecida pela sua
importancia na indugdo ao IFN- na presenca de IL-12%, além
de aumentar a producio de citocinas Th2, tais como IL-4, IT-
5 e IL-13 em baséfilos, células CD4 e NK in vitro®¥,

O bago exerce importante fungdo na defesa do organismo
contra infeccdes e a retirada desse drgio leva ao
comprometimento da producéo de citocinas Th1%¥ e pode
diminuir a capacidade do organismo no combate a certos tipos

www.gmbahia.ufba.br

60



Gaz. méd. Bahia 2010:80:3(Ago-Out):53-55 Citocinas e Anemia Falciforme 55
de infec¢des bacterianas como as causadas por 5 Inati A. Recent advances in improving the management of sickle
. - 1l disease. Blood Rev 23 1: 9-13, 2009.
Pneumococcus sp., Meningococcus sp. & Haemo, hilus ce N . . .
. o ® pd foi g oducs pl K ) P 1 6. Kuranaga N. Kinoshita M, Kawabata T, Shinomiya N, Seki S. A
mﬂ{wn.‘a - Esse de .elto ha producao _c a.s Cltc?cma_s pela defective Thl response of the spleen in the initial phase may
aunséncia do baco explica o encontro de niveis mais baixos de explain why splenectomy helps prevent a Listeria infection.
TL-18 nos pacientes com eventos de sequestro esplénico. Clin Exp Immunol 140: 11-21, 2005.
; T - - 7. Lukens JN. The talassemia andrelated disorders: quantitative
Sendo ?Gf}n]- 08 J_I:lfd“ 1d110% (illle SOflej:alndo & ent‘o de disorders of hemoglobin synthesis In: Lee CW, Foster J, Lukens
seqL{estro .esp t':.‘lllCO © Ioram esp enectomlz.a C_)S possuem I, Paraskevas F, Greer JP. Rodgers GM. Wintrobe’'s clinical
niveis mais baixos de IL-18 em relacdo a individuos nio hematology. 10° edigio. Baltimore: Wlliams & Wilkins, cap. 53.
esplenectomizados. Uma vez que IL-18 € uma citocina p- 1405-1448. 1999 ] )
importante na resposta Th1, os individuos sem a presencado &~ Ogvra T. Uedz H. Hosohara K. Interleukin-15 stimulates
b d ) . iveis as infeccs ; hematopoietic cytokine and growth facter formation and
Ao PO em estar mais susceplivels as mieccoes comumente augments the circulating granulocytes in mice. Blood 98: 2101-
ocorridas nessa doencga. 2007.2001.
9. Okamura H, Nagata K, Komatsu T. A novel costimulatory factor
Referéncias for gamma mterferon mduction found m the livers of mice cause
1 Bender MA. Hobbs W Sickle Cell Disease. In Pagon RA. Bird endotoxic shock. Infect Immun 63: 3966-3972, 1995,
i TC. Dolan éR, Stephens K. editors. GeneReviews. Seattle (TUA) 10.  Okpala I. The mtriguing contnibution of white blood cells to
Un;vem;  of Wasﬁin ton-. Searﬂe—' 1993-2003 ’ sickle cell disease- a red cell disorder Blood Reviews 18: 65-73.
2 Chiané E}Y Frenette %S ,Sickle céll vaso—occiusion Hematol 2004.
) s . ’ 11. Roseff SD. Sickle cell disease: a review. Immunchematology 25:67-
5. Hebbel 2B, Omotiagbon R Kol D The endothelil biology of 74. 2009
- . R g_ £ ; i S ¥ 12, Turhan A, Weiss LA, Mohandas N. Primary role for adherent
sickle cell disease: inflammation and a chronic vasculopathy. o ;
Microcirculation 11 129-151. 2004 leukocytes in sickle cell vascular occlusion: a new paradigm.
4 Hoshino T, Wiltrout RH Youné HA. IL-18 is a potent comnducer Proc Natl Acad Sci USA 99: 3047-3051, 2002.
) y y = i ap 13.  Wood PR, Young AM. McKimm-Breschkin JL. Cheers C. Effect

of IL-13 1n NK and T cells: a new potential role for IL-18 in
modulating the immune response. J Immunol 162: 5070-5077,
1999.

of splenectomy on production of interferon and colony-
stimulating factor i Listeria monocytogenes-infected mice.
Infect Immun 46: 860-861. 1984,

61



5. DISCUSSAQ

62



63

5. DISCUSSAO

Nesta secdo sdo discutidos os resultados dos trés artigos que fazem parte desta tese.

Para uma melhor compreensao da fisiopatologia da AF, os eventos que interferem na
dindmica vascular devem ser objetos de estudos que relacionem seus efeitos a patologia da
doenca, objetivando entender e interferir no processo patolégico com a finalidade de se

entender melhor os mecanismos de vaso-ocluséo presentes na doenca.

Os resultados encontrados no nosso primeiro artigo indicam a importancia da via do
metabolismo do NO na contribuicdo da fisiopatologia da AF quando demonstrada a
concentracdo sérica elevada da arginase nos individuos com AF em comparacdo com
individuos saudaveis. A arginase cataliza a hidrolise da arginina em ornitina e uréia (I'YAMU
et al., 2005),

Morris e cols. (2005) investigaram a atividade da arginase nos eritrcitos e no plasma
de individuos com AF, gque se encontraram elevadas em relacdo as determinac@es realizadas
nos individuos do grupo controle. No nosso estudo foram determinados os niveis plasmaticos
dessa enzima, mas ndao a sua atividade. Porém, apesar de ndo ter sido realizada a
quantificacdo dos niveis plasmaticos de arginina é presumivel que a concentracdo 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 compreensdo dos
mecanismos envolvidos na fisiopatologia da vasculopatia na AF. Levando em consideragdo o
papel crucial do NO na resposta vasodilatadora e antiinflamatoria dos vasos sanguineos, nao

é dificil associar o papel da regulagdo da via do NO as implicacfes de suas alteracdes na AF.
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A arginase presente no interior dos eritrocitos € a que contribui para a elevagdo dessa
enzima na circulacdo, uma vez que a elevacdo dos niveis da arginase esta positivamente
relacionada com os marcadores de hemolise (bilirrubinas e AST).

E importante distinguir a origem dessa arginase, uma vez que € uma enzima
intracelular que esta presente ndo s6 nos eritrocitos, mas também no figado e rins e so se
apresenta no plasma ap6s algum dano celular, assim como pode ser induzida por uma
variedade de citocinas (KIM et al., 2002). A associacdo dos niveis de arginase aos
marcadores de inflamacdo pode ser esperada, uma vez que a arginase, em algumas vias, como
em macrofagos, pode ser induzida pela resposta a citocinas produzidas pelos linfécitos Th2 e
mediadores inflamatorios que estdo alterados na AF, tais como respostas ao
lipopolissacarideo bacteriano (LPS), IL-4, IL-10, IL-13, TGF-beta, glucocorticoides,
andlogos de cAMP, assim como a hipdxia e trauma (MORRIS, 2002). A regulacdo da
arginase em células inflamatdrias em resposta a estimulos pode ser encontrada em diversos
estudos (MILLS et al., 2000; WALLACE et al., 2008). No entanto, é desconhecido se existe
a participacdo direta da regulacdo desta enzima em resposta a hemolise e inflamacéo
presentes na AF.

Neste trabalho também foram investigadas citocinas relacionadas a resposta Th1l7,
como IL-23, IL-17 e TGF-beta. De maneira interessante, foi encontrada correlagdo positiva
entre a arginase plasmatica e o TGF-beta nos individuos com AF. Entretanto, ndo existem
dados na literatura que demonstrem esta associagdo na AF. A respeito das vias do
metabolismo do NO/arginase na resposta inflamatdria podemos sugerir a ligacdo na inducéo
da via da arginase com o TGF-beta. Durante 0 processo de cicatrizagdo, os macrofagos
produzem pouco NO/citrulina, mas ao invés disso, metabolizam a arginina primariamente
pela via da ornitina/uréia utilizando a enzima arginase. Esse padrdo do metabolismo da

arginina faz sentido no processo reconstrutivo dos tecidos, uma vez que o excesso de NO iria
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inibir a replicacdo celular e a cicatrizacdo, enquanto que a ornitina promoveria a replicacao e
0 reparo, por ser precursor para poliaminas e coldgeno (NATHAN & HIBBS, 1991; WU e
MORRIS, 1998). Nesse sentido, as concentracfes elevadas de arginase exibidas pelos
pacientes com AF estudados podem colaborar para o crescimento celular do musculo liso e
deposicédo de colageno, promovendo o remodelamento aberrante da parede do vaso.

O TGF-beta tem papel fundamental na modulacdo de macréfago de forma mais
citotoxica para o fenotipo menos ativado (LI et al., 2006). Uma consequéncia especialmente
importante para essa mudanca é a habilidade do TGF-beta em estimular a producao de
arginase nos macréfagos, e por outro lado, induzir a reducdo na producao de NO (MILLS et
al., 2000). Mostrando que existe ligacdo entre niveis de TGF-beta e arginase, ndo somente na
resposta inflamatoria, mas também em implicagdes no metabolismo do NO na AF. Os
resultados deste trabalho foram analise de correlacdo, ndo sendo possivel descrever ao certo
as vias nas quais uma molécula determina a inducdo de outra. Por esse motivo, trabalhos
experimentais, relacionados a via arginase/TGF-beta colaborardo para o entendimento destes
processos, bem como de outros fatores envolvidos na mudanca do metabolismo pelo uso da
arginina, no sentido via producdo de NO ou via ornitina/uréia.

As concentracfes plasmaticas de moléculas de adesdo solUveis refletem a expressédo
da ativacdo dessas moléculas pelo endotélio vascular e pelas células e podem representar a
ativacdo endotelial. As moléculas de adesdo sVCAM-1 e sICAM-1 avaliadas no presente
estudo foram associadas, positivamente, aos marcadores de hemolise AST, LDH e a
contagem de reticul6cito, mostrando a contribuicdo do quadro hemolitico do paciente com
AF na ativagdo endotelial. Outros trabalhos também mostraram a relacdo de marcadores de
hemdlise, principalmente da LDH, com a expressdo de moléculas de adesdo (SCHNOG et al.,
2003; KATO et al., 2006b). As moléculas de adesdo VCAM-1 e ICAM-1 sdo normalmente

expressas em niveis diminuidos na superficie das células endoteliais com expressao induzida
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por uma variedade de estimulos biologicos, particularmente por citocinas inflamatorias, tais
como, IL-1 e TNF-alfa. Essas moléculas proporcionam uma superficie adesiva para ligantes
de superficies dos leucocitos recrutados como parte da resposta inflamatéria (KATO et al.,
2005).

O processo de hemdlise contribui para a diminuicdo do NO e conseqiientemente
provoca alteracbes no metabolismo da arginina/NO. A Hb no interior do eritrécito, em
condicoes normais, dificulta a reacdo com o NO do vaso, porém durante episodios de
hemdlise intravascular, a Hb liberada diretamente no plasma reage rapidamente e depleta o
NO, resultando no seu consumo elevado e rapido e na geracdo de ROS, inibindo a vaso-
dilatacdo. A reducdo de NO pelos produtos gerados no vaso causa também danos endoteliais
via ativacdo transcricional de moléculas de adesdo e moléculas vasoconstrictoras como a
endotelina-1 (ROTHER et al., 2005). A liberacdo simultanea da arginase pelo eritrocito
durante a hemolise se torna outro fator limitante na disponibilidade da arginina para a sintese
do NO, contribuindo ainda mais para a sua deficiéncia na AF.

Neste trabalho ndo foram demonstradas associacGes entre os niveis de arginase
plasmatica e as moléculas de adesdo sollveis (SVCAM-1 e sSICAM-1) nos pacientes com AF.
Isto pode ser devido a forma indireta de acdo da arginase na inducao da expressdo das
moléculas de adesdo, pois € sabido que a ativacdo vascular, representada pela expressao das
moléculas de adesdo, ocorre tanto pelo estado de resisténcia do NO nos vasos como também
em resposta ao estresse oxidativo. No entanto, Morris e colaboradores (2005) descreveram a
associagéo da atividade da arginase e VCAM-1 em 140 pacientes com AF.

A heterogeneidade clinica na AF é marcante, uma vez que a mutagdo de ponto
associada a HbS, por si s6 ndo explica toda a variabilidade fenotipica apresentada pelos
pacientes. Desta forma, é cada vez maior a busca por fatores progndsticos que modulem a

heterogeneidade clinica presente na AF. A literatura possui poucos trabalhos avaliando o
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papel das citocinas relacionadas as células Th17 e a sua influéncia na AF. Neste trabalho foi
demonstrada associacdo entre o TGF-beta e os niveis de arginase plasmaticos, questdes ainda
ndo descritas para a AF. Ressaltamos que se levarmos em consideracdo o perfil inflamatorio
alterado exibido por esses pacientes, alguns mecanismos s@o ainda desconhecidos e precisam
ser elucidados.

O segundo artigo desta tese teve como foco principal o estudo da homocisteina (Hcy)
nos pacientes com AF. Essa escolha foi baseada na associacdo das concentracfes plasmaticas
elevadas desse aminoacido, ou seja, da hiperhomocisteinemia, a alteracdes vasculares. As
concentragcdes plasmaticas elevadas de Hcy é um fator de risco bem estabelecido para
diversas doencas, incluindo doencas 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 concentracdo 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 populacdo. Também ndo se encontrou diferencas entre as concentracfes
plasmaticas de Hcy nos pacientes com AF. Porém, a Hcy foi associada co marcadores de
inflamacdo e de ativacdo endotelial, fato que sugere que essa molécula pode exercer fator de
risco vascular adicional nessa doenca.

Alguns trabalhos tém estudado as concentragdes de Hcy plasmética nos individuos
com AF: Lowenthal e colaboradores (2000) descreveram que a concentragdo plasmatica de
Hcy em individuos com AF dos EUA era 1,5 vezes mais elevada que a descrita para o grupo
controle; Dhar e colaboradores (2004) também demonstraram diferencas entre as
concentragdes de Hcy em pacientes americanos com AF e controles (9,7 vs 8,5 umol/L); no
entanto, Al-Absi e colaboradores (2006) ndo encontraram diferengas entre os individuos com
AF e controles do Oriente Médio, assim como Balasa e colaboradores (1999) que

encontraram niveis 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 ndo realizaram a associa¢do da Hcy com
moléculas relacionadas a ativacao vascular ou inflamacdo. Com base nesses dados, concluiu-
se que existem variacdes nas concentragfes de Hcy em diferentes populaces de pacientes
com AF, provavelmente, devido a influéncias culturais, alimentares e também genéticas
particulares de cada grupo, uma vez que polimorfismos nos genes responsaveis pela sintese
de metabolitos dos folatos podem alterar as concentracGes de Hcy plasmaticas.

Diversos mecanismos tém sido propostos para as alteracGes vasculares presentes na
AF pela acdo da Hcy, tais como a atividade citotoxica, especialmente em células endoteliais,
com elevacao do peroxido de hidrogénio e diminuicdo do NO; a inducdo da expressdo de
citocinas, ativacdo de fatores pro-coagulantes, modificacdo oxidativa na lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e alteracdes na cascata de coagulacdo, como diminuicdo de antitrombina 111
e aumento do fator VII e da proteina C (LAWRENCE DE KONING et al., 2003;
BIALECKA et al., 2009).

Diante das hipoteses referentes aos danos vasculares causados pela Hcy, foram
analisadas moléculas relacionadas a inflamacéo e ativacdo endotelial, tais como moléculas de
adesdo sollveis e citocinas relacionadas a resposta Th17, tais como a IL-18, IL-23, IL-17 e
TGF-beta nos pacientes com AF associando-as aos niveis de Hcy.

No conjunto de citocinas avaliadas demonstrou-se que os niveis de IL-17 nos
individuos com AF séo mais elevados que nos controles. A IL-17, pela sua acéo inflamatoria,
pode representar um novo marcador de inflamacdo crénica na AF, que esta sempre associada
as alteragBes no perfil de citocinas presente apresentados por esses pacientes. Esta hipotese
foi formulada, uma vez que ndo existem trabalhos relatando resultados semelhantes.

A IL-17 e o TGF-beta foram positivamente correlacionados aos niveis de Hcy nos
pacientes com AF. Isto pode estar ligado a acdo da Hcy em induzir a expressao de citocinas

pré-inflamatorias, como referido por Poddar e colaboradores (2001), que observaram o
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aumento na expressao e secrecdo de IL-8 e da proteina quimioatraente de mondécitos (MCP-1)
pelo endotélio vascular induzido por Hcy. Outro trabalho mostra também a adesdo aumentada
de monacitos e células T ao endotélio (KOGA et al., 2002).

Mais recentemente, foi descrito que a Hcy, mesmo em concentracdes fisiologicas,
aumenta a proliferacdo de mondcitos e, também induz a expressao em monocitos, de
citocinas pro-inflamatérias como TNF-alfa, IL-1b, IL-6, IL-8 e IL-12 (SU et al., 2005). A
correlacdo positiva entre a Hcy e as citocinas IL-17 e TGF-beta pode sugerir que a expressao
destas citocinas pode ter relacdo com os niveis de Hcy nos individuos com AF. O TGF-beta é
uma citocina que pode exercer tanto acdo antiinflamatéria como proinflamatéria, dependendo
da quantidade produzida e do local de expressdo, sendo que em combinacdo com outras
citocinas, como o IL-6, durante a resposta imune inata, pode promover a diferenciacdo de
subtipos de células proinflamatérias CD4" que secretam IL-17 (ABBAS, 2007). A citocina
TGF-beta estd relacionada com diversas doencas, incluindo doencas cardiovasculares
(RODRIGUEZ-VITA et al., 2008), sendo assim a elevacao dos niveis de IL-17 podem estar
relacionados com as concentracdes do TGF-beta.

Em referéncia a ativacdo vascular, os niveis de Hcy também se mostraram
positivamente relacionados com a concentracdo de VCAM sollvel nos pacientes. A VCAM
soluvel foi quantificada no soro dos pacientes e, quando aumentada esta associada a ativacao
endotelial e a expressdo de VCAM pelo endotélio vascular. A VCAM tem expressao basal
baixa no endotélio vascular e proporciona a adesdo firme aos leucdcitos circulantes, e sua
expressdo pode ser aumentada por citocinas inflamatorias como IL-1 e TNF-a. O aumento
na expressdao da VCAM sollvel pode ter efeito na elevacdo das concentragfes de Hcy nos
pacientes com AF estudados; (LIN et al., 2008) demonstraram a elevagcdo na expressao
endotelial de VCAM com o estimulo da Hcy e, conseqlientemente, adesdo maior de

mondcitos ao endotélio. Uma vez que, no presente estudo, foi descrita somente a associacao,
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ndo se pode afirmar que a Hcy estimula a producdo de VCAM, porém, tomando como base o
resultado obtido por Lin e colaboradores (2008) relativo ao efeito direto da Hcy na expressao
da molécula VCAM nos pacientes com AF. Esse mecanismo pode ser relevante, uma vez que
pode contribuir para desencadear a vaso-oclusdo na AF, principalmente a adesdo de
leucécitos ao endotélio vascular em resposta ao estado inflamatorio crbénico presente na
doenca.

Uma vez que pacientes com AF possuem episédios vaso-oclusivos frequentes
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 alteracdo e ativacdo vascular e
para a expressao de citocinas inflamatdrias. As vias de ativacdo endotelial e expressdo de
citocinas pela Hcy ainda ndo estdo esclarecidas, sendo necessaria a realizacdo de estudos
futuros que serdo de importancia para 0 monitoramento clinico e a utilizacdo de terapias mais
especificas nesses pacientes.

O terceiro estudo incluido nesta tese diz respeito a relacdo da historia clinica dos
pacientes com AF e a expressdo de citocinas. O quadro inflamatério presente na AF
desempenha papel significante nas manifestacdes clinicas apresentadas por esses pacientes. O
balango entre o estado estavel e o de crise nos pacientes € delicado e a presenca de fatores
que alteram o grau de ativacdo endotelial e adesividade das células ao endotélio podem,
potencialmente, precipitar episodios vaso-oclusivos e de crises dolorosas (HAYNES e
OBIAKAO, 2002). As citocinas estdo envolvidas na patogénese dos fendBmenos vaso-oclusivos
por diversos mecanismos, tais como a ativacdo endotelial; a adesédo de células ao endotélio
vascular; o desenvolvimento de hiperplasia vascular; a ativagcdo de plaquetas; a producgéo de
endotelina e disfung¢do na apoptose (MAKIS et al., 2000).

E muito dificil associar os eventos clinicos presentes na AF diretamente a um fator

especifico, como por exemplo, a produgdo de citocinas, uma vez que a heterogeneidade
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clinica e a complexidade desses eventos podem interferir nesta associacao. Porém, neste
estudo, foi investigada a historia clinica de 53 pacientes com AF e realizada a analise de
associacao com as concentracdes de citocinas relacionadas as células Thl7, além da IL-4 e
IL-18. O encontro de niveis diminuidos da citocina IL-18 nos pacientes esplenectomizados
pode representar uma deficiéncia na producdo desta citocina pela retirada do baco e o
comprometimento na defesa do organismo contra infecges. Nenhuma citocina relacionada as
células Th17 foi diretamente associada aos eventos clinicos. Os episodios subclinicos de
vaso-oclusdo também podem ocorrer, porém ndo sdo detectados como eventos clinicos
fenotipicamente caracterizados (MAKIS et al., 2000).

Sendo assim, os principais resultados desta tese sugerem um papel da homocisteina na
inducdo da ativacdo celular, pela correlacdo com o sVCAM, e na expressdo da citocina TGF-
beta. A elevacdo do TGF-beta pode estar relacionada com a inducdo na expressdo de I1L-17, a
qual se encontra mais elevada nos pacientes com anemia falciforme. Além disso, 0 TGF-beta
foi correlacionado com niveis elevados de arginase plasmatica nos pacientes, sugerindo um
papel desta citocina na expressdo da arginase e sugerindo uma maior deplecdo da arginina e
diminuicdo na formacao de NO e contribuindo para a disfuncdo endotelial nos pacientes com

anemia falciforme.
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6. CONCLUSOES

e A concentracdo da enzima arginase no soro de pacientes com AF esta elevada quando
comparada a apresentada por individuos controles, podendo estar associada com a

ativacdo endotelial,

e A elevacdo da arginase nos pacientes com AF sugere uma associacdo aos episodios
hemoliticos, pela correlacdo com os niveis de bilirrubinas e AST, sugerindo uma

atuacdo nos mecanismos de hemolise;

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

papel dessa citocina na via da arginase;

e |L-17 e TGF-beta também estdo associados a elevacdo da Hcy nos pacientes com AF,

0 que pode indicar participacdo na ativacao endotelial;

e O quadro hemolitico apresentado pelos pacientes com AF esteve associado a elevacdo

na concentracdo de moléculas de adesdo soltvel, como a VCAM-1;

e Os individuos com AF da populacdo estudada ndo possuem niveis elevados de Hcy,
apesar desta molécula ter apresentado correlagdo positiva com a VCAM-1 soluvel,

podendo estar associada a ativacdo endotelial;

e Os pacientes com AF possuem niveis mais elevados da IL-17 quando comparados aos
individuos saudaveis, podendo representar um dos mecanismos na inflamacéo cronica

nesses pacientes;

e A IL-18 encontra-se em concentraces mais baixas nos individuos com AF

esplenectomizados, sugerindo um papel desta citocina na resposta a infeccao.



7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

74



75

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Abbas, A. K. e A. H. Lichtman. Imunologia Celular e Molecular. Rio de Janeiro: Elsevier. 2007

Al-Absi, I. K., A. M. Al-Subaie, G. Ameen, N. Mahdi, A. M. Mohammad, N. A. Fawaz e W. Y.
Almawi. Association of the methylenetetrahydrofolate reductase A1298C but not the C677T single
nucleotide polymorphism with sickle cell disease in Bahrain. Hemoglobin, v.30, n.4, p.449-53. 2006.

Alexander, N., D. Higgs, G. Dover e G. R. Serjeant. Are there clinical phenotypes of homozygous
sickle cell disease? Br J Haematol, v.126, n.4, Aug, p.606-11. 2004.

Alon, R. e S. Feigelson. From rolling to arrest on blood vessels: leukocyte tap dancing on endothelial
integrin ligands and chemokines at sub-second contacts. Semin Immunol, v.14, n.2, Apr, p.93-104.
2002.

Alon, R., P. D. Kassner, M. W. Carr, E. B. Finger, M. E. Hemler e T. A. Springer. The integrin VLA-
4 supports tethering and rolling in flow on VCAM-1. J Cell Biol, v.128, n.6, Mar, p.1243-53. 1995.

Aslan, M. e B. A. Freeman. Oxidant-mediated impairment of nitric oxide signaling in sickle cell
disease--mechanisms and consequences. Cell Mol Biol (Noisy-le-grand), v.50, n.1, Feb, p.95-105.
2004.

Aslan, M., D. Thornley-Brown e B. A. Freeman. Reactive species in sickle cell disease. Ann N Y
Acad Sci, v.899, p.375-91. 2000.

Assis, A., N. Conran, A. A. Canalli, I. Lorand-Metze, S. T. Saad e F. F. Costa. Effect of cytokines and
chemokines on sickle neutrophil adhesion to fibronectin. Acta Haematol, v.113, n.2, p.130-6. 2005.

Balasa, V. V., R. A. Gruppo, P. S. Gartside e K. A. Kalinyak. Correlation of the C677T MTHFR
genotype with homocysteine levels in children with sickle cell disease. J Pediatr Hematol Oncol, v.21,
n.5, Sep-Oct, p.397-400. 1999.

Benkerrou, M., C. Delarche, L. Brahimi, M. Fay, E. Vilmer, J. Elion, M. A. Gougerot-Pocidalo e C.
Elbim. Hydroxyurea corrects the dysregulated L-selectin expression and increased H(2)O(2)
production of polymorphonuclear neutrophils from patients with sickle cell anemia. Blood, v.99, n.7,
Apr 1, p.2297-303. 2002.

Bennett, J. S. Vasoocclusion in sickle cell anemia: are platelets really involved? Arterioscler Thromb
Vasc Biol, v.26, n.7, Jul, p.1415-6. 2006.

Bialecka, M., P. Robowski, K. Honczarenko, A. Roszmann e J. Slawek. Genetic and environmental
factors for hyperhomocysteinaemia and its clinical implications in Parkinson's disease. Neurol
Neurochir Pol, v.43, n.3, May-Jun, p.272-85. 20009.

Brittenham, G. M., A. N. Schechter e C. T. Noguchi. Hemoglobin S polymerization: primary
determinant of the hemolytic and clinical severity of the sickling syndromes. Blood, v.65, n.1, Jan,
p.183-9. 1985.

Bunn, H. F. Pathogenesis and treatment of sickle cell disease. N Engl J Med, v.337, n.11, Sep 11,
p.762-9. 1997.



76

Bunn, H. F., D. G. Nathan, G. J. Dover, R. P. Hebbel, O. S. Platt, W. F. Rosse e R. E. Ware.
Pulmonary hypertension and nitric oxide depletion in sickle cell disease. Blood, v.116, n.5, Aug 5,
p.687-92. 2010.

Clarke, R., L. Daly, K. Robinson, E. Naughten, S. Cahalane, B. Fowler e |. Graham.
Hyperhomocysteinemia: an independent risk factor for vascular disease. N Engl J Med, v.324, n.17,
Apr 25, p.1149-55. 1991.

Conran, N. e F. F. Costa. Hemoglobin disorders and endothelial cell interactions. Clin Biochem, v.42,
n.18, Dec, p.1824-38. 2009.

Couto, F. D., L. M. Moreira, D. B. Dos Santos, M. G. Reis e M. S. Goncalves. Folate, vitamin B12
and total homocysteine levels in neonates from Brazil. Eur J Clin Nutr, v.61, n.3, Mar, p.382-6. 2007.

Dhar, M., R. Bellevue, S. Brar e R. Carmel. Mild hyperhomocysteinemia in adult patients with sickle
cell disease: a common finding unrelated to folate and cobalamin status. Am J Hematol, v.76, n.2,
Jun, p.114-20. 2004.

Diwan, B. A., M. T. Gladwin, C. T. Noguchi, J. M. Ward, A. L. Fitzhugh e G. S. Buzard. Renal
pathology in hemizygous sickle cell mice. Toxicol Pathol, v.30, n.2, Mar-Apr, p.254-62. 2002.

Droge, W. Free radicals in the physiological control of cell function. Physiol Rev, v.82, n.1, Jan, p.47-
95. 2002.

Eberhardt, R. T., M. A. Forgione, A. Cap, J. A. Leopold, M. A. Rudd, M. Trolliet, S. Heydrick, R.
Stark, E. S. Klings, N. I. Moldovan, M. Yaghoubi, P. J. Goldschmidt-Clermont, H. W. Farber, R.
Cohen e J. Loscalzo. Endothelial dysfunction in a murine model of mild hyperhomocyst(e)inemia. J
Clin Invest, v.106, n.4, Aug, p.483-91. 2000.

Ferreira, R. P., C. F. Franco-Penteado, S. T. O. Saad, F. F. Costa e N. Conran. Platelets from sickle
cell disease individuals demonstrate increased adhesive properties that are reversed by hydroxyurea
therapy in association with alterations in intraplatelet cAMP and GPIIb/ll1a integrin activation. Blood,
v.112, p.2472. 2008.

Frenette, P. S. e G. F. Atweh. Sickle cell disease: old discoveries, new concepts, and future promise. J
Clin Invest, v.117, n.4, Apr, p.850-8. 2007.

Galley, H. F. e N. R. Webster. Physiology of the endothelium. Br J Anaesth, v.93, n.1, Jul, p.105-13.
2004.

Gladwin, M. T., V. Sachdev, M. L. Jison, Y. Shizukuda, J. F. Plehn, K. Minter, B. Brown, W. A.
Coles, J. S. Nichols, 1. Ernst, L. A. Hunter, W. C. Blackwelder, A. N. Schechter, G. P. Rodgers, O.
Castro e F. P. Ognibene. Pulmonary hypertension as a risk factor for death in patients with sickle cell
disease. N Engl J Med, v.350, n.9, Feb 26, p.886-95. 2004.

Gladwin, M. T. e E. Vichinsky. Pulmonary complications of sickle cell disease. N Engl J Med, v.359,
n.21, Nov 20, p.2254-65. 2008.

Hartge, M. M., T. Unger e U. Kintscher. The endothelium and vascular inflammation in diabetes.
Diab Vasc Dis Res, v.4, n.2, Jun, p.84-8. 2007.

Haynes, J., Jr. e B. Obiako. Activated polymorphonuclear cells increase sickle red blood cell retention
in lung: role of phospholipids. Am J Physiol Heart Circ Physiol, v.282, n.1, Jan, p.H122-30. 2002.



77

Ignarro, L. J., R. E. Byrns, G. M. Buga e K. S. Wood. Endothelium-derived relaxing factor from
pulmonary artery and vein possesses pharmacologic and chemical properties identical to those of
nitric oxide radical. Circ Res, v.61, n.6, Dec, p.866-79. 1987.

Iwakura, Y., S. Nakae, S. Saijo e H. Ishigame. The roles of IL-17A in inflammatory immune
responses and host defense against pathogens. Immunol Rev, v.226, Dec, p.57-79. 2008.

lyamu, E. W., R. Cecil, L. Parkin, G. Woods, K. Ohene-Frempong e T. Asakura. Modulation of
erythrocyte arginase activity in sickle cell disease patients during hydroxyurea therapy. Br J
Haematol, v.131, n.3, Nov, p.389-94. 2005.

Kato, G. J., M. T. Gladwin e M. H. Steinberg. Deconstructing sickle cell disease: reappraisal of the
role of hemolysis in the development of clinical subphenotypes. Blood Rev, v.21, n.1, Jan, p.37-47.
2007.

Kato, G. J., M. Hsieh, R. Machado, J. T. Taylor, J. Little, J. A. Butman, T. Lehky, J. Tisdale e M. T.
Gladwin. Cerebrovascular disease associated with sickle cell pulmonary hypertension. Am J Hematol,
v.81, n.7, Jul, p.503-10. 2006a.

Kato, G. J., S. Martyr, W. C. Blackwelder, J. S. Nichols, W. A. Coles, L. A. Hunter, M. L. Brennan,
S. L. Hazen e M. T. Gladwin. Levels of soluble endothelium-derived adhesion molecules in patients
with sickle cell disease are associated with pulmonary hypertension, organ dysfunction, and mortality.
Br J Haematol, v.130, n.6, Sep, p.943-53. 2005.

Kato, G. J., V. Mcgowan, R. F. Machado, J. A. Little, J. T. Taylor, C. R. Morris, J. S. Nichols, X.
Wang, M. Poljakovic, S. M. Morris, Jr. e M. T. Gladwin. Lactate dehydrogenase as a biomarker of
hemolysis-associated nitric oxide resistance, priapism, leg ulceration, pulmonary hypertension, and
death in patients with sickle cell disease. Blood, v.107, n.6, Mar 15, p.2279-85. 2006b.

Kaul, D. K., X. D. Liu, H. Y. Chang, R. L. Nagel e M. E. Fabry. Effect of fetal hemoglobin on
microvascular regulation in sickle transgenic-knockout mice. J Clin Invest, v.114, n.8, Oct, p.1136-45.
2004.

Kim, P. S., R. K. lyer, K. V. Lu, H. Yu, A. Karimi, R. M. Kern, D. K. Tai, S. D. Cederbaum e W. W.
Grody. Expression of the liver form of arginase in erythrocytes. Mol Genet Metab, v.76, n.2, Jun,
p.100-10. 2002.

Koga, T., K. Claycombe e M. Meydani. Homocysteine increases monocyte and T-cell adhesion to
human aortic endothelial cells. Atherosclerosis, v.161, n.2, Apr, p.365-74. 2002.

Lawrence De Koning, A. B., G. H. Werstuck, J. Zhou e R. C. Austin. Hyperhomocysteinemia and its
role in the development of atherosclerosis. Clin Biochem, v.36, n.6, Sep, p.431-41. 2003.

Li, M. O., Y. Y. Wan, S. Sanjabi, A. K. Robertson e R. A. Flavell. Transforming growth factor-beta
regulation of immune responses. Annu Rev Immunol, v.24, p.99-146. 2006.

Lin, C. P, Y. H. Chen, W. T. Lin, H. B. Leu, T. Z. Liu, S. L. Huang e J. W. Chen. Direct effect of
statins on homocysteine-induced endothelial adhesiveness: potential impact to human atherosclerosis.
Eur J Clin Invest, v.38, n.2, Feb, p.106-16. 2008.

Lowenthal, E. A., M. S. Mayo, P. E. Cornwell e D. Thornley-Brown. Homocysteine elevation in
sickle cell disease. J Am Coll Nutr, v.19, n.5, Oct, p.608-12. 2000.



78

Mack, A. K. e G. J. Kato. Sickle cell disease and nitric oxide: a paradigm shift? Int J Biochem Cell
Biol, v.38, n.8, p.1237-43. 2006.

Makis, A. C., E. C. Hatzimichael e K. L. Bourantas. The role of cytokines in sickle cell disease. Ann
Hematol, v.79, n.8, Aug, p.407-13. 2000.

Mills, C. D., K. Kincaid, J. M. Alt, M. J. Heilman e A. M. Hill. M-1/M-2 macrophages and the
Th1/Th2 paradigm. J Immunol, v.164, n.12, Jun 15, p.6166-73. 2000.

Morris, C. R., G. J. Kato, M. Poljakovic, X. Wang, W. C. Blackwelder, V. Sachdev, S. L. Hazen, E.
P. Vichinsky, S. M. Morris, Jr. e M. T. Gladwin. Dysregulated arginine metabolism, hemolysis-
associated pulmonary hypertension, and mortality in sickle cell disease. Jama, v.294, n.1, Jul 6, p.81-
90. 2005.

Morris, C. R., F. A. Kuypers, S. Larkin, N. Sweeters, J. Simon, E. P. Vichinsky e L. A. Styles.
Arginine therapy: a novel strategy to induce nitric oxide production in sickle cell disease. Br J
Haematol, v.111, n.2, Nov, p.498-500. 2000a.

Morris, C. R., F. A. Kuypers, S. Larkin, E. P. Vichinsky e L. A. Styles. Patterns of arginine and nitric
oxide in patients with sickle cell disease with vaso-occlusive crisis and acute chest syndrome. J
Pediatr Hematol Oncol, v.22, n.6, Nov-Dec, p.515-20. 2000b.

Morris, S. M., Jr. Regulation of enzymes of the urea cycle and arginine metabolism. Annu Rev Nutr,
v.22, p.87-105. 2002.

Musa, B. O., G. C. Onyemelukwe, J. O. Hambolu, A. I. Mamman e A. H. Isa. Pattern of serum
cytokine expression and T-cell subsets in sickle cell disease patients in vaso-occlusive crisis. Clin
Vaccine Immunol, v.17, n.4, Apr, p.602-8. 2010.

Nathan, C. F. e J. B. Hibbs, Jr. Role of nitric oxide synthesis in macrophage antimicrobial activity.
Curr Opin Immunol, v.3, n.1, Feb, p.65-70. 1991.

Nebor, D., M. C. Durpes, D. Mougenel, M. Mukisi-Mukaza, J. Elion, M. D. Hardy-Dessources e M.
Romana. Association between Duffy antigen receptor for chemokines expression and levels of
inflammation markers in sickle cell anemia patients. Clin Immunol, v.136, n.1, Jul, p.116-22. 2010.

Neidlinger, N. A., S. K. Larkin, A. Bhagat, G. P. Victorino e F. A. Kuypers. Hydrolysis of
phosphatidylserine-exposing red blood cells by secretory phospholipase A2 generates
lysophosphatidic acid and results in vascular dysfunction. J Biol Chem, v.281, n.2, Jan 13, p.775-81.
2006.

Olson, J. S., E. W. Foley, C. Rogge, A. L. Tsai, M. P. Doyle e D. D. Lemon. No scavenging and the
hypertensive effect of hemoglobin-based blood substitutes. Free Radic Biol Med, v.36, n.6, Mar 15,
p.685-97. 2004.

Palmer, R. M., A. G. Ferrige e S. Moncada. Nitric oxide release accounts for the biological activity of
endothelium-derived relaxing factor. Nature, v.327, n.6122, Jun 11-17, p.524-6. 1987.

Pathare, A., S. Al Kindi, A. A. Alnagdy, S. Daar, H. Knox-Macaulay e D. Dennison. Cytokine profile
of sickle cell disease in Oman. Am J Hematol, v.77, n.4, Dec, p.323-8. 2004.

Platt, O. S., B. D. Thorington, D. J. Brambilla, P. F. Milner, W. F. Rosse, E. Vichinsky e T. R.
Kinney. Pain in sickle cell disease. Rates and risk factors. N Engl J Med, v.325, n.1, Jul 4, p.11-6.
1991.



79

Poddar, R., N. Sivasubramanian, P. M. Dibello, K. Robinson e D. W. Jacobsen. Homocysteine
induces expression and secretion of monocyte chemoattractant protein-1 and interleukin-8 in human
aortic endothelial cells: implications for vascular disease. Circulation, v.103, n.22, Jun 5, p.2717-23.
2001.

Rees, D. C., T. N. Williams e M. T. Gladwin. Sickle-cell disease. Lancet, v.376, n.9757, Dec 11,
p.2018-31. 2010.

Refsum, H., P. M. Ueland, O. Nygard e S. E. Vollset. Homocysteine and cardiovascular disease.
Annu Rev Med, v.49, p.31-62. 1998.

Reiter, C. D., X. Wang, J. E. Tanus-Santos, N. Hogg, R. O. Cannon, 3rd, A. N. Schechter e M. T.
Gladwin. Cell-free hemoglobin limits nitric oxide bioavailability in sickle-cell disease. Nat Med, v.8,
n.12, Dec, p.1383-9. 2002.

Rodriguez-Vita, J., E. Sanchez-Galan, B. Santamaria, E. Sanchez-Lopez, R. Rodrigues-Diez, L. M.
Blanco-Colio, J. Egido, A. Ortiz e M. Ruiz-Ortega. Essential role of TGF-beta/Smad pathway on
statin dependent vascular smooth muscle cell regulation. PLoS One, v.3, n.12, p.e3959. 2008.

Rother, R. P., L. Bell, P. Hillmen e M. T. Gladwin. The clinical sequelae of intravascular hemolysis
and extracellular plasma hemoglobin: a novel mechanism of human disease. Jama, v.293, n.13, Apr 6,
p.1653-62. 2005.

Sans, E., E. Delachanal e A. Duperray. Analysis of the roles of ICAM-1 in neutrophil transmigration
using a reconstituted mammalian cell expression model: implication of ICAM-1 cytoplasmic domain
and Rho-dependent signaling pathway. J Immunol, v.166, n.1, Jan 1, p.544-51. 2001.

Schaer, D. J., A. I. Alayash e P. W. Buehler. Gating the radical hemoglobin to macrophages: the anti-
inflammatory role of CD163, a scavenger receptor. Antioxid Redox Signal, v.9, n.7, Jul, p.991-9.
2007.

Schechter, A. N. e M. T. Gladwin. Hemoglobin and the paracrine and endocrine functions of nitric
oxide. N Engl J Med, v.348, n.15, Apr 10, p.1483-5. 2003.

Schnog, J. B., R. A. Rojer, M. R. Mac Gillavry, H. Ten Cate, D. P. Brandjes e A. J. Duits. Steady-
state SVCAM-1 serum levels in adults with sickle cell disease. Ann Hematol, v.82, n.2, Feb, p.109-13.
2003.

Segel, G. B.,, M. W. Halterman e M. A. Lichtman. The paradox of the neutrophil's role in tissue
injury. J Leukoc Biol, v.89, n.3, Mar, p.359-72. 2010.

Silva, W. S., A. Lastra, S. F. Oliveira, N. Klautau-Guimarées e C. K. Grisolia. Avaliacéo da cobertura
do programa de triagem neonatal de hemoglobinopatias em populaces do Recéncavo Baiano, Brasil.
Cad. Saude Publica, v.22, p.2561-2566. 2006.

Stuart, M. J. e R. L. Nagel. Sickle-cell disease. Lancet, v.364, n.9442, Oct 9-15, p.1343-60. 2004.
Su, S. J.,, L. W. Huang, L. S. Pai, H. W. Liu e K. L. Chang. Homocysteine at pathophysiologic

concentrations activates human monocyte and induces cytokine expression and inhibits macrophage
migration inhibitory factor expression. Nutrition, v.21, n.10, Oct, p.994-1002. 2005.



80

Turhan, A., L. A. Weiss, N. Mohandas, B. S. Coller e P. S. Frenette. Primary role for adherent
leukocytes in sickle cell vascular occlusion: a new paradigm. Proc Natl Acad Sci U S A, v.99, n.5,
Mar 5, p.3047-51. 2002.

Van Gils, J. M., J. J. Zwaginga e P. L. Hordijk. Molecular and functional interactions among
monocytes, platelets, and endothelial cells and their relevance for cardiovascular diseases. J Leukoc
Biol, v.85, n.2, Feb, p.195-204. 20009.

Wallace, A., V. Kapoor, J. Sun, P. Mrass, W. Weninger, D. F. Heitjan, C. June, L. R. Kaiser, L. E.
Ling e S. M. Albelda. Transforming growth factor-beta receptor blockade augments the effectiveness
of adoptive T-cell therapy of established solid cancers. Clin Cancer Res, v.14, n.12, Jun 15, p.3966-
74.2008.

Wautier, J. L. e M. P. Wautier. Molecular basis of red blood cell adhesion to endothelium. Ann Pharm
Fr, v.69, n.1, Jan, p.3-6. 2011.

Wink, D. A. e J. B. Mitchell. Chemical biology of nitric oxide: Insights into regulatory, cytotoxic, and
cytoprotective mechanisms of nitric oxide. Free Radic Biol Med, v.25, n.4-5, Sep, p.434-56. 1998.

Wood, K. C., L. L. Hsu e M. T. Gladwin. Sickle cell disease vasculopathy: a state of nitric oxide
resistance. Free Radic Biol Med, v.44, n.8, Apr 15, p.1506-28. 2008.

Wu, G. e S. M. Morris, Jr. Arginine metabolism: nitric oxide and beyond. Biochem J, v.336 ( Pt 1),
Nov 15, p.1-17. 1998.

Xia, Y., V. L. Dawson, T. M. Dawson, S. H. Snyder e J. L. Zweier. Nitric oxide synthase generates
superoxide and nitric oxide in arginine-depleted cells leading to peroxynitrite-mediated cellular
injury. Proc Natl Acad Sci U S A, v.93, n.13, Jun 25, p.6770-4. 1996.

Zago, M. A. e A. C. S. Pinto. The pathophysiology of sickle cell disease: from the genetic mutation to
multiorgan disfunction. Rev. bras. hematol. hemoter, v.29, n.3, p.207-214. 2007.

Zardi, E. M., D. M. Zardi, F. Cacciapaglia, A. Dobrina, A. Amoroso, A. Picardi e A. Afeltra.
Endothelial dysfunction and activation as an expression of disease: role of prostacyclin analogs. Int
Immunopharmacol, v.5, n.3, Mar, p.437-59. 2005.



81

8. APENDICES

- Outros trabalhos em colaboragdo desenvolvidos no periodo do doutorado.

Manuscrito |

Associacdo de marcadores laboratoriais ao perfil clinico em pacientes com Anemia

Falciforme de Salvador - Bahia

Gazeta Médica da Bahia, 2010. (Publicado)

Manuscrito |1

Association of surface leukocyte molecules and biomarkers of hemolysis and
inflammation in sickle cell anemia patients

Journal Leukocyte Biology, 2011. (Submetido)

Manuscrito 111

Increased concentrations of IL-18 and uric acid in sickle cell anemia: contribution of
hemolysis, endothelial activation and the inflammasome
Cytokine , 2011. (Submetido).

Manuscrito IV

TNF-alpha and IL-8: serum levels and gene polymorphisms (-308G>A and -251A>T)
associate with classical biomarkers and medical history in children with sickle cell
anemia

Cytokine (Submetido).



82

Manuscript |

ASSOCIAA0 DE MARCADORES LABORATORIAIS A0 PERFIL CLINICO EM PACIENTES COM ANEMIA
FALCIFORME DE SALVADOR- BAHIA

LABORATORY MARKERS ASSOCIATED WITH CLINIC ASPECTS ON SICKLE CELL ANEMIA PATIENTS

Brunc AV, Cergueira, Wendell V. Boas, Angela A. D, Zanette, Mitermayer G. Reis, Marilda 5. Gongalves
Laboratorio de Patologia ¢ Bislogia Molecular, Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ); Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, Brasil, Fundagde de Hematologia ¢ Hemoterapia do
Estado da Bahia (HEMOEBA); Departamente de Andlises Clinicas ¢ Toxicoldgicas da Faculdade de Farmdcia da

Universidade Federal da Bahia (UFBA), Salvador, Bahia, Brasil

s eventos vaso-oclusivos na anemia falciforme envolvem interacdes entre hemacias, células endoteliais, lencocitos,
plaguetas, fatores da coagulacio e proteinas plasmaticas. O objetive deste estudo foi investigar marcadores
laboratoriais associades com manifestacdes clinicas em pacientes portadores de anemia falciforme. Nos estudamos
45 pacientes portadores de anemia falciforme em estado clinico estavel, provenientes da Bahia, Brasil. As analises
hematoldgicas foram realizadas utilizando contador eletronico de células; o perfil de hemoglobinas foi confirmado
por cromatografia liquida de alto desempenho e os marcadores de hemdlise e lipidicos foram quantificados utilizando
técnicas bioguimicas. Os niveis séricos de desidrogenase lactica (LDH) e bilirrubinas apresentaram-se elevados nos
pacientes com historia de sindrome toricica aguda e dlcera de perna, respectivamente. Além disso, pacientes com
historia de hepatomegalia e ilcera de perna apresentaram elevacio na contagem de leucdcitos. Os pacientes gue
passaram por terapias transfusionais apresentaram elevacio sérica da aspartato aminotransferase (AST) e aumento
na contagem de reticulécitos, Por outro lado, pacientes que apresentaram eventos de sequestro esplénico e gue
sofreram esplenectomia apresentaram diminuicio nos niveis séricos da lipoproteina de alta densidade (HDL).
Nossos resultados sugerem importante papel dos marcadores laborateriais como avaliadores e preditores de eventos
clinicos graves na anemia falciforme.

Palavras-chave: anemia falciforme, marcadores laboratoriais, manifestacées clinicas.
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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, sSICAM-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.

Keywords: monocyte, lymphocyte, neutrophil, lipopolysaccharide, inflammation, biomarkers
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Title: Increased concentrations of IL-18 and uric acid in sickle cell anemia: contribution of hemolysis,
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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.

Keywords: Sickle cell anemia; cytokine; inflammation
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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®-globin
haplotypes and alpha2-thalassemia with a 3.7-kb deletion (ap-thal®” *) were investigated by PCR/RFLP
analysis, and cytokine levels by ELISA. Splenomegaly (p=.01), splenic sequestration (p=.02), upper respiratory
tract infection (URT]I) (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%ClI: 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®- globin haplotypes
and a,-thal*™ 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.

Keywords: Sickle cell anemia; TNF-alpha; IL-8; gene polymorphisms; beta®- globin haplotypes; alpha2-
thalassemia



