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RESUMO

INTRODUCAO: a fisiopatologia da anemia falciforme (AF) é marcada por crises
hemoliticas e vasoclusivas intermitentes com aumento da condicdo redox no
microambiente vascular que favorece a cronicidade inflamatoria. OBJETIVOS:
avaliar a associacdo do heme com marcadores clinico-laboratoriais em pacientes
com AF; o papel de hemacias falciformes integras e lisadas na expressao génica do
inflamassoma NLRP3, e se o tratamento de pacientes com hidroxiureia (HU)
interfere nesta expressao e na liberacdo de IL-1b e leucotrieno B4 (LTB4); e
investigar as propriedades antioxidantes da HU. METODOS: o heme plasmatico de
pacientes com AF (n = 80) foi dosado por ELISA, os marcadores laboratoriais foram
determinados por métodos automatizados, e as analises genéticas por polimorfismo
de comprimento de fragmentos de DNA (RFLP). O histérico clinico dos pacientes foi
obtido através de prontuarios. Os ensaios de expressdo génica de componentes do
inflamassoma NLRP3 (NRLP3, IL1B, CASP1 e IL18) por RT-qgPCR foram realizados
em células mononucleares de sangue periférico humano (PBMC) de voluntarios
sadios desafiados com heméacias falciformes integras e lisadas (n = 8), e hemacias
normais (n = 10); e em leucécitos totais de pacientes com AF tratados (n = 13) ou
ndo tratados com hidroxiureia (HU) (n = 15) e voluntarios sadios (n = 20). As
determinacdes de IL-1b e LTB4 foram realizadas por ELISA. A atividade antioxidante
foi avaliada por ensaios de varredura usando o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH). A expressdo de superéxido dismutase 1 (SOD1), glutationa peroxidase
(GPx), glutationa S-redutase (GSR) e heme oxigenase-1 (HMOX1) foi realizada por
RT-gPCR em human umbilical vein endotelial cells (HUVEC) e PBMC. Analises de
microarranjo foram realizadas em HUVEC tratadas com HU. RESULTADOS: o
aumento no heme livre esteve associado ao aumento de hemoglobina S (HbS),
contagem de mondécitos, marcadores hepaticos, triglicérides e lipoproteina de
densidade muito baixa (VLDL-C); e a diminuicdo dos niveis de hemoglobina fetal
(HbF) e lipoproteina de alta densidade (HDL-C). O gendétipo BEN/BEN esteve
associado a niveis mais elevados de HbF que os CAR/CAR. A liberagcdo de heme
livre ndo apresentou associacdo com os haplotipos, mas foi associada ao histérico
clinico de AVC. As heméacias falciformes integras e lisadas (SS-RBC) induziram a
expressdo de componentes do inflamassoma NLRP3 e a secrecdo de IL-1b e LTBa.
SS-RBC integras induziram expresséo de IL1B com secre¢do de IL-1b e LTB4, em
comparacdo com SS-RBC lisadas ou hemécias de voluntérios sadios (AA-RBC). A
diminuicdo significativa na expressdo de NLRP3 e secrecdo de LTBa foram
observadas em pacientes tratados com HU. A HU apresentou atividade antioxidante
em concentracdes equivalentes a encontrada no plasma de pacientes tratados com
a droga (~200 pM). Os tratamentos com HU ou HU+hemina nao induziram
toxicidade em PBMC e HUVEC. O tratamento HU+hemina estimulou a producéo de
nitrato/nitrito em PBMC e HUVEC. A HU aumentou a expressdo de SOD1 e GPx em
PBMC e HUVEC. O aumento na expressdo de GSR foi observado em PBMC e
HUVEC tratadas com HU+hemina. O tratamento com HU (ou em combinagéo com a
hemina) néo interferiu na expressédo de HMOX1 em PBMC quanto em HUVEC. A HU
induziu a expressao de SOD2, GSR, GST1 (glutationa S-transferase-1), GSTM2



(glutationa S-transferase mu 2), MGST1 (glutationa S-transferase 1), CBR1 (carbonil
redutase 1), proteinas quinases phosphatidylinositol 3-phosphato C (PRKCB,
PRKCZ, PIK3C2B) e sequestossomo-1 (p62/SQSTM1). Em contraste, foi observada
a diminuicdo na expressdo do fator transcricional BACH1L. i Upstr eam
demonstraram predicéo de ativacdo de Jun, miR-155 e mir-141-3p. CONCLUSOES:
a liberacdo excessiva de heme a partir de eventos hemoliticos recorrentes pode
contribuir substancialmente para a gravidade clinica da AF. Hemacias integras e
lisadas podem atuar como DAMPs induzindo diferentemente a expresséo de
componentes do inflamassoma e a producdo de IL-1 b e 4, kcohtBbuindo para o
estabelecimento da inflamacgéo. O tratamento com HU parece diminuir a inflamacéo
por vias dependentes de NLRP3 e LTBa4. A HU apresenta propriedades antioxidantes
diretas eliminando radicais livres além de induzir o sistema enzimético de resposta
antioxidante via Nrf2 sob regulacdo do sequestossomo-1. Esses achados podem
auxiliar no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas que possam ser
utilizadas em conjunto com a inducdo de HbF visando minimizar a cronicidade
inflamatoria da AF.

Palavras-chave: Anemia falciforme, Hidroxiureia, Estresse oxidativo, Inflamassoma.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: the pathophysiology of sickle cell anemia (SCA) is marked by
intermittent hemolytic and vasoconstrictive seizures with increased redox status in
the vascular microenvironment that favors inflammatory chronicity. OBJECTIVES: to
evaluate the association of heme with clinical-laboratory markers in patients with
SCA; the role of intact and lysed erythrocytes in the gene expression of NLRP3
inflammation, and whether the treatment of patients with hydroxyurea (HU) interferes
with this expression and the release of IL-1 b and | eukots,iaeche B4
investigate the antioxidant properties of HU. METHODS: plasma heme of patients
with SCA (n = 80) was dosed by ELISA, laboratory markers were determined by
automated methods, and genetic analyzes by DNA fragment length polymorphism
(RFLP). The clinical history of the patients was obtained through medical records.
The gene expression assays of NLRP3 (NRLP3, IL1B, CASP1 and IL18)
components of RT-qPCR were performed on human peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) of healthy volunteers challenged with whole and lysed sickle cells (n =
8), and normal erythrocytes (n = 10); and total leukocytes from treated (n = 13) or not
treated with HU (n = 15) and and healthy volunteers (n = 20). The determinations of
IL-1 b a n d wdreTpB8formed by ELISA. The antioxidant activity was assessed by
sweep tests using the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical (DPPH). Expression of
superoxide dismutase 1 (SOD1), glutathione peroxidase (GPx), glutathione S-
reductase (GSR) and heme oxygenase-1 (HMOX1) was performed by RT-gPCR in
human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) and PBMC. Microarray analyzes
were performed on HUVEC treated with HU. RESULTS: increased free heme was
associated with increased hemoglobin S (HbS), monocyte count, hepatic markers,
triglycerides and very low density lipoprotein (VLDL-C); and decreased levels of fetal
hemoglobin (HbF) and high-density lipoprotein (HDL-C). The BEN/BEN genotype
was associated with higher levels of HbF than the CAR/CAR. The release of free
heme was not associated with haplotypes, but was associated with the clinical history
of stroke. Intact and lysed red blood cells (SS-RBC) induced the expression of
NLRP3 inflammation components and secretion of IL-1 b a n d. S&-RBE induced
IL1B expression with secretion of IL-1 b a n di, campdded to lysed SS-RBC or
erythrocytes of healthy volunteers (AA-RBC). Significant decrease in NLRP3
expression and LTBa4 secretion were observed in patients treated with HU. HU
presented antioxidant activity at concentrations equivalent to that found in the plasma
of patients treated with the drug (~200 € M) . Tr eat me nthemindidndt HU ¢
induce toxicity in PBMC and HUVEC. The HU+hemin treatment stimulated
nitrate/nitrite production in PBMC and HUVEC. HU increased expression of SOD1
and GPx in PBMC and HUVEC. The increase in GSR expression was observed in
PBMC and HUVEC treated with HU+hemin. Treatment with HU (or in combination
with hemin) did not interfere in the expression of HMOX1 in PBMC as in HUVEC. HU
induced expression of SOD2, GSR, GST1 (glutathione S-transferase-1), GSTM2
(glutathione S-transferase mu 2), MGST1 (glutathione S-transferase 1), CBR1
(carbonyl reductase 1), protein kinases phosphatidylinositol 3 -phosphate C (PRKCB,
PRKCZ, PIK3C2B) and sequestosome-1 (p62/SQSTML1). In contrast, the decrease in



transcriptional factor BACH1 expression was observed. Upstream analyzes
demonstrated prediction of activation of Jun, miR-155 and mir-141-3p.
CONCLUSIONS: excessive heme release from recurrent hemolytic events may
contribute substantially to the clinical severity of SCA. Whole and lysed blood cells
can act as DAMPs by inducing the expression of inflammatory components and the
production of IL-1 b  a n ds, canfrilBiting to the establishment of inflammation.
Treatment with HU appears to decrease inflammation by NLRP3 and LTBa4
dependent pathways. HU has direct antioxidant properties by eliminating free
radicals and inducing the enzymatic system of antioxidant response via Nrf2 under
sequestosome-1 regulation. These findings may aid in the development of new
therapeutic strategies that can be used in conjunction with the induction of HbF in
order to minimize the inflammatory chronicity of SCA.

Keywords: Sickle cell anemia, Hydroxyurea, Oxidative stress, Inflammasome
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1. INTRODUCAO

A doenca falciforme (DF) € uma doenca grave, reconhecida pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS), que repercute em grande mobimortalidade dos pacientes
(PIEL et al.,, 2013). A anemia falciforme (AF) é a manifestacdo mais grave da
doenca, em que individuos apresentam a mutacdo em ambos genes codificantes da
cadeia b da hemoglobina que promovem a codificacdo de uma hemoglobina (Hb)
variante denominada HbS (ZAGO e PINTO, 2007; STEINBERG, 2008). Quando se
apresenta em estado desoxigenado (desoxi-HbS), a HbS polimeriza resultando no
fenbmeno de falcizagdo. A interagdo da HbS com outras variantes de Hb ou
talassemia caracterizam a DF. Além disso, individuos com AF apresentam grande
heterogeneidade clinica, sendo as complicacdes associadas as crises vasoclusivas
(CVOs) e hemoliticas frequentes na doenca (ODENHEIMER et al., 1983; NOURAIE
et al., 2013).

Durante as crises hemoliticas na AF muitos produtos sdo liberados no
microambiente vascular, como a Hb e o heme, que contribuem para a inflamacéo
cronica e o desenvolvimento das CVOs. Esses produtos de hemdlise atuam em
diferentes mecanismos, por exemplo, ativando células do sistema imune via receptor
do tipo Toll 4 (TLR4, Toll-like receptor 4) e via receptor do tipo NOD contendo a
proteina 3 (NOD-like receptor contendo a proteina 3 (NLRP3) ativando o
inflamassoma, dentre outros (DUTRA et al., 2014; DUTRA e BOZZA, 2014
GLADWIN e OFORI-ACQUAH, 2014). Deste modo, a liberagcdo continua dos
produtos de hemdlise na AF e arginase, promovem a diminuicdo da
biodisponibilidade de o6xido nitrico (NO, nitric oxide) repercutindo em disfuncao
endotelial (ROTHER et al.,, 2005; STEINBERG, 2008). Além disso, a ativacdo
endotelial observada na AF contribui para o0 aumento das interacdes adesivas de
leucdcitos, plaguetas e heméacias gerando vasoclusdo (SETTY e STUART, 1996;
SPACE et al., 2000; SOLOVEY et al., 2001; MORRIS et al., 2005; MACK e KATO,
2006; WOOD et al., 2006; VILAS-BOAS et al., 2010).

As CVOs e hemoliticas seguidas por lesdes por isquemia-reperfusao
aumentam o0 estresse oxidativo no microambiente vascular gerando inflamacéo
cronica (STUART e NAGEL, 2004; BELCHER et al., 2010a; CHIRICO e PIALOUX,
2012). Deste modo, sistemas enziméticos antioxidantes como superoxido dismutase

(SOD), catalase (CAT) e peroxidase (GPx) assumem importante papel para o
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estabelecimento da homeostasia oxidativa (IGHODARO e AKINLOYE, 2017). A
heme-oxigenase 1 (HO-1) também possui papel fundamental em resposta ao
estresse oxidativo induzido pela hemolise, atuando na degradacéo do heme liberado
a partir da Hb livre (NATH et al., 2001; OWUSU et al., 2013).

A hidroxiureia (HU) é a principal droga utilizada no tratamento da DF (WARE,
2010; NZOUAKOU et al., 2011; AGRAWAL et al., 2014; WONG et al., 2014). Em
linhas gerais, a HU atua na inducdo de hemoglobina fetal (HbF), aumentando a
biodisponibilidade de NO, e diminuindo a liberacdo de leucocitos e mondcitos na
circulacdo sanguinea (COKIC et al., 2003).

Embora os beneficios terapéuticos sejam claros, poucos estudos tém dado
um foco distinto a acdo da HU em mecanismos alternativos que ampliem o campo
do conhecimento sobre a sua acdo e o0s seus efeitos sistémicos em doencas
hemoliticas, especialmente na AF. Deste modo, tendo em vista a cronicidade do
processo inflamatoério e a ampla utilizacdo da HU como modalidade terapéutica da
AF, novos estudos sdo importantes para ampliar a compreensdo acerca dos
mecanismos e efeitos da HU em diferentes vias, visando a elucidacdo de novos

alvos e perspectivas terapéuticas.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1EPIDEMIOLOGIA

Estima-se cerca de 300.000 nascimentos anuais com AF, sendo a Nigéria,
Republica Democréatica do Congo e india, os paises com maior incidéncia da doenca
(PIEL et al., 2013). A prevaléncia da doenca é alta em muitas areas da Africa
Subsaariana, bacia do Mediterraneo, Oriente Médio e india (FIGURA 1). Além disso,
acredita-se que a DF esta presente em cerca de 7% da populagdo mundial, com
prevaléncia elevada nos paises da Africa, América do Sul, América Central, Arabia
Saudita e india (WEATHERALL e CLEGG, 2001). No entanto, a grande dispersé&o
i ntercont i ne#f seadeu ethovirtudd de lintensd trafico de escravos no
passado, e pelos intensos movimentos populacionais contemporaneos (PIEL et al.,
2014). Além disso, acredita-s e gue o S enl betemzigdse (traco) se
estabeleceu por conferir nivel de protecdo contra a malaria, muito comum nessas

regides, embora essa hipotese seja controversa (HASSELL, 2010; PIEL et al., 2014).

Recém-nascidos

| Do
[Jt1a100
[=] 101 a 1000
[ 1001 a 10.000
I 10.000 a 100.000

FIGURA 1. Distribuicdo mundial de recém-nascidos com anemia falciforme em 2015. Os dados
sdo baseados em estimativas de Piel e colaboradores (2013) [Adaptado de PIEL et al., (2017)].

Devido a preocupacgédo decorrente da grande morbimortalidade da DF, o
Ministério da Saude (MS) instituiu em 2001 o Programa Nacional de Triagem
Neonatal (PNTN) 7 Portaria GM/MS n°® 822, de 6 de junho de 2001 i onde a DF
passou a fazer parte das doen-as Oiometivdes t i g ¢

consiste em identificar precocemente distirbios e doencas do recém-nascido,
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proporcionando intervencdo adequada e acompanhamento continuo, visando a
reducdo de mobimortalidade e a melhoria da qualidade de vida desses pacientes
(BRASIL, 2001).

No Brasil, os dados epidemiolégicos para DF ndo séo recentes, mas estima-
se gue cerca de dois milhdes de pessoas sdo portador a s d o S. Aléenedisso, ab
distribuicdo deste alelo € bastante heterogénea (TABELA 1), apresentando maior
prevaléncia nas regides Norte e Nordeste (CANCADO e JESUS, 2007; SIMOES et
al., 2010), sendo a Bahia o estado brasileiro com a maior incidéncia da doenca

(1:650 nascidos vivos).

TABELA 1. Proporgdo de nascidos vivos diagnosticados com
doenga falciforme e trago falciforme pelo Programa Nacional de
Triagem Neonatal (PNTN)

Doenca falciforme Traco falciforme
Estados Proporgao/ Proporcgao/

Nascidos Vivos Nascidos Vivos
Bahia 1: 650 1.17
Rio de Janeiro 1:1.200 1. 21
Pernambuco 1:1.400 1. 23
Maranhao 1:1.400 1. 23
Minas Gerais 1:1.400 1. 23
Goias 1: 1.400 1: 25
Espirito Santo 1: 1.800 1: 25
Séo Paulo 1: 4.000 1: 35
Mato Grosso do Sul 1:5.850
Rio Grande do Sul 1:11.000 1: 65
Santa Catarina 1:13.500 1. 65

Parana 1: 13.500 1: 65
Fonte: Adaptado de Simdes et al., (2010)

Em estudo retrospectivo realizado por Amorim e colaboradores (2010), foram
analisados os resultados de exames do banco de dados do Servigco de Referéncia
em Triagem Neonatal (SRTN) da Associagédo de Pais e Amigos dos Excepcionais de
Salvador-Bahia (APAE-Salvador-Bahia) entre 2007 e 2009, com identificacdo de
casos com DF. Os dados mostraram a incidéncia de 1:601 para DF e de 1:1435 para
AF, sendo que 41,9% possuiam o fenétipo HbSS (AF), e 34,7% o fendétipo HbSC. Os
maiores numeros de casos foram encontrados em Salvador (23,2%), seguidos de
Feira de Santana (4,6%), Lauro de Freitas (2,2%), Camacari (1,9%) e Valenca
(1,8%), que tornaram a Bahia o estado com a maior prevaléncia da DF falciforme no

pais.
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2.2 ANEMIA FALCIFORME: MUTACAO DE PONTO SIMPLES ASSOCIADA A
PATOLOGIA HEREDITARIA COMPLEXA

A AF possui heranca autoss6mica recessiva, cuja alteracdo estd associada a
presenca de Hb variante S (HbS ou HbbS), decorrente da mutacéo de ponto
GAG>GTG, localizada na sexta posicdo do gene que codifica a cadeia beta da
globina (HBB). Esta mutacdo promove a substituicdo do acido glutamico pela valina
(glubval). A AF é considerada a manifestacdo mais grave da doenca por apresentar
mut a- «o em ambos g e n ¢HbSS)c (BAGOf @ PINTOt G07; b
STEINBERG, 2008). Quando submetida a condi¢cdes de hipoxemia, a HbS torna-se
insolivel e sofre polimerizacdo resultando no fendmeno de falcizacdo que esta
diretamente relacionado a concentracdo de HbS no microambiente intraeritrocitario.
A HbS também pode interagir com outros tipos variantes de Hb (HbSC, HbSD e
HbSE) ou talassemias (HbS/ § H ' 8 4 b H b, Baratkerizando outros tipos de DF
(STEINBERG e RODGERS, 2001; ZAGO e PINTO, 2007).

Os cinco principais haplétipos ligados ao grupo de genes da globina bS tém
sido descritos como modificadores genéticos de risco de gravidade da DF. Eles
foram inicialmente descritos em populacdes provenientes de paises ou areas do
continente africano, ou préximos a este; por esse motivo recebem a nomeacao de
acordo com os seus locais de origem: Benin (BEN), Republica Centro-Africana
(CAR), Senegal (SEN), Camarfes (CAMER), Arédbia Saudita e india (SAUD)
(NAGEL e RANNEY, 1990; GALIZA NETO e PITOMBEIRA, 2003). A gravidade
desses haplotipos esta diretamente associada a expressao da HbF, cuja expresséo
estd elevada no periodo embrionario. A HbF apresenta como particularidade a
afinidade alta por oxigénio, impedindo a iniciagdo da cascata de polimerizagdo da
HbS e, consequentemente, as CVOs/hemoliticas subsequentes. Embora o processo
natural de desenvolvimento da Hb curse com a substituicdo de HbF por HbA,
concentragdes residuais de HbF (até 2%) podem ser encontradas em individuos
normais. Além disso, a persisténcia hereditaria da HbF (PHHF) pode ocorrer, sendo
caracterizada pela sintese continua da HbF (até 30%) na vida adulta, conferindo aos
pacientes grandes beneficios e um prognéstico clinico mais favoravel (STEINBERG,
2005; SANKARAN; ORKIN, 2013). Deste modo, os haplétipos podem atuar como
moduladores genéticosdogene codi fi cant e ©d(HBGpresaltaridmn a g a

em aumento na expressao de HbF, além de regular negativamente a substituicdo da
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HbF por HbS. Essa regulagao contribui, pelo menos em parte, para a persisténcia de
HbF observada nos haplotipos SEN e SAUD. Por outro lado, os haplotipos CAR e
BEN tém sido associados a gravidade fenotipica da doenca, onde individuos com o
genotipo CAR/CAR apresentam pior prognéstico clinico por apresentar niveis
reduzidos de HbF (NAGEL, 1984; NAGEL et al.,, 1987; GREEN et al., 1993;
POWARS e HITI, 1993; GALIZA NETO e PITOMBEIRA, 2003; PIEL; STEINBERG,;
REES, 2017). A Figura 2 apresenta a mudanca no perfil de expresséo das cadeias
deglobinacom substitui -®°amlongordadkseravolvinerito embrionario

pela globina b, dando origem a HbA da fase adulta.
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FIGURA 2. Modificagdo do perfil de hemoglobinas embrionérias para a hemoglobina adulta. A)
A expressdo de cadeias embrionarias relacionadas a cadeia de globina U, decrescem
exponencialmente ao longo das oito primeiras semanas do periodo gestacional, sendo substituidas
pela globina U adulta [Adaptado de Wood (1976)]. Em contraste, moduladores genéticos promovem
mais tardiamente a substituicdo das cadeias globina o p or Bb Representacdo da regido
estimuladora dos loci das globinas U , e@nhécida como a regido de controle de locus (LCR), e 0s
sitios de hipersensibilidade (HS) correspondentes. C) Representacdo da estrutura quaternaria de HbA
eHbF.As il ustra-»es fiBO deBankd20055.o0r am adaptadas

Quando o eritrécito é submetido a condicbes de baixa tensdo de oxigénio
( hi p- xi a(desos-HdSptdrna-se insollvel e sofre polimerizagdo que resulta no
alongamento e enrijecimento eritrocitario, um processo denominado de falcizagéo.

Esta instabilidade molecular apresentada pela HbS é decorrente da substituicdo de
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um aminodcido de natureza polar (4cido glutédmico, glu) por um aminoacido de
natureza apolar (valina, val) diminuindo a solubilidade da Hb no ambiente
intraeritrocitario, e aumentando a formacdo de agregados com a Hb adjacente
[fenilalanin a -8 ) e | SR)](HIGURA J). D processo de iniciacdo da cascata
de polimerizacdo € denominado nucleacdo ou gelificacdo (gelation) (EATON;
HOFRICHTER, 1987; MOZZARELLI; HOFRICHTER; EATON, 1987; BALLAS e
MOHANDAS, 1996). Essas interacfes hidrofébicas entre os filamentos de Hb
favorecem o aumento da viscosidade citosdlica com formacdo de estruturas
multipoliméricas no interior dos eritrocitos e promovem deformacédo, enrijecimento e
diminuicdo da flexibilidade, tornando-os mais suceptiveis a destruicdo mecénica
dentro do sistema vascular (EVANS e MOHANDAS, 1987; MESSMANN et al., 1990).
Por outro lado, na presenca do oxigénio a HbS (oxi-HbS) encontra-se solavel no
citosol eritrocitério, apresentando certa estabilidade. Deste modo, a falcizacao
consiste em um fenbmeno transitério onde o eritrcito alterna periodos de

polimerizacao (estado desoxi-HbS) e despolimerizacdo de HbS (oxi-HbS).

PRECURSOR ERITROIDE T 0,
i deaminosadas dsh lobi Mutagéo lobi Heme "
normal (HbA) glu(S)val p g/t)/\{nas A Mutacely
\ 0N & Vi e glu(6)val B ’
Cédon > 1= Y -
1 5 > % S s 7 4 . 0xi-HbS Eritrécito HbSS
néo falcizado
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Codon { @
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FIGURA 3. Representacdo esquematica do fendmeno de falcizagdo da hemoglobina em
individuos com hemoglobina HbS. A) A mutagdo no sexto cdédon do gene beta localizado no
cromossomo 11, é responsavel pela codificacdo da hemoglogina S (HbS) por substituicdo do acido
glutdmico por valina (gluéval). B) Representacao da estrutura tetramérica de HbS proveniente da
mutacdo na cadeia de b-globinas. Amoléculaéc omposta por du@8e ot=Hdledinass
e quatro grupos prostéticos heme, responsaveis pela fixacdo de moléculas de oxigénio (O2). A
ilustra-«o daBdbf @iona datechedi@dods). €) Em condicdes de oxigenacgédo, a
HbS é estabilizada pelo oxigénio (oxi-HbS) e nédo inicia a cascata de polimerizagdo. Por outro lado,
em condicdes de hipoxia (desoxi-HbS), a hemoglobina apresenta alta instabilidade, perde a
solubilidade no microambiente intraeritrocitario e inicia o processo de nucleacdo (ou gelificacao)
dando origem ao eritrécito falcizado. As ilustracdes Ade fCOsao de autoria prépria.

Eritrécitos falcizados apresentam desidratacdo e acidose citosdlica intensas,
mediadas pelo efluxo anormal de ions potassio (K*) por duas vias: (i) co-transporte
de cloreto de potassio (K*-CI); (ii) e pelo canal de efluxo de potassio ativado por
calcio (canal de Gardos) (BALLAS e MOHANDAS, 1996; FRANCO et al., 2000). A

elevacdo das concentracdes intracelulares de calcio (Ca?*) observada na DF

U



31

promove a inativacdo da bomba calcio/ATPase, repercutindo no aumento da
concentracdo da Hb corpuscular média (CHCM) da desoxi-HbS (FIGURA 3)
(NOGUCHI e SCHECHTER, 1981; FRENETTE e ATWEH, 2007). Os eventos de
falcizacdo/desfalcizacdo consecutivos aliados ao intenso dano oxidativo existente,

provocam lesfes graduais e cumulativas na membrana eritrocitaria, aumentam a sua

fragilidade, e impossibilitam o retorno do eritrécito para a sua morfologia normal
(discéide) (PADILLA; BROMBERG; JENSEN, 1973; RODGERS e NOGUCH];
SCHECHTER, 1985; FRENETTE e ATWEH, 2007).

ERITROCITO FALCIZADO

Segmento
Segmento de membrana transmembrana exposto
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FIGURA 4. Alteragdes estruturais dos eritrdcitos por polimeros de HbS. A desoxigenagdo da
HbS induz uma alteracdo na conformacdo do eritrécito, na qual a cadeia mutante se liga a um sitio
hidrofobico complementar resultante da substituicdo do &cido glutamico pela valina (Glu6Val),
levando a formacdo de um polimero de hemoglobina (polimero de Hb). Os polimeros de Hb
interferem na organizagdo do citoesqueleto eritrcitario dando origem a morfologia caracteristica de
foice. Essas alterag8es resultam na exposicao de epitopos de proteinas transmembrana e alteragdes
em segmentos lipidicos, como a fosfatidilserina (FS). A exposicdo de glicolipidios carregados
negativamente contribui para o estado pro-inflamatorio e pré-trombético na AF [Adaptado de Frenette
e Atweh (2007)].

A taxa de polimerizacdo esta correlacionada com a concentragdo de HbS e
com o heme livre, liberados dos eritrocitos apos sua auto-oxidacdo (BUNN et al.,
1982; UZUNOVA et al., 2010). Além disso, a fase de reoxigenacao dos eritrocitos é
uma das principais fontes de producéo de radicais livres na DF mas, durante este
periodo, os eritrocitos normais também podem gerar uma quantidade significativa de
superoxido (O24) devido as reacdes de transferéncia de elétrons entre o ferro ferroso
(Fe?*) do heme e o oxigénio. Na presenca de oxigénio, o0 heme auto-oxida formando
metemoglobinal (metHb-Fe3*) e O2A. Alguns estudos mostram que a HbS pode se

1 Metemoglobina i € uma forma da Hb em que o ferro no grupo prostético heme esta no estado Fe®** e ndo no Fe* da Hb
normal. A metemoglobina é incapaz de se ligar ao oxigénio.
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auto-oxidar 1,7 vezes mais rapido que a HbA, enquanto outros mostram uma taxa
equivalente (HEBBEL et al.,, 1988; SHENG; SHARIFF;, HEBBEL, 1998; WOOD,;
HSU; GLADWIN, 2008). A formacao de peréxido de hidrogénio (H202), quando
exposta a metHb, decompde a Hb e libera ferro férrico (Fe3*). Este ferro pode entéo
reagir com o H20> remanescente para produzir mais radicais hidroxila (*OH), o mais
reativo e prejudicial das espécies reativas de oxigénio (EROs) (ASLAN; THORNLEY-
BROWN; FREEMAN, 2000). Os eritrocitos falciformes acabam gerando cerca de
duas vezes mais O2*, H202 e 2OH do que os eritrocitos normais (AMER et al., 2006).
Essa grande perturbacéo na fisiologia normal do eritr6cito gerada pela presenca da
HbS, reduz cerca de cinco vezes a sua meia-vida em comparacao com eritrécitos
normais (em média 120 dias) (MCCURDY e SHERMAN, 1978; WOOD; HSU,;
GLADWIN, 2008). Além disso, a meia-vida reduzida estimula eritropoiese em um
mecanismo compensatério e faz com que reticuldcitos imaturos sejam liberados
(reticulocitose) da medula para suprir o déficit de eritrcitos na circulacao.

O controle de destruicdo de eritrocitos envelhecidos e ndo-funcionais ocorre,
em sua maioria, por sequestro esplénico, embora também possa ocorrer em outros
sitios (p. ex., figado) por intermédio das células do sistema fagocitario mononuclear
(ou sistema reticulo-endotelial i SRE). Sucessivos eventos de falcizagcdo acarretam
em danos irreversiveis a membrana eritrocitaria com exposicdo de proteinas
estruturais importantes como a banda-3, espectrina, fosfatidilserina e a glicoproteina
IV (CD36). Deste modo, cerca de 2/3 dos eritrocitos falciformes sdo retirados da
circulacdo pela via esplénica (hemdlise extravascular) por sistema de
reconhecimento autélogo; e 1/3 por hemdlise intravascular, liberando grande
guantidade de arginase, Hb/heme e ferro livre (MORRIS et al., 2008; WOOD; HSU;
GLADWIN, 2008). A hemdlise excessiva gera grande sobrecarga esplénica
provocando lesdes repetitivas por hipoxia/isquemia que conduzem a fibrose seguida
de destruicdo do baco (auto-esplenectomia) (ZAGO e PINTO, 2007). Este
microambiente critico é determinante para o desenvolvimento da disfungéo
endotelial que sera tratada mais adiante. A figura 4 resume o que foi tratado até
aqui, ilustrando a importancia da HbS na falcizacdo como evento primario
desencadeador da doenca, apresentando como desfechos criticos as CVOs e

hemoliticas. Note que estas vias fisiopatologicas estdo estreitamente relacionadas.
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FIGURA 5. Vias fisiopatolégicas da anemia falciforme. A geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) ocorre ap6s as reacdes de oxido-reducao entre a hemoglobina e oxigénio durante a
oxigenacdao dos tecidos. A liberacado do O: nos tecidos torna-o suscetivel ao ataque de elétrons livres
(") com formacdo de ions superdxido (O2R) e perdxido de hidrogénio (H202), estimulacdo de
resposta enzimatica antioxidante por reacdes especificas altamente coordenadas. A superdxido
dismutase (SOD) atua na dismutacdo de O-A em 02 e H202; e as peroxidases catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx) atuam na decomposicdo do H202 em agua (H20) e O2. Outras enzimas
contribuem indiretamente para o homeostase dos sistemas antioxidantes, mas ndo estdo
demonstradas aqui. Apés a liberagdo do Oz, a HbS desoxigenada (desoxi-HbS) pode sofrer auto-
oxidacdo formando metemoglobina S (MetHbS) liberando heme livre e ferro férrico (Fe3*),
participando de diversas reagfes oxidativas como a reacdo de Fenton, desnaturacdo de hemoglobina
(corpos de Heinz) e alteracdes em proteinas estruturais de membrana como a banda 3. Além disso,
essas alteracbes promovem aumento da abertura de canais de sédio e potassio-ATPase (Na*/K*-
ATPase) dependentes (canais de Gardos) ou ndo dependentes de calcio (Ca?*), gerando acidose
intraeritrocitaria, desidratacdo e aumento da concentracdo da hemoglobina corpuscular média
(CHCM). O aumento da concentracdo de HbS intefere no arranjo de proteinas do citoesqueleto,
gerando danos na membrana, enrijecimento e alteracdo da morfologia discoide tipica para a forma de
foice. Como consequéncia, esses eritrocitos tornam-se sucetiveis a lise por (i) lipoperoxidagao, (ii)
lesbes mecéanicas ao percorrer leitos vasculares, e (i) autofagia por acdo do sistema
reticuloendotelial (SRE) ou sistema mononuclear fagocitario no baco ou figado, removendo eritrocitos
ndo-funcionais da circulagdo. Além disso, eritrécitos falciformes podem contribuir para a éstase
vascular gerando vasoclusdo com alteracdes da hemostasia sanguinea, crises algicas agudas e
lesBes por hipodxia e/ou isquemia [Adaptado de Naoum e Naoum (2004)].

A fisiopatologia da DF apresenta grande heterogeneidade clinica
(ODENHEIMER et al., 1983; NOURAIE et al., 2013). Dentre as complicacdes pode-
se destacar (FIGURA 6): anemia crbnica, complicacdes hepatobiliares e renais,
episédios dolorosos agudos, propensdo a infecgbes (devido ao comprometimento

esplénico e reducdo da capacidade de opsonizacdo de bactérias), complicacbes
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neurologicas, pulmonares, oftalmicas, 6sseas (como osteonecrose), retinopatia,
ulceracdo de membros inferiores, e alteracbes do sistema reprodutor masculino
(decorrente do priapismo) (STEINBERG, 2008; MINNITI et al., 2010; BRODERICK,
2012; DA SILVA JUNIOR; DAHER; DA ROCHA, 2012; LIONNET et al.,, 2012,
MILLER e GLADWIN, 2012; BONANOMI e LAVEZZO, 2013; TALAHMA; STRBIAN e
SUNDARARAJAN, 2014; PIEL; STEINBERG; REES, 2017).
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FIGURA 6. Complicagbes clinicas comuns da doenca falciforme. As complicacbes sé&o
provenientes dos eventos hemoliticos e/ou vasoclusivos da doenga acometendo os sistemas: (i)
cardiotoracico i complicacdes cardiacas e pulmonares como hipertensdo pulmonar e sindrome
toracica aguda (STA) que pode levar os pacientes a 6bito; (ii) nervoso central i danos ao sistema
nervoso central e transtornos cognitivos como o acidente vascular cerebral (AVC) e a retinopatia; (iii)
reticuloendotelial i provenientes dos frequentes eventos hemoliticos, gerando comprometimento
imunoldgico e susceptibilidade aumentada a infec¢des; (iv) muscular e esquelético i proveniente dos
eventos obstrutivos hipoxémicos/isquémicos; (v) urogenital i gerando danos renais e ao sistema
reprodutor masculino; (vi) gastrintestinal i gerando danos hepéticos e obstrucdo de vasos
mesentéricos no intestino [Adaptado de Piel et al., (2017)].
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2.3 HEMOLISE, VASOCLUSAO E AS SUAS REPERCUSSOES NA AF

2.3.1 A importancia da hemaolise e do heme livre na fisiopatologia da AF

A Hb livre e 0 heme sao produtos liberados constantemente nas crises
hemoliticas e exercem papel central no desencadeamento dos eventos vasoclusivos
e da inflamacé&o crbnica observados na doenca. No microambiente vascular a Hb
livre apresenta-se em conformacdes tetraméricas ( 4B2) ou diméricas ( U)bsendo
esta Ultima a menos abundante. Devido ao seu tamanho e baixo peso molecular (34
kDa), os dimeros de Hb sdo capazes de permear pequenos vasos gerando dano
tecidual em 6rgéos mais suceptiveis (p. ex., os rins) (SCHAER et al., 2013). A Hb no
seu estado ferroso (Hb-Fe?*) pode sofrer reacGes de auto-oxidagcdo por EROs (p.
ex., H202) formando Hb-férrica (Hb-Fe3*) ou Hb-ferril (Hb-Fe**) que sdo altamente
oxidantes (MILLER; ALTAMENTOVA; SHAKLAI, 1997; JIA et al., 2007; GLADWIN;
KANIAS; KIM-SHAPIRO, 2012). Além disso, a Hb pode atuar diminuindo a
biodisponibilidade de NO no sistema vascular de duas formas: (i) por interagcéo direta
da desoxi-Hb com o NO com formacédo de Hb-Fe3*NO; e (ii) pela interacdo da oxi-Hb
com NO apds reacdo de dioxigenacdo gerando Hb-Fe®* e nitrato (NO3')
(STEINBERG, 2008; CHIRICO e PIALOUX, 2012).

Na hemdlise, também ocorre oxidacdo da Hb(Fe?*) com formacdo de metHb-
Fe3* promovendo a liberagcdo de heme (UMBREIT, 2007; UZUNOVA et al., 2010). A
molécula de heme é formada por um grupamento de seis aneis heterociclicos
(sendo quatro pirrdlicos), denominado protoporfirina IX, contendo uma molécula de
ferro central no estado ferroso (II) (KUMAR e BANDYOPADHYAY, 2005). O anel
porfirinico confere propriedades apolares a molécula, possibilitando que o heme atue
diretamente como intercalante na bicamada lipidica gerando lipotoxicidade, oxidando
proteinas e danificando DNA (AFT e MUELLER, 1983; VINCENT, 1989; BALLA et
al., 1993; CARLSEN; M@LLER; SKIBSTED, 2005). Além disso, a presenca do Fe3*
confere toxicidade adicional ao heme aumentando a suscetibilidade desses lipidios a
danos oxidativos mediados por reacdes de Fenton e Haber-Weiss, que envolvem
Fe2* e H202 provenientes de células ativadas com formacéo de “OH (VINCENT,
1989; BALLA et al.,, 1991; BALLA et al, 1993; CHIRICO e PIALOUX, 2012;
GLADWIN; KANIAS; KIM-SHAPIRO, 2012). Essas reacdes promovem dano tecidual
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e amplificam a inflamacao (BALLA et al., 1991; BALLA et al., 2005; LUGRIN et al.,
2014).

Por outro lado, algumas proteinas sintetizadas no figado desempenham papel
importante na captacéo de Hb, heme e Fe?* livres, diminuindo os efeitos oxidantes e
inflamatérios dessas moléculas no microambiente vascular. A haptoglobina (Hp)
exerce papel importante de defesa apds eventos de hemodlise intravascular,
captando a Hb e dirigindo-a para degradacéao e reciclagem do ferro (KRISTIANSEN
et al., 2001; BELCHER et al., 2010a; ALAM; DEVALARAJA e HALDAR, 2017). O
complexo Hb-Hp é reconhecido pelo receptor CD163, de alta afinidade, que esta
presente na superficie de mondcitos ou macréfagos situados no figado ou bacgo
(KRISTIANSEN et al., 2001; ROTHER et al., 2005). Estes fenbmenos constituem-se
em via importante de internalizacéo e reciclagem de ferro em macréfagos teciduais,
e também contribuem para a indugdo da hemeoxigenase (HO-1) (SCHAER et al.,
2006; BUEHLER et al., 2009).

A HO-1 é a isoforma induzivel pelo heme sendo expressa nos tecidos em
resposta ao estresse oxidativo, e esta elevada na AF em decorréncia da hemdlise
excessiva caracteristica da doenca (NATH et al., 2001; OWUSU et al., 2013). Atua
degradando o heme da Hb livre para formar biliverdina/bilirrubina e monéxido de
carbono (CO). A bilirrubina € um poderoso antioxidante celular; ja o CO exerce
efeitos anti-inflamatoérios e anti-apoptéticos, dependentes da via de sinalizacdo da
proteina quinase ativada pelo mitdgeno p38 (MAPK) (RYTER et al.,, 2002; WU,
WANG, 2005; BAINS et al.,, 2010; ZIBERNA et al., 2016). A HO-1 possui papel
protetor importante contra os efeitos deletérios decorrentes da sobrecarga do heme
liberado na hemolise, minimizando os efeitos provocados pelos danos por isquemia-
reperfusdo nas CVOs (OTTERBEIN et al., 2003). Além disso, estudos em modelo
murino para AF demonstraram que a HO-1 pode atuar inibindo NF-kB, VCAM-1 e
ICAM-1, modulando negativamente a ativacdo endotelial e a interacao de leucécitos
com o endotélio, apos a estase induzida pela hipéxia/reperfusdo (BELCHER et al.,
2010a; BELCHER et al., 2010b).

A hemopexina (Hpx) € uma glicoproteina de fase aguda que também possui
alta afinidade pelo heme livre no plasma, atuando na sua captacdo apos
reconhecimento do complexo heme-Hpx pelo receptor CD91 presente nos
hepatdcitos (FOIDART et al., 1983; HVIDBERG et al., 2005). Apds o transporte para

o figado, a hemopexina é degradada pela HO-1 microssomal e, o ferro liberado é
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rapidamente e captado pela ferritina, cuja expresséo é regulada pela presenca do
complexo heme-Hpx-CD91 (DAVIES et al., 1979; BALLA et al., 2005).

Outros mecanismos de defesa descritos sdo as lipoproteinas séricas de alta
(HDL, high-density lipoprotein) e baixa densidade (LDL, low-density lipoprotein), que
podem se ligar ao heme eliminando-o da circulagdo sanguinea (BALLA et al., 1991;
MILLER; ALTAMENTOVA; SHAKLAI, 1997; FASANO et al., 2002; GRINSHTEIN et
al., 2003). No entanto, em microambientes altamente oxidantes, essas lipoproteinas
podem sofrer oxidacdo formando produtos lipotdéxicos altamente reativos como LDL
oxidado (oxLDL) e HDL pré-inflamatério (p-HDL), induzindo inflamacdo e dano
vascular (BALLA et al., 1991; JENEY et al., 2002; NAGY et al., 2010; OZTURK et al.,
2013; ATAGA et al., 2015; SOUPENE et al., 2016).

Embora essas proteinas desempenhem papel antioxidante e anti-inflamatério
importante, a hemdlise constante na AF repercute na diminuicdo dos niveis
plasmaticos dessas proteinas (ROTHER et al., 2005). Diante dessa resposta
insuficiente, os produtos de hemodlise podem ser reconhecidos por células
endoteliais e leucdcitos contribuindo para a resposta inflamatéria sistémica.

Os receptores do tipo Toll (TLR, Toll-like receptor) fazem parte do grande
repertério de receptores presentes em células do sistema imune inato, atuando no
reconhecimento de padrbes moleculares associados a patdogenos (PAMPs,
Pathogen-associated molecular) ou padrées moleculares associados ao dano
(DAMPs, Damage-associated molecular patterns). Estes receptores podem estar
distribuidos na superficie ou em compartimentos intracelulares como endossomos e
lisossomos (TAKEUCHI e AKIRA, 2010). Na hemodlise, varios produtos enddégenos
provenientes de hemacias, células endotelials, leucdcitos, sdo liberados no
microambiente vascular e reconhecidos por TLRs como sinal de dano (DAMPS)
defragrando a resposta inflamatoria. Alguns exemplos de DAMPs séo: adenosina
monofosfato (AMP, adenosine monophosphate), adenosina trifosfato (ATP,
adenosine triphosphate), proteina nuclear do grupo de alta mobilidade 1 (HMGB1),
oxLDL, DNA (cromoss6mico ou mitocondrial), componentes da matriz extracelular
(tenascina-C, fibronectina e hialuronano), cristais de &cido Urico, cristais de
colesterol, entre outros (MARIATHASAN et al., 2006; YU; WANG; CHEN, 2010; OKA
et al., 2012).

O heme tem sido descrito como DAMP eritrocitdrio e a sua liberacdo

excessiva pode promover a vasoclusdo e lesdo pulmonar aguda por ativacdo de
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TLR4 presente na superficie celular (GHOSH et al., 2013; BELCHER et al., 2014).
(GLADWIN e OFORI-ACQUAH, 2014). Estudos demonstam que o heme é capaz de
induzir a ativagcdo de macréfagos por (i) mecanismo dependente de ligagdo com
TLR4 com ativacado de MyD88 (myeloid differentiation primary response 88) e TRIF
(TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-b) que promovem a producéo de
TNF pela via de proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK, Mitogen-activated
protein kinase) (FIGUEIREDO et al., 2007; TAKEUCHI e AKIRA, 2010) ou (ii) por
mecanismo independente de TLR4, gerando EROs via tirosina quinase do baco
(Syk, Spleen tyrosine kinase) (NG et al., 2008).

Neutrdéfilos ativados por heme via TLR4 induzem a formacdo de EROs e a
liberacdo de armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETs, neutrophil extracelular
traps), ICAM-1, VCAM-1 e E-selectinas, e secrecdo de citocinas pro-inflamatorias
como o TNF (FIGURA 7) (FIGUEIREDO et al., 2007; CHEN et al., 2014). As NETs
sdo formadas por cromatina ndo condensada com enzimas granulares (como a
elastase, catepsina G e mieloperoxidase), proteinas antimicrobianas entre outras
(BRINKMANN et al., 2004; URBAN et al., 2009). Em codi¢cdes normais, NETs
apresentam papel importante no combate contra patdgenos devido as suas
propriedades antimicrobianas (BRINKMANN et al., 2004, URBAN et al., 2009).
Entretanto, em condi¢cdes patologicas, a estimulacdo excessiva de NETs pode
desempenhar papel importante na patogénese de doencas inflamatorias e
tromboticas (FUCHS et al.,, 2010; BORISSOFF e TEN CATE, 2011; BRILL et al.,
2012). Foi demonstrado que a producdo de NETs por neutréfilos expostos ao TNF-U
promove lesdo pulmonar em modelos murinos humanizados de DF (CHEN et al.,
2014). Adicionalmente, o heme estimula a expressdo de fator tecidual (FT) em
células endoteliais e mondcitos, e os seus niveis elevados tém sido associados com
o0 aumento da coagulabilidade, risco de sindrome toracica aguda (STA) e vasoclusao
(SETTY et al., 2008; REHANI et al., 2013; DA GUARDA et al., 2016; DE SOUZA et
al., 2017).

Interessantemente, outros estudos demonstraram que o heme inibe a morte
celular de neutrdfilos por apoptose por mecanismo dependente de fosfoinositideo 3-
quinase (PIK3), MAPK e NF-a B com geracdo de EROs por inducdo de proteinas
quinase-C (PKC, protein kinase-C) e aumento de secrecéo de IL-8 (GRACA-SOUZA
et al.,, 2002; ARRUDA et al., 2004). Niveis aumentados de heme também tém sido

relacionados com o aumento de citocinas inflamatérias e ativagdo leucocitéria,
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sugerindo que o heme contribui para o aumento da longevidade de células
inflamatérias e manutencdo da inflamacdo crénica em doencas hemoliticas
(HAEGER et al., 1996; GONCALVES et al., 2001; WUN, 2001; GRACA-SOUZA et al.,
2002; CARVALHO et al., 2017).

@ Hemdlise 2 :“"‘9‘°:'; endotélio e @ Vasoclusdo @ Hipéxia/isquemia e les3o tecidual
devido a DF e neutréfilos

@ Neutréfilos Eritrécitos o Molécula de adesdo ‘ Fator de Von Willebrand

falcizados de neutréfilos e P-selecting . TLR4
NETs . Eritrocitos B Plaqueta Y Molécula de adesso @ Heme
(Neutrdfilos) endotelial

FIGURA 7. O heme induz a inflamacé&o vascular via TLR4 na doenca falciforme. (1) EritrGcitos
falciformes sdo mais susceptiveis & lise devido a alteragBes estruturais no seu citoesqueleto e
reacbes de auto-oxidacdo. Durante a hemdlise intravascular, as proteinas séricas responsaveis pela
remocdo do heme ficam saturadas e o heme pode excercer seus efeitos inflamatérios. (2) O heme
atua ativando neutréfilos e células endoteliais por geracdo de EROs, promovendo a expressédo de
moléculas de adesdo e conferindo o estado pré-trombogénico ao endotélio vascular. Observa-se
aumento da expressao de fator de von Willebrand (FvW), ICAM-1, VCAM-1 e E-selectinas. Os niveis
elevados de heme livre também induzem a liberacdo de NETs por neutrdfilos, via TLR4, gerando
dano celular. (3) O aumento de moléculas de adesdo, aliadas a condicdo oxidante, favorece a
constricdo vascular com aumento das interagfes entre eritrocitos, leucocitos e plaquetas, entre si e
com o endotélio, promovendo estase sanguinea e vasoclusdo. (4) A depender da extensdo da
oclusdo pode haver comprometimento no aporte de oxigénio/substratos metabdlicos
(hipoxia/isquemia) gerando crises algicas agudas e danos teciduais mais graves [Adaptado de Dutra
e Bozza (2014)].

Outra via importante que tem sido descrita na AF é a da ativacdo do
inflamassoma (DUTRA et al., 2014; GLADWIN e OFORI-ACQUAH, 2014; LI et al.,
2014; KATO; STEINBERG e GLADWIN, 2017). Os DAMPs liberados na hemalise (p.
ex., heme, ATP e cristais de acido urico) podem ser reconhecidos por um tipo
distinto de receptor conhecido como NALP3 (ou NLRP3 i da familia dos receptores
do tipo NOD), composto por trés dominios: dominio de oligomerizacdo NACHT?;
dominio de repeticéo rica em leucina (LRR, leucine-rich repeat); e um dominio pirina
(PYD, pyrin domain) contendo a proteina 3 (NALP3) (TING et al.,, 2008). Apds a
ativacdo de NLRP3 ocorre a montagem da plataforma multienzimatica, o
inflamassoma. Essa plataforma é composta pelo dominio de reconhecimento e
oligomerizacdo NALP, uma proteina associada a apoptose (ASC, apoptosis-
associated speck-like protein) e caspase-1 (CASP-1) (LATZ; XIAO; STUTZ, 2013).

INACHT i NAIP (neuronal apoptosis inhibitor protein), C2TA (class 2 transcription activator, do MHC), HET-E (heterokaryon
incompatibility) e TP1 (telomerase-associated protein 1).
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No entanto, para que essa ativacao ocorra duas etapas sao requeridas: (i) ativacao
de NALP3 com inducdo de pro-IL-1b e -llpl8;- (i) montagem da plataforma
inflamassoma com formacdo de CASP-1 ativa, catalisando a ativacdo das formas
ativas de IL-1 b el8 & partir das suas formas inativas (zimoégenos) (MARTINON;
BURNS; TSCHOPP, 2002; LATZ; XIAO; STUTZ, 2013; WEN; MIAO; TING, 2013).
Essas citocinas inflamatoérias estdo elevadas na DF e contribuem substancialmente
para a manutencao dessa condicdo (PITANGA, T. N. et al., 2016; CARVALHO et al.,
2017).

O inflamassoma NLRP3 (FIGURA 8) € o mais bem compreendido e algumas
vias de ativacdo sdo descritas: (i) danos ou disfuncdo mitocondrial (formacédo de
EROs mitocondrial, liberagdo de DNA mitocondrial ou cardiolipina); (ii) efluxo de K*;
e (iif) dano lisossomal (liberacdo de catepsina) (PETRILLI et al., 2007; HORNUNG et
al., 2008; ZHOU et al., 2011; SHIMADA et al., 2012; IYER et al., 2013; DUTRA et al.,
2014; GUO; CALLAWAY; TING, 2015).

FIGURA 8. Componentes e ativacdo do inflamassoma NLRP3. A ativagdo do inflamassoma
NLRP3 envolve dois passos. Inicialmente, o estimulo de ativacdo de NF-aB, como na ligacdo de
LPS/heme ao TLR4, que induz a expressao elevada de NLRP3, assim como IL1B e IL18 em suas
formas inativas. O produto protéico NLRP3 sofre desubiquitinacdo e a proteina adaptadora ASC deve
tornar-se linearmente ubiquitinada e fosforilada para a montagem do inflamassoma. Em seguida, um
segundo sinal é requerido para ativacdo e formacdo da montagem do complexo inflamassoma
NLRP3. O heme também pode atuar dessa forma, induzindo EROs independente de TLR4. Os
principais estimulos s&o: fatores mitocondriais liberados no citosol (EROs mitocondrial, DNA
mitocondrial ou cardiolipina), efluxo de K* através de canais idnicos, e liberacdo de catepsina apds
desestabilizagdo de membranas lisossomais. O NLRP3 sofre oligomerizagdo através de seus
dominios N-terminais efetores PYD-PYD. As subunidades da pré-caspase-1 formam as subunidades
ASC através das interacdes CARD-CARD, favorecendo a ativacdo autoproteolitica da pré-caspase-1
em caspase-1 que catalisa as reacfes de ativacdo da IL-1 b el8, la partir das suas formas inativas
(pr6-IL1b e pré-1L-18 [Adaptado de GUO et al., (2015)].









































































































































































































































































































































































































