
i 
 

 

 

 

VANESSA TONIN GARRIDO 

 

 

AVALIAÇÃO DO PAPEL DAS CITOCINAS 

INFLAMATÓRIAS, LIGHT E CD40L, NA INFLAMAÇÃO 

MEDIADA POR PLAQUETAS NA ANEMIA FALCIFORME 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAMPINAS 

2014



 

ii 
 

 



 

iii 
 

 
 
 
 
 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 

FACULDADE DE CIÊNCIAS MÉDICAS 

 

VANESSA TONIN GARRIDO 

 

 

AVALIAÇÃO DO PAPEL DAS CITOCINAS INFLAMATÓRIAS, LIGHT E 

CD40L, NA INFLAMAÇÃO MEDIADA POR PLAQUETAS NA ANEMIA 

FALCIFORME 

 

 

Orientadora: Nicola Amanda Conran Zorzetto  

Coorientador: Fernando Ferreira Costa 

 

Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pós-Graduação em 

Fisiopatologia Médica da Faculdade de Ciências Médicas para 

obtenção do título de Doutora em Ciências. 

 

 

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE À VERSÃO FINAL DA 
TESE DEFENDIDA PELA ALUNA VANESSA TONIN 

GARRIDO E ORIENTADA PELA DRA. NICOLA 

AMANDA CONRAN ZORZETTO.  

 
Assinatura da Orientadora  
 
 
___________________________________ 

 

 

CAMPINAS 

2014 
 



 

iv 
 

 



 

v 
 

 



 

vi 
 

 



 

vii 
 

AGRADECIMENTOS 

Primeiramente, gostaria de agradecer à minha mentora, Dra. Nicola Conran, pelo 

constante apoio e acompanhamento científico. Sua experiência e dedicação foram 

fundamentais para o meu crescimento profissional. Agradeço também à meu coorientador, 

Dr. Fernando Ferreira Costa, pela oportunidade e à toda equipe de médicos e 

enfermeiros responsáveis pelo atendimento e acompanhamento dos pacientes com anemia 

falciforme. Agradeço, em especial, a todos os pacientes e voluntários do Hemocentro da 

UNICAMP, Fundação HEMOPE e King’s College Hospital que participaram deste estudo. 

Espero, algum dia, conseguir retribuir esta cooperação.  

Gostaria de agradecer a todos que me auxiliaram de forma direta ou indireta na 

execução desta tese. Aos funcionários, Ana Leda, Irene, Janine, Ana Flávia, Lena, 

Simone, Ucha, Daniela, Adriana, Carolina, Andrey, Dul, Patrícia, Ana Luísa e aos 

colegas do laboratório, Fernanda, Regiane, Carol “cover”, Emília, Telma, Liciana, 

Flávia Pallis, Camila, Taís, Flávia Lopes, Kleber, Marcos André. 

Agradeço especialmente as minhas amigas queridas pelas risadas, desabafos, risotos 

e também pela ajuda na bancada, seja no período da manhã ou no turno da noite. Obrigada 

Renata, minha companheira de bancada, reagentes e plaquetas, Tati, companheira de 

ELISA e nas horas vagas também babá, Daiana, minha professora do “Cellix”, Angélica, 

amiga dos “projetos paralelos”, Flávia Boca, minha “roommate”, obrigada pelo abrigo. E 

por último, mas não menos importante, Venina Marcela, minha parceira FUNDAP, 

obrigada pela amizade sincera durante esses sete anos. 

Não posso deixar de agradecer aos amigos que conheci em Londres. Obrigada 

Waldinei, Nasser e Eudoxia por me acolherem e cuidarem tão de bem mim. Aos amigos 

do James Black Centre, Laura, Siana, Maria, Neeti, Suleyman, Tim, Nick, Florence, 

Anna, Amandine, Claire, Annabelle, Stephen, obrigada pelas “happy hours” no The Sun 

e por me aturarem tantas vezes reclamando da comida e do frio. Agradeço também à minha 

orientadora em Londres, Prof. Swee Lay Thein, pela oportunidade única de fazer parte da 

equipe de pesquisadores do King’s College London. 

 

 



 

viii 
 

Em especial gostaria de agradecer imensamente pela paciência e amor de meu filho 

Luís Fernando, meu companheiro Heberth e minha família. Obrigada por estarem 

presentes em todas as etapas de minha vida, mesmo quando eu estou fisicamente tão longe.  

Agradeço à Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP) 

pelo apoio financeiro para a realização deste trabalho e do estágio de pesquisa no exterior 

(BEPE).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ix 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

"The important thing is not to stop questioning; curiosity has 

its own reason for existing." 

 

Albert Einstein (1879 - 1955)



 

x 
 



 

xi 
 

RESUMO 

A anemia falciforme (AF) é uma hemoglobinopatia hereditária resultante de uma 

mutação no gene que codifica a subunidade -globina, levando à produção da hemoglobina 

S (HbS) nos eritrócitos. Com a polimerização da HbS, durante a desoxigenação, ocorre a 

deformação e fragilização das células vermelhas, resultando em anemia hemolítica e 

eventos vaso-oclusivos. As crises vaso-oclusivas são a principal causa de morbidade nos 

pacientes com anemia falciforme e as plaquetas parecem ter um papel importante nesse 

processo, pois uma vez ativadas elas secretam e expressam mediadores que induzem uma 

resposta inflamatória tanto em leucócitos como em células endoteliais. A proposta deste 

trabalho foi investigar a produção e expressão dos mediadores inflamatórios derivados de 

plaquetas, LIGHT e CD40L, em controles (indivíduos saudáveis; CON), pacientes com 

anemia falciforme (AF) e pacientes com anemia falciforme em terapia com hidroxiureia 

(AFHU). Também avaliamos o envolvimento das plaquetas e seus mediadores na ativação 

de leucócitos e células endoteliais. Os níveis plasmáticos de ambas citocinas foram 

significativamente maiores em indivíduos AF e AFHU do que nos indivíduos controle e, 

curiosamente, apesar da hidroxiureia ser capaz de diminuir a concentração plasmática de 

algumas citocinas inflamatórias, a terapia com essa droga não foi associada com qualquer 

alteração nos níveis de LIGHT ou CD40L. Foi observada uma correlação expressiva da 

concentração de LIGHT com níveis plasmáticos de CD40L, IL-8, ICAM-1, 

Trombospondina-1 e TNF-α, enquanto que a concentração plasmática de CD40L 

correlacionou-se com os níveis de TNF-α e principalmente com Trombospondina-1, 

indicando que tanto LIGHT como CD40L podem estar participando ou então refletindo a 

inflamação crônica presente na anemia falciforme. A expressão proteica de LIGHT foi 

significativamente maior na superfície de plaquetas de indivíduos AF e AFHU em 

comparação com plaquetas CON e apresentou uma correlação com marcadores de ativação 

plaquetária. A secreção de LIGHT pelas plaquetas foi determinada por ELISA e 

concentrações significativas dessa citocina puderam ser detectadas no sobrenadante de 

plaquetas CON e AF, sugerindo que essas células podem ser uma fonte importante de 

LIGHT na circulação. Apesar da expressão de CD40L não ter sido detectada na superfície 

das plaquetas de pacientes e controles, as plaquetas de pacientes AF secretaram uma 
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quantidade maior de CD40L em comparação aos controles e foi observada uma correlação 

significativa entre a liberação de LIGHT e CD40L em plaquetas de pacientes AF, indicando 

que pode existir uma associação na secreção dessas duas citocinas. A expressão dos 

receptores de LIGHT (HVEM e LTβR) e de CD40L (CD40) foi avaliada por citometria de 

fluxo em plaquetas, neutrófilos, linfócitos e monócitos. Foi observado que o receptor 

HVEM estava mais expresso em plaquetas e linfócitos de pacientes com anemia falciforme, 

enquanto que a expressão do receptor CD40 estava elevada nas plaquetas, nos neutrófilos, 

nos linfócitos e nos monócitos de pacientes, comparando com o grupo controle. Esses 

dados mostram que a via de sinalização de LIGHT e CD40L pode estar alterada na anemia 

falciforme, contribuindo com a ativação dos leucócitos. Quando avaliamos a participação 

das plaquetas na ativação dos leucócitos, observamos que as plaquetas de indivíduos com 

anemia falciforme foram eficientes em aumentar a expressão do marcador de ativação, 

CD69, nos linfócitos e também em induzir o fenótipo pró-inflamatório nos monócitos. 

Enquanto que a co-cultura de HUVECs com plaquetas demonstrou que as plaquetas de 

pacientes com anemia falciforme possuem uma capacidade maior de induzir a expressão de 

ICAM-1 em células endoteliais do que as plaquetas de indivíduos controle. Na presença de 

anticorpos anti-CD40L observamos uma redução drástica no aumento da expressão de 

ICAM-1 pelas plaquetas e apesar dessa expressão também ter sido reduzida na presença de 

anticorpos anti-LIGHT, esses resultados não foram estatisticamente significativos. 

Interessantemente, altas concentrações plasmáticas de LIGHT estavam associadas com a 

elevada velocidade de regurgitação tricúspide, um indicativo de hipertensão pulmonar na 

anemia falciforme e uma associação significativa também foi encontrada entre níveis 

elevados de CD40L e pacientes com histórico de Síndrome Torácica Aguda. Essas 

evidências sugerem que LIGHT e CD40L parecem estar contribuindo com a ativação dos 

leucócitos e do endotélio, exercendo um papel importante na fisiopatogenia da anemia 

falciforme e aparentemente nas manifestações clínicas desta doença. Os resultados 

encontrados neste estudo evidenciam a importância que as plaquetas e seus mediadores 

inflamatórios, LIGHT e CD40L, podem ter na propagação da inflamação vascular presente 

na anemia falciforme, se tornando possíveis alvos para novas abordagens terapêuticas. 
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ABSTRACT 

Sickle cell disease results from a single amino acid substitution in the gene 

encoding the β-globin subunit, leading to hemoglobin S production in red blood cells. 

Polymerization of deoxygenated sickle hemoglobin leads to decreased deformability of red 

blood cells, resulting in hemolytic anemia and vaso-occlusive events. Platelets appear to 

play an important role in the vaso-occlusive process, as following their activation they 

express and secrete mediators that induce an inflammatory response in endothelial cells and 

leukocytes. The purpose of this study was to investigate the production and expression of 

LIGHT and CD40L on platelets, the presence of this protein in the plasma of controls 

(healthy subjects; CON), sickle cell anemia patients (AF) and sickle cell anemia patients on 

hydroxyurea therapy (AFHU). In addition, this study evaluated the involvement of platelets 

and their mediators, LIGHT and CD40L, in the activation of leukocytes and endothelial 

cells. Plasma levels of both cytokines were significantly higher in AF and AFHU 

individuals than in control individuals and interestingly, HU therapy was not associated 

with a reduction in these levels. A significant correlation was observed between levels of 

LIGHT with plasma levels of CD40L, IL-8, ICAM-1, Thrombospondin -1 and TNF- α, 

whereas the plasma concentration of CD40L correlated with levels of TNF-α and especially 

with plasma Thrombospondin-1. LIGHT expression was significantly higher on the surface 

of platelets from AF and AFHU subjects, compared with CON individuals and this 

expression demonstrated a correlation with markers of platelet activation. LIGHT secretion 

was determined by ELISA and significant concentrations of this cytokine could be detected 

in the supernatant of platelets from CON and AF individuals, indicating that platelets may 

be an important source of LIGHT. Although CD40L expression was not detected on the 

platelet surface in patients or controls, sickle platelets secreted an increased amount of 

CD40L, compared to controls. A significant correlation was observed between CD40L and 

LIGHT release in sickle cell patients, indicating that the production of these two proteins 

may be tightly coupled. The expression of LIGHT (HVEM and LTβR) and CD40L (CD40) 

receptors was evaluated by flow cytometry on the surface of platelets, neutrophils, 

lymphocytes and monocytes. An increased HVEM receptor expression was observed on the 

platelets and lymphocytes of sickle cell patients, whereas the expression of the CD40 
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receptor was elevated on platelets, neutrophils, lymphocytes and monocytes from sickle 

cell patients, compared to control subjects. Evaluating the contribution of platelets to 

leukocyte activation, we observed that platelets from sickle cell anemia individuals 

increased the expression of the activation marker, CD69, on lymphocytes and also induced 

a pro-inflammatory phenotype on monocytes. Co-culture of HUVEC with platelets 

demonstrated that sickle cell platelets have an increased ability to induce ICAM-1 

expression on endothelial cells than platelets from control subjects. Furthermore, in the 

presence of anti-CD40L antibodies, a drastic reduction was observed in this increase. 

Although the expression of endothelial ICAM -1 was also reduced in the presence of anti-

LIGHT antibodies, these results were not statistically significant. Interestingly, high plasma 

concentrations of LIGHT were associated with elevated tricuspid regurgitant velocity, 

indicative of pulmonary hypertension in sickle cell anemia. A significant association was 

also found between high levels of CD40L and patients with a lifetime history of acute chest 

syndrome. LIGHT and CD40L appear to contribute to leukocyte and endothelial activation, 

playing an important role in the pathophysiology of sickle cell anemia and apparently in the 

clinical manifestations of this disease. These results highlight the important role that 

platelets and their inflammatory mediators may play in the vascular inflammation that is 

known to occur in sickle cell anemia. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Anemia Falciforme - Aspectos Gerais 

A anemia falciforme é uma hemoglobinopatia hereditária resultante de uma mutação 

puntiforme no gene da beta-globina. Essa mutação leva à substituição do ácido glutâmico 

por uma valina na sexta posição dessa cadeia, formando uma hemoglobina com 

propriedades físico-químicas anormais, conhecida como HbS (Brittenham et. al., 1985). 

Com a desoxigenação das hemácias, as moléculas de HbS sofrem agregação e 

polimerização. Após esse processo, a hemoglobina que se apresentava na forma de um 

líquido de fluxo livre passa a ter o aspecto de um gel viscoso, resultando na formação de 

fibras com consequente deformação dos eritrócitos, que adquirem uma forma de foice 

(Cotran et. al., 2000). A substituição de um único aminoácido na estrutura da hemoglobina 

compreende a base molecular para a anemia falciforme, mas a evolução clínica 

correspondente à esta doença é extraordinariamente complicada e afeta vários órgãos, como 

os rins, baço e pulmão. Pacientes com AF sofrem com uma anemia hemolítica severa, 

recorrentes crises vaso-oclusivas, além de uma disfunção crônica dos órgãos (Rees et. al., 

2010). 

1.2 Classificação 

O termo doença falciforme é utilizado para se referir a todos os diferentes genótipos 

que causam a síndrome clínica característica, enquanto que anemia falciforme, refere-se 

especificamente à homozigose do alelo βS, a forma mais comum da doença falciforme. Em 

populações de origem étnica Africana, a anemia falciforme geralmente é responsável por 

70% dos casos de doença falciforme, sendo a maioria do restante dos casos doença da 

hemoglobina SC (doença falciforme SC). Essa variante da doença falciforme resulta da co-

hereditariedade dos alelos βS e βC e possui uma gravidade clínica intermediária (Nagel et. 

al., 2003). Devido ao perfil étnico da população brasileira, a incidência da doença 

falciforme varia de 1 em cada 650 a 4 mil nascimentos. Nos estados com maior 

concentração de afro descendentes a prevalência desta doença é mais alta, se tornando um 

grave problema de saúde pública no Brasil (Portal da Saúde – Triagem Neonatal - 

http://portal.saude.gov.br/portal/saude/area.cfm?id_area=1061). 
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1.3 Inflamação crônica na anemia falciforme 

A anemia falciforme é acompanhada por um estado inflamatório crônico que 

contribui com várias complicações (Hagar e Vichinsk, 2008) e o endotélio possui um papel 

fundamental na propagação e na perpetuação dessa inflamação. As células endoteliais, 

quando ativadas por estímulos decorrentes da hipóxia/reperfusão ou da hemólise 

intravascular, além de exibirem um expressão anormal de moléculas de adesão, adquirem 

um fenótipo pró-coagulante e liberam uma grande quantidade de citocinas e quimiocinas 

que são responsáveis pela ativação e o recrutamento de plaquetas e leucócitos (de 

Franceschi et al., 2003; Setty et al., 2008; Galley et al., 2004; Croizat et al., 1994). As 

plaquetas e os leucócitos também respondem aos estímulos gerados pelas células 

endoteliais produzindo uma variedade de mediadores inflamatórios. Alguns desses 

mediadores, como fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e a interleucina 1 beta (IL-1 β), 

são potentes ativadores do endotélio (Francis Jr et al., 1992), desencadeando um ciclo 

vicioso de ativação, adesão celular e produção de moléculas inflamatórias, culminando no 

estado crônico de inflamação que é fundamental para o processo vaso-oclusivo (Conran e 

Costa, 2009). 

1.4 Crise vaso-oclusiva 

São muitas as complicações clínicas que estão relacionadas à anemia falciforme. 

Indivíduos com esta doença sofrem com complicações neurológicas consequentes de 

acidente vascular cerebral, infecções recorrentes, síndrome torácica aguda e hipertensão 

pulmonar. Dentre estas complicações, a crise vaso-oclusiva é a manifestação mais comum, 

sendo uma das principais causas de morbidade na anemia falciforme. A oclusão da 

microcirculação em áreas como ossos longos, costelas e veias mesentéricas causam dor 

intensa, acompanhada por uma inflamação local (Rees et. al., 2010).  

A oclusão vascular é causada pela retenção de hemácias e leucócitos na 

microcirculação, causando a obstrução dos vasos e isquemia tecidual. Embora esse 

processo necessite da polimerização da HbS, o evento que desencadeia essa obstrução é 

muitas vezes inflamatório (Frenette 2002; Turhan et. al., 2002).  Ciclos de isquemia e 

reperfusão causam estresse oxidativo, aumentando a expressão de moléculas de adesão nas 
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células endoteliais e aumentando a síntese de citocinas inflamatórias que podem causar 

leucocitose (Belcher et. al., 2003 e 2005). 

Outro mecanismo importante deste processo é a hemólise intravascular. A 

hemoglobina livre no plasma ocasiona a produção de espécies reativas do oxigênio, que são 

potentes captadores de óxido nítrico, diminuindo a biodisponibilidade desse gás solúvel na 

circulação (Reiter et. al., 2002). O óxido nítrico é um potente vasodilatador, produzido 

principalmente pelo endotélio, que possui a capacidade de inibir a ativação das células 

endoteliais, impedindo a regulação da expressão de moléculas de adesão, como a molécula 

de aderência às células vasculares 1 (VCAM-1), molécula de aderência intercelular 1 

(ICAM-1) e selectinas (De Caterina et. al., 1995). 

A redução dos níveis de óxido nítrico juntamente com o aumento de mediadores 

inflamatórios e fatores pró-coagulantes na circulação induzem a ativação do endotélio 

vascular (Conran et al., 2009), facilitando a adesão de hemácias e leucócitos que também 

apresentam um aumento das suas propriedades adesivas (Canalli et. al., 2007; Gambero et. 

al., 2007). Esses eventos provocam a obstrução do fluxo sanguíneo, formando agregados 

heterocelulares que diminuem o trânsito das células na microcirculação. O fluxo lento 

expõe as hemácias à hipóxia aumentando a polimerização da HbS e culminando na vaso-

oclusão (Stuart e Nagel, 2004). 

1.5 Hidroxiureia 

A polimerização da HbS desoxigenada é o evento primário indispensável na 

patogênese da doença falciforme. A taxa e extensão da polimerização da HbS é 

proporcional ao grau de desoxigenação das células vermelhas, pH, assim como à 

concentração intracelular de HbS e hemoglobina fetal (HbF). A presença de HbF nas 

hemácias reduz efetivamente a concentração de HbS, diminuindo a falcização das células 

(Noguchi et. al., 1988).  

Dentre as drogas citotóxicas que aumentam a concentração da HbF, a hidroxiureia 

(HU) vem sendo amplamente utilizada no tratamento da doença falciforme devido ao seu 

baixo efeito tóxico (Platt et. al., 1984) e também ao seu efeito nas complicações clínica 

desta doença, como a diminuição da frequência de crises vaso-oclusivas, síndrome torácica 

aguda e da necessidade de transfusão sanguínea (Charache et.al., 1995). Com o tempo, 
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vários outros efeitos benéficos foram sendo atribuídos a essa droga, incluindo a diminuição 

da contagem de plaquetas e leucócitos, a diminuição da ativação do endotélio (Odièvre et. 

al., 2007), mudanças na expressão de moléculas de adesão (Canalli et. al., 2008; Gambero 

et. al., 2007) e a geração de óxido nítrico (Lou et. al., 2009). Em geral, a hidroxiureia é bem 

tolerada e seu principal efeito colateral, a curto prazo, é uma mielossupressão dose 

dependente. Além de muitos pacientes não responderem ao tratamento, existe uma 

preocupação sobre a possibilidade da hidroxiureia predispor a doenças malignas a longo 

prazo, embora haja pouca evidência para apoiar esta teoria (Lankron et. al., 2008).  

1.6 Plaquetas e vaso-oclusão 

As plaquetas são pequenos fragmentos discoides formados na medula óssea a partir 

dos megacariócitos. Apesar de não possuírem núcleo e não poderem se reproduzir, as 

plaquetas apresentam muitas características funcionais de células completas (Guyton e 

Hall, 2002). A função das plaquetas como mediadoras da hemostasia e trombose é bastante 

conhecida e documentada, mas atualmente várias evidências têm sugerido um importante 

papel dessas células na inflamação (Klinger et. al., 2002).  As plaquetas quando ativadas 

expressam e secretam mediadores inflamatórios que induzem uma resposta inflamatória em 

leucócitos e células endoteliais, estas células, por sua vez, também produzem uma série de 

mediadores que são capazes de ativar as próprias plaquetas (Gawaz et. al., 1998; Srivastava 

et. al., 1990). Essa versatilidade das plaquetas em interagir com diferentes tipos celulares 

parece desempenhar um importante papel na fisiopatogenia da anemia falciforme. 

Uma ativação plaquetária aumentada tem sido demonstrada em pacientes com 

anemia falciforme mesmo quando esses pacientes não estão em crise, entretanto, as 

consequências dessa ativação ainda não estão muito bem esclarecidas (Villagra et. al., 

2007). De acordo com resultados publicados pelo nosso grupo de pesquisa, as plaquetas, na 

anemia falciforme, possuem uma capacidade aumentada de aderirem a componentes da 

parede vascular e o contato físico entre essas células, in vitro, promove a expressão de 

moléculas de adesão e a produção de citocinas inflamatórias nas células endoteliais 

(Proença-Ferreira et. al., 2010 e Proença-Ferreira et. al., no prelo). 
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1.7 CD40L 

Várias citocinas derivadas de plaquetas parecem estar envolvidas na inflamação 

mediada por plaquetas (Klinger et. al., 2002). Recentemente, bastante atenção tem sido 

focada no papel do CD40 ligand (CD40L). CD40L é uma proteína transmembrana, 

pertencente à família do fator de necrose tumoral (TNF), que tem como principal receptor o 

CD40. A interação CD40-CD40L foi inicialmente pensada ser apenas um modulador 

imunológico responsável pela proliferação e diferenciação de linfócitos (Spriggs et.al., 

1992; Schonbeck e Libby, 2001). No entanto, vários trabalhos demonstraram que o CD40L 

desempenha um papel muito mais amplo, sendo bastante importante na fisiopatogenia de 

doenças vasculares, como a aterosclerose (Schonbeck et. al., 2000).  

Tanto CD40 como CD40L estão expressos em uma grande variedade de células do 

sistema imune (linfócitos, monócitos, células dendríticas e neutrófilos) e também em outros 

tipos celulares como as células endoteliais, células do músculo liso e células epiteliais 

(Schonbeck et. al., 2001). Além disso, já foi demonstrado que as plaquetas são a principal 

fonte de CD40L na circulação (Henn et. al., 1998).  

A sinalização CD40-CD40L induz a proliferação, diferenciação e ativação das 

células, a qual é caracterizada pela liberação de uma vasta gama de citocinas (IL-1β, IL-2, 

TNF-α, interferon-γ) e fatores de crescimento (VEGF) que exercem vários efeitos pró e 

anti-inflamatórios (Tedgui e Mallat, 2006; Kleemann et. al., 2008). A interação CD40-

CD40L também resulta na expressão de moléculas de adesão (ICAM-1, VCAM-1, P-

selectina) e quimiocinas (MCP-1, RANTES) que regula a migração de diferentes tipos 

celulares (Charo e Ransohoff, 2006; Zernecke et. al., 2008). 

A molécula de CD40L, como outros membros da família do TNF, também pode ser 

detectada na forma solúvel (sCD40L), a qual é liberada principalmente pelas plaquetas após 

estimulação. sCD40L foi encontrada elevada e biologicamente ativa na anemia falciforme, 

sugerindo uma potencial contribuição de mediadores derivados de plaquetas na 

inflamação crônica e na atividade trombótica que ocorrem na anemia falciforme (Lee et. 

al., 2006). 
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1.8 LIGHT 

Outro mediador que parece estar envolvido na inflamação mediada por plaquetas é a 

citocina LIGHT (Lymphotoxin-like, exhibits inducible expression, and competes with HSV 

glycoprotein D (gD) for HVEM, a receptor expressed by T lymphocytes; TNFSF14). Essa 

proteína, que pertence à família do TNF, tem um papel importante na regulação da resposta 

imune e possui três receptores, o herpes virus entry mediator (HVEM), o lymphotoxin-β 

receptor (LTβR) e o soluble decoy receptor 3 (DcR3). As funções das vias de sinalização 

associadas a estes receptores são geralmente específicas ao contexto da célula alvo, devido 

à sua expressão em uma grande variedade de tipos celulares (Granger e Rickert, 2003). Na 

maioria dos casos, a ligação LIGHT/HVEM ativa seletivamente a via do NF-kB, iniciando 

a transcrição de genes envolvidos na sobrevivência e crescimento celular e na inflamação. 

Alguns estudos mostram que essa via também atua como moduladora da resposta de células 

T e na co-estimulação da ativação dessas células (Ware, 2009). As atividades da via de 

sinalização LIGHT/LTβR incluem a indução in vitro da apoptose, a produção de várias 

citocinas e a ativação de células dendríticas e do estroma (Ware, 2008). E o DcR3, que é 

um receptor solúvel produzido por diferentes tipos celulares, tem a capacidade de 

neutralizar os efeitos biológicos de LIGHT (Lin e Hsieh, 2011).  

LIGHT é biossintetizada como um homotrímero e existe em três formas físicas que 

são geradas por splicing alternativo ou clivagem enzimática. Quando o gene é codificado 

por inteiro dá origem a uma glicoproteína transmembrana do tipo II típica da família do 

TNF. Foi descrita também uma isoforma de splicing alternativo que codifica uma molécula 

não glicosilada sem o domínio transmembranar que é retida no citoplasma das células T 

ativadas. Uma terceira forma de LIGHT é solúvel (sLIGHT) e proveniente da clivagem 

dessa proteína da superfície das células mediante a atividade de metaloproteinases (Granger 

et. al., 2001; Morel et. al., 2000). A diferente localização celular destas três formas de 

LIGHT implica que elas podem transmitir funções biológicas distintas. 

LIGHT é produzida por leucócitos e, de acordo com alguns estudos, também pode 

ser sintetizada por plaquetas (Otterdal et. al., 2006; Celik et. al., 2007; Celik et. al., 2009). 

Otterdal e colaboradores demonstraram que as plaquetas, quando ativadas, são capazes de 

liberar a forma solúvel de LIGHT através de um mecanismo dependente da ativação da GP 

IIb/IIIa e da ação de metaloproteinases. Além disso, também mostraram que sLIGHT 
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derivado de plaquetas é biologicamente ativa e pode induzir uma resposta inflamatória em 

monócitos e células endoteliais induzindo a regulação de moléculas de adesão e a liberação 

de quimiocinas (Otterdal et. al., 2006). LIGHT surgiu como um potencial alvo terapêutico 

em várias doenças inflamatórias, como a aterosclerose, pois há evidências de que a 

interação LIGTH/HVEM pode mediar a produção de mediadores pró-aterogênicos por 

monócitos e células endoteliais, bem como a migração de macrófagos e a proliferação de 

células do músculo liso (Wang e Fu, 2005; Ware, 2009). Essas evidências sugerem que 

LIGHT também pode estar participando da inflamação crônica presente na anemia 

falciforme. 
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2. JUSTIFICATIVA 

Atualmente a anemia falciforme é conhecidamente caracterizada por um estado 

inflamatório crônico, mas os mecanismos que induzem a produção de mediadores 

inflamatórios e a participação das plaquetas neste processo são pouco conhecidos. As 

proteínas inflamatórias estão envolvidas em vários mecanismos que contribuem para a 

patogenia da vaso-oclusão, como na ativação do endotélio, leucócitos e eritrócitos. Desta 

forma, a avaliação da produção de LIGHT e CD40L pelas plaquetas de pacientes com 

anemia falciforme e a investigação do envolvimento dessas células na ativação dos 

leucócitos e células endoteliais daria uma melhor indicação do papel das plaquetas e seus 

mediadores inflamatórios na fisiopatogenia da anemia falciforme e no processo vaso-

oclusivo.  

 



 

42 
 



 

43 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. OBJETIVOS



 

44 
 



 

45 
 

3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivos gerais 

Investigar a produção e a expressão de LIGHT e CD40L em plaquetas e a presença 

desses mediadores inflamatórios no plasma de pacientes com anemia falciforme, em terapia 

ou não com HU.  

Investigar a contribuição de LIGHT e CD40L para a resposta inflamatória mediada 

por plaquetas na anemia falciforme. 

3.2 Objetivos específicos 

a. Quantificar os níveis de LIGHT e CD40L no plasma de pacientes com anemia 

falciforme e controles. 

b. Quantificar os níveis de LIGHT e CD40L liberados por plaquetas de pacientes com 

anemia falciforme e controles. 

c. Avaliar a expressão de LIGHT, CD40L e seus respectivos receptores na superfície 

das plaquetas de pacientes e controles por citometria de fluxo. 

d. Avaliar a expressão gênica e proteica de LIGHT, CD40L e seus respectivos 

receptores em neutrófilos, monócitos e linfócitos de pacientes e controles por PCR em 

tempo real e citometria de fluxo. 

e. Investigar a capacidade das plaquetas em ativar neutrófilos, monócitos, linfócitos e 

células endoteliais.  

f. Avaliar o papel de LIGHT e CD40L, derivado de plaquetas, na ativação de 

neutrófilos, monócitos, linfócitos e células endoteliais.  

g. Avaliar os níveis plasmáticos de LIGHT e CD40L no cohort de pacientes com 

anemia falciforme de Londres – Reino Unido. 
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4. CASUÍSTICA E ASPECTOS ÉTICOS 

4.1 Casuística 

Para o grupo controle foram recrutados indivíduos saudáveis (funcionários, alunos, 

doadores de sangue do hemocentro da UNICAMP, da Fundação HEMOPE e do King’s 

College Hospital, ou indivíduos voluntários à pesquisa). Estes indivíduos não estavam em 

uso de medicações anti-inflamatórias, analgésicas ou de anticoagulantes e tinham idade 

entre 18 e 60 anos. 

 Os pacientes com anemia falciforme (em terapia ou não com hidroxiureia) e 

pacientes com doença falciforme SC foram recrutados do Ambulatório de 

Hemoglobinopatias do Hemocentro da UNICAMP, da Fundação HEMOPE e do King’s 

College Hospital. Estes pacientes foram diagnosticados com anemia falciforme através da 

técnica de eletroforese de hemoglobinas e estavam sem crises de dor ou transfusões 

sanguíneas por pelo menos 3 meses antes da data de coleta das amostras.  

Os indivíduos do grupo de pacientes com anemia falciforme em terapia com HU 

(15-30 mg/Kg/dia) estavam em uso desse medicamento por pelo menos 3 meses antes da 

data de coleta das amostras. 

4.2 Aspectos éticos da pesquisa 

Este estudo foi aprovado em 24/03/2009 pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) 

da Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP, Parecer no 065/2009, conforme previsto 

na resolução no. 196/96 do Conselho Nacional de Saúde (CNS). Os experimentos realizados 

na Fundação HEMOPE e no King’s College London também passaram por avaliação e 

foram aprovados pelos respectivos Comitês de Ética em Pesquisa. Todos os participantes 

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, previamente aprovado pelo CEP.
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5. METODOLOGIA 

5.1 Separação de plasma livre de plaquetas 

O plasma livre de plaquetas (PLP) foi preparado a partir da centrifugação do sangue 

total, coletado em EDTA, por 15 minutos a 1000 g, 22oC. Em seguida o plasma obtido foi 

centrifugado mais uma vez por 15 minutos (3000 g, 22 oC) e filtrado por uma unidade 

filtrante estéril e descartável (Millex GV, Millipore). O plasma foi armazenado a – 80o C 

até uso em ensaios. 

5.2 Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay - ELISA 

Os níveis de sLIGHT, sCD40L, sICAM-1, sVCAM-1, DcR3, IL-8, IL-6, MCP-1, 

TNF-α e Trombospondina-1 (TSP-1) foram determinados no plasma ou no sobrenadante de 

plaquetas (2x10⁸/mL) utilizando kits de ELISA de alta sensibilidade específicos para 

detecção de cada proteína (R&D Systems, Minneapolis, MN), seguindo as instruções do 

fabricante. 

5.3 Separação e ativação de plaquetas 

Aproximadamente 18 mL de sangue periférico foram coletados em tubos com ACD 

(Ácido Citrato Dextrose) de indivíduos controles e pacientes com anemia falciforme. Após 

centrifugação (20 min, 200g, 21°C), o plasma rico em plaquetas (PRP) foi transferido para 

outro tubo (cerca de 3 mL) com tampão de lavagem (aproximadamente de 5 mL, 140 mM 

NaCl / 0.5 mM KCl / 12 mM citrato de sódio / 10 mM glicose / 12.5 mM sacarose, pH= 6), 

e centrifugado por 12 minutos a 800 g, 21°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet de 

plaquetas ressuspendido cuidadosamente com 500 µL de solução de Krebs (118 mM NaCl / 

25 mM NaHCO3 / 1.2 mM KH2PO4 /1.7 mM MgSO4 / 5.6 mM glicose, pH=7,4). A 

contagem de plaquetas foi realizada no contador automático AcT Diff™ (Beckman & 

Coulter) e a concentração final foi ajustada de acordo com o experimento a ser realizado.  

As plaquetas lavadas, na concentração de 2x108 PLQs/mL, foram incubadas ou não 

com 20 µM de ADP ou 10 µg/ml de colágeno humano tipo I (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA) a 37°C por 90 minutos, posteriormente o sobrenadante foi separado por 

centrifugação e armazenado a -80°C até o uso em ensaios. 
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5.4 Separação de neutrófilos e células mononucleares 

O sangue periférico, coletado em tubo contendo heparina, foi submetido a um 

sistema de gradiente Ficoll-Hypaque de densidades 1.0771g/mL e 1.1191g/mL e 

centrifugado a 700 g por 30 minutos à temperatura ambiente. Após centrifugação, as 

camadas de células granulocíticas e células mononucleares foram separadas e lavadas com 

PBS 1X (pH=7,4). Foi realizada uma lise hipotônica (Solução de amônia - 155mM NH4CL, 

10mM KHCO3) a fim de romper hemácias contaminantes e após outra etapa de lavagem, as 

células foram ressuspendidas em PBS 1X na concentração de 1x106 células/mL para o uso 

em ensaios. Apenas amostras com mais de 92% de pureza foram utilizadas nos 

experimentos. As expressões de LIGHT, HVEM, LTβR, CD40L e CD40 foram avaliadas 

nessas células pelo método de citometria de fluxo. 

5.5 Incubação de leucócitos com plaquetas 

Em alguns experimentos, neutrófilos e células mononucleares controles foram 

incubados com plaquetas (1x108/mL) de pacientes com anemia falciformes ou de 

indivíduos controles por 15 minutos (neutrófilos) ou 1 hora (neutrófilos e células 

mononucleares) a 37°C, dependendo do experimento. Após esse período, a ativação dessas 

células foi observada pelo método de citometria de fluxo analisando a expressão das 

seguintes moléculas. 

i. Neutrófilos: CD11a (subunidade α da integrina LFA-1) e CD11b (subunidade α da 

integrina Mac-1) na sua conformação ativada e CD66b. 

ii. Monócitos: CD11b, CD16 (receptor FcγRIIIa) e Fator Tecidual (CD142). 

iii. Linfócitos: CD69 (marcador de ativação de linfócitos) e ICAM-1 (CD54). 

 

5.6 Cultivo de células endoteliais e co-cultura com plaquetas 

Células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECs), adquiridas da American 

Type Culture Collection (Manassas, VA, EUA), foram cultivadas em frascos de 25 cm com 

meio de Ham12K suplementado com ECGSF, HEPES (20mM), penicilina (100U/ml), 

estreptomicina (100U/ml), fungisone (2.5 µg/ml), glutamina (2mM) e 10% de soro fetal 
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bovino. As células foram usadas após a 4°-6° passagem e mantidas em estufa a 37°C com 

5% CO2. O meio foi substituído a cada dois dias até as células atingirem confluência (3-5 

dias). 

Após atingirem confluência, as HUVECs foram cultivadas em placas de 12 poços 

na presença de plaquetas (3x108/mL) de pacientes com anemia falciforme ou de indivíduos 

controles a 37oC com 5% CO2, por 24 horas. Em seguida, a ativação dessas células foi 

observada pelo método de citometria de fluxo analisando a expressão das moléculas de 

adesão ICAM-1 (CD54), VCAM-1 (CD106) e E-selectina (CD62E). 

5.7 Citometria de fluxo 

A expressão superficial de proteínas em plaquetas, neutrófilos, monócitos, linfócitos 

e HUVECs foi medida por imunofluorescência. As análises foram realizadas no citômetro 

de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson) utilizando o software FACS Diva e em todos os 

experimentos foi utilizado um anticorpo controle não-específico IgG (AbD SEROTEC). 

Um total de 10000 eventos foram analisados para cada amostra. 

5.7.1 Plaquetas 

O PRP (5 µL), obtido por centrifugação do sangue total (200g, 21°C por 20 

minutos), foi estimulado ou não com ADP (20 mM, Sigma-Aldrich) por 30 min em 

temperatura ambiente (TA). Após fixação com paraformaldeído 1% (10 min, TA), as 

plaquetas foram lavadas e incubadas por 20 min a TA no escuro com os anticorpos anti-

LIGHT (PE – R&D Systems), anti-HVEM (APC – R&D Systems), anti-LTβR (PE– R&D 

Systems), anti-CD40L (FITC – BD Bioscience), anti-CD40 (PE – R&D Systems), anti-

CD62P (PE - BD Bioscience) e PAC-1 (FITC - BD Bioscience), anticorpo que reconhece a 

integrina αIIbβ3 na sua conformação de alta afinidade. As amostras foram 

lavadas novamente, ressuspendidas em 300µL de PBS 1X e analisadas.  

5.7.2 Leucócitos 

Neutrófilos e células mononucleares isolados (1x106 células/mL) foram incubados 

por 30 min a 4oC no escuro com os anticorpos anti-LIGHT (PE – R&D Systems), anti-

HVEM (APC – R&D Systems), anti-LTβR (PE – R&D Systems), anti-CD40L (FITC – BD 
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Bioscience), e anti-CD40 (PE – R&D Systems). As amostras de células mononucleares 

também foram marcadas com os anticorpos anti-CD3 (FITC - BD Bioscience), anti-CD14 

(FITC – BD Bioscience) e anti-CD16 (APC – R&D Systems) para diferenciar as 

populações de linfócitos e monócitos. Após a incubação, as células foram lavadas e 

ressuspendidas em 300µL de PBS 1X para análise. Para a identificação dos linfócitos nas 

amostras de células mononucleares foram utilizados gráficos “dot plot” SSC (side scatter) 

x CD3 e para a identificação dos monócitos foram utilizados gráficos “dot plot” SSC (side 

scatter) x CD14. 

Nos experimentos de incubação com plaquetas os neutrófilos foram marcados com 

os anticorpos anti-CD11a (MEM-83 - Abcam), anti-CD11b (FITC - eBioscience), anti-

CD66b (FITC – BD Bioscience) e as células mononucleares foram marcadas com anti-

CD11b (PE-Cy7 - BD Bioscience), anti-CD142 (PE – BD Bioscience), anti-CD16 (APC – 

R&D Systems), anti-CD69 (APC – R&D Systems), anti-CD54 (PE -  BD Bioscience), anti-

CD3 (FITC - BD Bioscience) e anti-CD14 (FITC – BD Bioscience). 

5.7.3 Células endoteliais 

Um total de 1x105 HUVECs foram incubadas com plaquetas em placas de 12 poços. 

Após 24 horas, as plaquetas foram retiradas e as HUVECs foram removidas das placas 

utilizando 1 mL de tripsina (0.5 g/L - Sigma-Aldrich) por 3 min a 37°C. Em seguida, as 

células foram lavadas com PBS (pH 7,4) e incubadas por 30 min a 4°C no escuro com os 

anticorpos anti-CD54 (PE -  BD Bioscience), anti-CD106 (FITC - BD Bioscience) e anti-

CD62E (APC - BD Bioscience). Então, as células foram lavadas duas vezes com PBS e 

posteriormente analisadas.  

5.8 Extração, quantificação e eletroforese de mRNA e síntese de cDNA 

O mRNA foi extraído de neutrófilos e células mononucleares. Após a separação das 

células foi adicionado 1mL de Trizol® (Invitrogen Corp. Carlsbad, CA, USA) e as 

próximas etapas para o isolamento do RNA foram realizadas de acordo com as 

recomendações do fabricante. A quantificação das amostras de RNA foi feita por 

espectrofotometria (NanoDrop Technologies, Inc., EUA). A integridade e a qualidade das 

amostras de RNA total extraídas foram verificadas através de eletroforese em gel de 
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agarose desnaturante 1.2% com formaldeído. A observação de RNA ribossomais 

eucarióticos – 28S e 18S numa razão próxima de 2:1 foi indicativo da não degradação das 

amostras de RNA.  

As amostras de RNA obtidas como descrito anteriormente foram tratadas com a 

enzima DNaseI para remoção de DNA contaminante. A transcrição reversa foi realizada 

utilizando-se o kit SuperScriptIII (Life Technologies) de acordo com as instruções do 

fabricante. O cDNA produzido foi armazenado a -20oC até uso em ensaios.  

5.9 PCR em tempo real 

Esta técnica foi utilizada para quantificar a expressão dos genes que codificam as 

proteínas LIGHT e CD40L, assim como dos seus receptores. O princípio da técnica é 

baseado no monitoramento óptico da fluorescência do produto de PCR e como molde 

foram utilizadas amostras de cDNA. Os primers utilizados deste estudo foram desenhados 

utilizando o programa Primer Express (Applied Biosystems) e estão descritos na Tabela 1. 
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Tabela 1. Sequência dos primers utilizados neste estudo. 

Gene Sequências dos primers 

BAC 
F = 5’-AGGCCAACCGCGAGAAG-3’ 
R = 5’-ACAGCCTGGATAGCAACGTACA-
3’ 

GAPDH 
F = 5’-GCACCTCAAGGCTGAGAAC-3’ 
R = 5’-CCACTTGATTTTGGAGGGATCT-
3’ 

TNFSF14 F = 5’-CCTGGGAGCAGCTGATACAAG 
(LIGHT) R = 5’-CTGCCGGTCAAGCTGGAGT 

TNFRSF14 F = 5’-GTGCAGTCCAGGTTATCGTGTG 
(HVEM) R = 5’-CAATGTAGGTGCCTGGAGGG 

LTBR 
F = 5’-GAGCCACCCTTCTCTCTGCA 
R = 5’-TATGGATGGGCCTTCGGAG 

CD40LG 

F = 5’-
CATAAGTGAGGCCAGCAGTAAAAC 

(CD40L) R = 5’-
TGCTCATGGTGTAGTATCCTTTTTC 

CD40 
F = 5’-CGAAAAATGTCACCCTTGGAC 
R = 5’-CATCAGTCTTGTTTGTGCCTGC 

F, primer "forward"; R, primer "reverse". 
 

A detecção da amplificação em tempo real foi feita no equipamento ABI 5700 

Sequence Detector System (Applied Biosystems) por meio do reagente SyberGreen PCR 

Master Mix (Applied Biosystems). Para confirmar a precisão e reprodutibilidade do PCR 

em tempo real, a precisão do intra-ensaio foi calculada de acordo com a equação E(-

1/slope). As amostras foram analisadas em duplicata e os resultados foram expressos em 

unidades arbitrárias (UA) da expressão gênica quando comparados com os genes controles. 

5.10 Análise estatística 

Os dados foram plotados em planilhas do Excel ou no software GraphPad Prism e 

para as análises estatísticas inicialmente foram realizados testes para verificação da 

distribuição normal dos valores (Kolmogorov-Smirnov), utilizando o programa Instat 

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Os resultados foram expressos como 

média ± erro da média ou mediana ± desvio padrão.  Após verificação da distribuição dos 
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valores, foram feitos testes pareados (paramétricos ou não-paramétricos) para verificação 

da ação das plaquetas ou das proteínas inflamatórias LIGHT e CD40L em uma mesma 

amostra. As comparações entre os grupos de pacientes e controle foram feitas pelo teste de 

Kruskall Wallis, seguido de Dunn (não-paramétrico). Para comparações entre dois grupos 

foi utilizado o teste de Mann Whitney (não-paramétricos). Para as análises de correlação foi 

utilizado o teste de Spearman (não-paramétricos).  O teste exato de Fisher foi usado para 

comparar a incidência de complicações clínicas nos grupos de pacientes. Valores de P<0,05 

foram considerados como estatisticamente significantes.  
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6. RESULTADOS 

6.1 Dados hematológicos e níveis plasmáticos de sLIGHT e sCD40L em pacientes com 

anemia falciforme 

Foi coletado amostras de plasma de cinquenta e sete pacientes com anemia 

falciforme que não faziam uso de hidroxiureia (AF), quarenta e seis pacientes com anemia 

falciforme em terapia com HU (AFHU), vinte e dois pacientes com doença falciforme SC 

que não faziam uso de hidroxiureia (DFSC) e quarenta e sete indivíduos controles (CON). 

Pacientes e controles foram recrutados do Hemocentro de Campinas e da Fundação 

HEMOPE de Pernambuco. Os dados hematológicos e características dos pacientes estão 

resumidos na Tabela 2. Os níveis plasmáticos de sLIGHT e sCD40L foram dosados em 

controles e pacientes pelo método de ELISA e observou-se que os níveis de sLIGHT 

estavam significativamente elevados nos grupos AF, AFHU e DFSC em comparação com o 

grupo controle. Já a concentração de sCD40L estava significativamente aumentada apenas 

nos grupos AF e AFHU quando comparados ao grupo controle. Embora seja conhecido 

alguns efeitos anti-inflamatórios da hidroxiureia, não foi observada qualquer alteração nos 

níveis de sLIGHT e sCD40L no grupo de pacientes em terapia com essa droga (Fig.1). 

Nenhuma correlação significativa foi encontrada entre a concentração plasmática de 

sLIGHT e contagem de plaquetas, leucócitos ou HbF no grupo AF. Entretanto, os níveis de 

sLIGHT se correlacionaram positivamente com a contagem de leucócitos e a concentração 

de lactato desidrogenase no grupo AFHU (Tabela 3). Os níveis de sCD40L se 

correlacionaram apenas com o número de plaquetas no grupo AFHU e nenhuma outra 

correlação foi encontrada (Tabela 4). Em contraste, no grupo DFSC, foi encontrada uma 

correlação significativa entre a contagem de plaquetas e a concentração plasmática tanto de 

sLIGHT como de sCD40L (Tabelas 3 e 4, respectivamente).  
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Tabela 2. Dados demográficos e hematológicos dos pacientes com doença falciforme. 

  AF AFHU DFSC 

Masculino/Feminino 26/31 26/20 8/14 

Idade 
32.4 (31, 15, 59) 33.2 (30, 17, 58) 43 (43, 22, 65)           

P > 0.05 

Hemácias (x1012L) 
2.7 (2.8, 1.7, 4.3) 2.4 (2.3, 1.5, 3.6) 4.3 (4.2, 2.4, 6.3)         

  P = 0.01   

Hematócrito (%) 
24.4 (23.8, 16.0, 34.9) 25.9 (25.9, 18.7, 36.4) 33.5 (32.7, 23.8, 47.4)     

P = 0.05 

Hemoglobina (g/dL) 
8.2 (7.9, 5.5, 11.8) 8.8 (8.7, 6.2, 11.7) 11.6 (11.3, 8.1, 15.7)      

  P = 0.03   

Volume corpuscular 
médio (fL) 

89.9 (88.5, 71.1, 112.8) 107.5 (109.6, 73.1, 134.0) 80.4 (76.7, 58.7, 113.9)    
P < 0.0001 

Hemoglobina 
corpuscular média 

(pg) 

30.1 (30.3, 22.5, 35.9) 36.2 (36.8, 24.1, 44.8) 28.2 (27.3, 18.2, 42.1)     

  P < 0.0001   

Leucócitos (x109L) 
11.8 (11.0, 6.1,29.6) 9.3 (9.1, 3.8, 15.0) 9.2 (8.4, 3.9, 15.3)        

P = 0.002 

Plaquetas (x109L) 
383. 7 (365, 163, 698) 350.6 (327, 108, 780) 306.7 (252, 88, 625)      

  P > 0.05   

HbF (%) 
6.0 (5.8, 0.4, 21.5) 11.4 (11.1, 1.1, 29.3) 1.1 (1.8, 0.3, 12.2) 

  P < 0.0001                            

Com exceção de sexo, todos os dados estão representados como média (mediana, mínimo, máximo) 
para pacientes com anemia falciforme (AF), pacientes com anemia falciforme em terapia com HU 
(AFHU) e pacientes com doença falciforme SC (DFSC). Os valores de P são referentes às 
comparações entre os grupos AF e AFHU. HbF, hemoglobina fetal. 
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Figura 1. A concentração plasmática de sLIGHT (A) e sCD40L (B) foi determinada por 
ELISA de alta sensibilidade em indivíduos controle (CON), pacientes com anemia 
falciforme (AF), pacientes com anemia falciforme em terapia com HU (AFHU) e pacientes 
com doença falciforme SC (DFSC). Teste de Kruskall Wallis. 
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6.2 Associação entre a elevada concentração plasmática de LIGHT e velocidade de 

regurgitação da tricúspide na anemia falciforme 

Para investigar se LIGHT poderia ser um marcador de alguma complicação clínica, 

classificamos os pacientes com anemia falciforme em um grupo com elevados níveis 

plasmáticos de sLIGHT e outro grupo com baixo a moderado níveis de sLIGHT. O valor do 

cut-off utilizado para definir altas concentrações de sLIGHT foi de 30 pg/mL, 

correspondente ao valor de 75 percentil na população de pacientes estudada. Os dados 

clínicos foram coletados apenas dos pacientes do Hemocentro da UNICAMP (AF + AFHU; 

n = 47) e a presença ou ausência de manifestações clínicas foram comparadas nos dois 

grupos utilizando o teste exato de Fisher. Nenhuma associação foi observada entre altas 

concentrações de sLIGHT e AVC (acidente vascular cerebral, diagnosticado por 

ressonância magnética), osteonecrose (diagnosticado por radiografia), úlcera de perna, 

priaprismo ou síndrome torácica aguda (diagnosticada por radiografia e outros sintomas 

específicos). Entretanto, uma associação significativa foi encontrada com uma população 

de pacientes que apresentavam elevada velocidade de regurgitação da tricúspide (VRT ≥ 

2.5 m/s). Velocidades acima de 2.5 m/s são consideradas um indicativo de hipertensão 

pulmonar em pacientes com anemia falciforme (Hassel, 2011). Os dados estão 

representados na Tabela 5. Nenhuma associação foi encontrada entre sCD40L e alguma 

manifestação clínica. 
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Tabela 5. Associação de sLIGHT com manifestações clínicas na anemia falciforme. 

Complicação clínica 

Plasma LIGHT Plasma LIGHT 
P-value                      

Fisher's Exact 
<30.0 pg/mL >30.0 pg/mL 

n = 30 n = 17 

AVC 10.0% 5.8% P = 1.000 

Osteonecrose 10.0% 23.5% P = 0.235 

Úlcera de perna 10.0% 17.6% P = 0.653 

Priaprismo 30.0% (n=10) 0.0% (n=07) P = 0.228 

Síndrome Torácica              
Aguda 

20.0% 11.8% P = 0.692 

VRT ≥2.5 m/s 3.8% (n=26) 40.0% (n=15) P = 0.006 

AVC, Acidente Vascular Cerebral; VRT, Velocidade da regurgitação tricúspide    
 

6.3 Correlação entre os níveis plasmáticos de LIGHT, CD40L, proteínas inflamatórias e 

marcadores de vasculopatia na anemia falciforme 

Os níveis plasmáticos de sLIGHT, nos grupos AF e AFHU, apresentaram uma 

correlação expressiva com os níveis de CD40L. Observou-se também uma correlação 

significativa entre os níveis de sLIGHT e IL-8, um potente mediador inflamatório derivado 

do endotélio entre outras células. No entanto, apenas no grupo AF  observou-se uma 

correlação positiva entre a concentração de sLIGHT e sICAM-1, enquanto que nenhuma 

correlação foi encontrada com os níveis de sVCAM-1  (Tabela 6). Embora seja descrito na 

literatura que o CD40L é capaz de induzir a produção de mediadores inflamatórios e 

moléculas de adesão em leucócitos e células endoteliais, nenhuma correlação foi 

encontrada com os níveis plasmáticos de IL-8, sICAM-1 ou sVCAM-1, todos marcadores 

de ativação endotelial (Tabela 7). 
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Tabela 6. Correlação dos níveis plasmático de sLIGHT com outras citocinas 
inflamatórias e marcadores de vasculopatia nos grupos de pacientes e controles. 

  sCD40L IL-8 sICAM-1 sVCAM-1 

CON 
rs=0.214    rs= -0.500 rs= -0.280 rs=0.241 
 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05 

n=40 n=12 n=20 n=10 

AF 
rs= 0.629 rs= 0.611 rs=0.377 rs=0.042 
P<0.0001 P=0.02 P=0.04 P>0.05 

n=57 n=15 n=31 n=18 

AFHU 
rs=0.601 rs=0.682 rs=0.049 rs=0.126 
P<0.0001 P=0.005 P>0.05 P>0.05 

n=43 n=15 n=23 n=12 

DFSC 
rs=0.425    
P=0.048 N/D N/D N/D 

n=22       
Os níveis de LIGHT no plasma de controles e pacientes foram correlacionados com 
CD40L, IL-8, sICAM-1 e sVCAM-1. N/D, não determinado. Teste de Spearman. 
 
 
 

Tabela 7. Correlação dos níveis plasmático de sCD40L com outras citocinas 
inflamatórias e marcadores de vasculopatia nos grupos de pacientes e controles. 

  sLIGHT IL-8 sICAM-1 sVCAM-1 

CON 
rs=0.214    rs= -0.383 rs= -0.217 rs= -0.122 
 P>0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.05 

n=40 n=09 n=19 n=10 

AF 
rs= 0.629 rs= 0.214 rs= -0.279 rs= -0.211 
P<0.0001 P>0.05 P>0.05 P>0.05 

n=57 n=15 n=32 n=18 

AFHU 
rs=0.601 rs=0.512 rs= -0.051 rs=0.112 
P<0.0001 P=0.06 P>0.05 P>0.05 

n=43 n=15 n=23 n=21 

DFSC 
rs=0.425    
P=0.048 N/D N/D N/D 

n=22       

Os níveis de CD40L no plasma de controles e pacientes foram correlacionados com 
LIGHT, IL-8, sICAM-1 e sVCAM-1. Teste de Spearman. 
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6.4 Expressão de LIGHT na superfície de plaquetas e correlação com a ativação 

plaquetária. 

O método de citometria de fluxo foi utilizado para avaliar a expressão proteica de 

LIGHT na superfície de plaquetas de controles e pacientes. Observou-se que a expressão de 

LIGHT estava significativamente maior na superfície das plaquetas de pacientes AF e 

AFHU em comparação com plaquetas de indivíduos controle (Fig. 2). Notavelmente, 

quando as plaquetas foram ativadas com ADP, essas células apresentaram uma expressão 

de LIGHT ainda maior nos grupos AF e AFHU do que no grupo CON (Fig. 2). A expressão 

de LIGHT tanto em plaquetas ativadas ou não com ADP se correlacionou 

significativamente com a expressão da integrina αIIbβ₃ ativada (Fig. 3), enquanto que a 

expressão de LIGHT se correlacionou com a expressão de P-selectina (Fig. 4), outro 

marcador de ativação plaquetária, apenas em plaquetas ativadas do grupo AF. 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Porcentagem de plaquetas positivas para a proteína LIGHT em indivíduos 
controle (CON), pacientes com anemia falciforme (AF) e pacientes com anemia falciforme 
em terapia com HU (AFHU), em condição basal e após ativação das plaquetas com ADP 
(20 µM). Teste de Kruskall Wallis, ** P<0.01 comparado ao controle. 
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Figura 3. Correlação entre a expressão de LIGHT e a integrina αIIbβ₃ na sua conformação 
ativada na superfície das plaquetas de pacientes AF em condição basal (A; R=0.649, 
P=0.002) e após ativação dessas células com ADP (B; R=0.483, P=0.03). Teste de 
Spearman. 
 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 4. Correlação entre a expressão de LIGHT e P-selectina na superfície das plaquetas 
de pacientes AF em condição basal (A; R=0.188, P >0.05) e após ativação dessas células 
com ADP (B; R=0.502, P =0.03). Teste de Spearman. 
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6.5 Expressão de CD40L na superfície de plaquetas de pacientes com anemia falciforme e 

indivíduos controles 

Henn e colaboradores descreveram que plaquetas ativadas expressam CD40L em 

sua superfície (Henn et. al., 1998). No entanto, na nossa população, menos de cinco por 

cento das plaquetas eram positivas para CD40L, não havendo diferença estatística entre os 

grupos (Fig. 5). 

 

 
 
 

 
 

 

 

 

Figura 5. Porcentagem de plaquetas positivas para a proteína CD40L em indivíduos 
controle (CON), pacientes com anemia falciforme (AF) e pacientes com anemia falciforme 
em terapia com HU (AFHU). Teste de Kruskall Wallis, P>0.05 comparado ao controle. 
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6.6 Secreção de sLIGHT e sCD40L por plaquetas de pacientes com anemia falciforme e 

indivíduos controle 

Plaquetas lavadas de indivíduos controles e pacientes com anemia falciforme foram 

estimuladas ou não com ADP ou colágeno durante 90 minutos e a secreção de sLIGHT foi 

quantificada por ELISA. Concentrações significativas de sLIGHT puderam ser detectadas 

no sobrenadante de plaquetas dos grupos CON e AF, indicando que essas células podem ser 

uma importante fonte desta citocina na circulação (Fig. 6). A secreção de sCD40L também 

foi determinada por ELISA nas mesmas condições descritas a cima e foi observado que 

plaquetas de pacientes com anemia falciforme liberaram uma quantidade significantemente 

maior de sCD40L em comparação ao grupo controle (Fig. 7). A secreção de sLIGHT e 

sCD40L foi significativamente aumentada pela incubação das plaquetas com colágeno, mas 

não ADP (Figs. 6 e 7, respectivamente), indicando que o colágeno pode ser um ativador 

importante da liberação de sLIGHT e sCD40L na anemia falciforme.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Plaquetas lavadas de controles e pacientes AF foram estimuladas ou não com 
ADP (20 µM) ou colágeno (10 µg/mL) durante 90 minutos. A concentração de sLIGHT 
presente no sobrenadante foi determinada por ELISA.  Teste de Wilcoxon. 
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Figura 7. Plaquetas lavadas de controles e pacientes AF foram estimuladas ou não com 
ADP (20 µM) ou colágeno (10 µg/mL) durante 90 minutos. A concentração de sCD40L 
presente no sobrenadante foi determinada por ELISA.  Teste de Mann Whitney e teste de 
Wilcoxon, respectivamente. 
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6.7 Correlação entre a secreção de sLIGHT e sCD40L em plaquetas de pacientes com 

anemia falciforme 

Interessantemente foi observada uma correlação significativa entra os níveis de 

LIGHT e CD40L secretados por plaquetas de pacientes AF tanto em condição basal como 

após ativação das plaquetas com colágeno (Fig. 8). Nenhuma correlação foi encontrada 

entre os níveis de LIGHT e CD40L no sobrenadante de plaquetas ativadas com ADP. 

Resultados indicam que as liberações de LIGHT e CD40L por plaquetas parecem estar 

associadas. 

 

 

 

 

 

Figura 8. Correlação entre a secreção de sLIGHT e sCD40L por plaquetas de pacientes AF 
em condição basal (A; R=0.654, P=0.03) e após ativação dessas células com colágeno (B; 
R=0.775, P=0.005). Teste de Spearman. 
 

6.8 Avaliação dos níveis plasmáticos do receptor DcR3 em pacientes com anemia 

falciforme e indivíduos controle 

Decoy receptor 3 (DcR3) é um receptor solúvel pertencente à família do fator de 

necrose tumoral capaz de neutralizar os efeitos biológicos de LIGHT. Os níveis plasmáticos 

desse receptor foram determinados pelo método de ELISA em controles e pacientes com 

anemia falciforme. A concentração de DcR3 foi encontrada significativamente elevada no 

plasma de pacientes com anemia falciforme em terapia com hidroxiureia quando 

comparada com o grupo controle (Fig. 9). 
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Figura 9. Concentração de DcR3 no plasma de indivíduos controle (CON), pacientes com 
anemia falciforme (AF) e pacientes com anemia falciforme em tratamento com hidroxiureia 
(AFHU). Teste de Kruskal Wallis, *P<0.05 comparado ao controle. 
 

6.9 Avaliação da expressão dos receptores HVEM, LTβR, e CD40 na superfície de 

plaquetas de pacientes com anemia falciforme e indivíduos controle 

A expressão dos receptores de LIGHT (HVEM e LTβR) e CD40L (CD40) foi 

avaliada pelo método de citometria de fluxo em plaquetas de pacientes e controles. Esta 

análise foi feita em condição basal e após estímulo das plaquetas com ADP (20 µM). Para 

determinar a eficácia da ativação das plaquetas pelo ADP, foi analisada a expressão dos 

marcadores de ativação plaquetária P-selectina e glicoproteína αIIbβ3 na sua conformação 

ativada (dados não mostrados). Foi observado que uma pequena porcentagem das plaquetas 

expressava os receptores HVEM e LTβR em sua membrana. O grupo AF apresentou um 

aumento da expressão de HVEM na superfície das plaquetas quando comparado ao grupo 

controle (Fig. 10 A), enquanto que pacientes AFHU mostraram um aumento de LTβR 

apenas após estímulo de ADP (Fig. 10 B). Observou-se também que uma grande 

quantidade de plaquetas expressava o receptor CD40, sendo que essa expressão estava 

maior no grupo AFHU em relação ao grupo controle (Fig. 10 C). Houve um discreto 

aumento na expressão dos receptores HVEM, LTβR e CD40 na superfície das plaquetas de 

pacientes e controles após ativação com ADP, mas esse aumento não foi estatisticamente 

significativo. 
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Figura 10. Expressão basal e após estímulo com ADP dos receptores HVEM (A), LTβR 
(B) e CD40 (C) na superfície de plaquetas de indivíduos controles (CON), pacientes com 
anemia falciforme (AF) e pacientes com anemia falciforme em tratamento com hidroxiureia 
(AFHU). Teste de Kruskall Wallis,       P<0.01, comparado ao grupo AF; * P<0.05, ** 
P<0.01, *** P<0.001, comparado ao controle.  
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6.10 Avaliação da expressão gênica de LIGHT, HVEM, LTβR, CD40L e CD40 em 

neutrófilos 

Como os leucócitos, em especial os neutrófilos, possuem um papel muito importante no 

processo vaso-oclusivo, resolvemos investigar se LIGHT e CD40L poderiam estar 

contribuindo para a ativação dessas células na anemia falciforme. Para isso, primeiramente 

foi avaliado se os neutrófilos de indivíduos controle e de pacientes com anemia falciforme 

expressavam os receptores de LIGHT e CD40L e também se esses neutrófilos poderiam 

estar contribuindo para a produção dessas duas proteínas. Dessa forma, o RNA de 

neutrófilos foi extraído e a expressão gênica de LIGHT, HVEM, LTβR, CD40L e CD40 foi 

determinada por PCR em tempo real. Não foram observadas diferenças significativas na 

expressão de LIGHT, LTβR ou CD40L entre os grupos de pacientes e controles (Fig. 11 A, 

C e D, respectivamente). A expressão gênica de HVEM apresentou-se elevada nos 

neutrófilos do grupo AF em relação ao grupo controle (Fig. 11 B), enquanto que observou-

se uma maior expressão (estatisticamente significativa) de CD40 nos neutrófilos de 

pacientes AFHU (Fig. 11 E). 
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Figura 11. Expressão gênica de LIGHT (A), HVEM (B; Teste de Kruskall-Wallis, 
*P<0.05), LTβR (C), CD40L (D) e CD40 (E; Teste de Kruskal Wallis, *P<0.05) em 
neutrófilos de indivíduos controle (CON, n=5) e pacientes com anemia falciforme (AF, 
n=8; AFHU, n=11). 
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6.11 Avaliação da expressão proteica de LIGHT, HVEM, LTβR, CD40L e CD40 na 

superfície de neutrófilos 

 Para confirmar os resultados encontrados pela técnica de PCR quantitativo, a 

expressão de LIGHT, CD40L e seus receptores HVEM, LTβR e CD40 foi analisada por 

citometria de fluxo na superfície de neutrófilos de indivíduos controle e pacientes com 

anemia falciforme. Foi observado que os neutrófilos apresentavam uma expressão variada 

de LIGHT e HVEM (Fig. 12 A e B, respectivamente) em sua superfície, não havendo 

diferença na porcentagem de células positivas entre os grupos. Apenas uma pequena 

porcentagem dos neutrófilos de controles e pacientes expressaram LTβR em sua superfície, 

não havendo diferença significativa entre os grupos (Fig. 12 C). A expressão de CD40L foi 

praticamente inexistente (Fig. 12 D) na superfície dos neutrófilos, independentemente do 

grupo. Em contraste, os neutrófilos do grupo AFHU apresentaram uma expressão elevada 

do receptor CD40 em relação ao grupo controle (Fig. 12 E). 
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Figura 12. Porcentagem de neutrófilos que expressam LIGHT (A), HVEM (B), LTβR (C), 
CD40L (D) e CD40 (E) em pacientes com anemia falciforme (AF, n = 8), pacientes com 
anemia falciforme em terapia com hidroxiureia (AFHU, n = 15) e indivíduos controle 
(CON, n = 13). A expressão dessas moléculas foi avaliada pelo método de citometria de 
fluxo e a população de neutrófilos foi identificada utilizando gráficos “dot plot” SSC x FSC 
(side scatter x forward scatter). Teste de Kruskall Wallis, * P<0.05. 
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6.12 Avaliação da expressão gênica de LIGHT, HVEM, LTβR, CD40L e CD40 em células 

mononucleares 

Considerando a importância dos leucócitos na fisiopatogenia da anemia falciforme, 

também foi avaliada se a produção de LIGHT e CD40L estaria alterada em células 

mononucleares de pacientes com anemia falciforme e se essas células expressavam os 

receptores destas duas citocinas. Dessa forma, após separação da camada de células 

mononucleares por gradiente de densidade, a expressão dos genes que codificam LIGHT, 

HVEM, LTβR, CD40L e CD40 foi determinada por PCR quantitativo em tempo real. Não 

houve diferença entre os grupos de pacientes e controles quanto a expressão dos genes que 

codificam LIGHT, HVEM, LTβR e CD40 (Fig. 13 A, B, C e E, respectivamente) nas 

células mononucleares. Entretanto, observou-se uma diminuição estatisticamente 

significativa na expressão do gene que codifica o CD40L nas células mononucleares do 

grupo AF quando comparado com o grupo controle (Fig. 13 D).   
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Figura 13. Expressão dos genes que codificam LIGHT (A), HVEM (B), LTβR (C), CD40L 
(D) e CD40 (E) em células mononucleares de indivíduos controles (CON, n = 6), pacientes 
com anemia falciforme (AF, n = 13) e pacientes com anemia falciforme em terapia com 
hidroxiureia (AFHU, n = 15). Teste de Kruskal Wallis, **P<0.01. 
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6.13 Avaliação da expressão das proteínas LIGHT, HVEM, LTβR, CD40L e CD40 na 

superfície de linfócitos e monócitos 

Como a camada de células monocíticas é composta por uma grande quantidade de 

linfócitos e uma pequena parte de monócitos, e essa proporção varia muito entre os 

indivíduos controle e os pacientes, a expressão de LIGHT, HVEM, LTβR, CD40L e CD40 

foi avaliada pelo método de citometria de fluxo em linfócitos e monócitos. Os linfócitos 

foram identificados por um gate para isolar as células CD3 positivas utilizando gráficos 

“dot plot” SSC (side scatter) x CD3. Uma porcentagem muito pequena de linfócitos 

expressaram LIGHT, LTβR e CD40L, tanto em pacientes quanto em controles (Fig. 14 A, 

C e D, respectivamente). Em contraste, foi observada uma expressão maior do receptor 

HVEM nos linfócitos em geral, sendo significantemente aumentada no grupo AFHU, 

quando comparado com o grupo controle (Fig. 14 B). Adicionalmente, a expressão de 

CD40 na superfície dos linfócitos estava elevada tanto nos pacientes AF quanto AFHU, em 

relação aos indivíduos controle (Fig. 14 E).  

A população de monócitos foi identificada por um gate para analisar isoladamente 

as células CD14 positivas utilizando gráficos “dot plot” SSC x CD14. Com essa técnica, 

observou-se um discreto aumento na porcentagem de monócitos que expressam CD40 em 

pacientes AF e AFHU (Fig. 15 E), ficando significante apenas quando esses pacientes 

foram considerados no mesmo grupo (Fig. 15 F). Uma grande variação na expressão de 

LIGHT e HVEM (Fig. 15 A e B) foi observada nos monócitos de pacientes e controles, não 

sendo observada grandes diferenças entre os grupos. As proteínas LTβR e CD40L (Fig. 15 

C e D) foram detectadas apenas em uma pequena porcentagem dos monócitos, não havendo 

diferença estatística entre os grupos. 
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Figura 14. Porcentagem de linfócitos que expressam LIGHT (A), HVEM (B), LTβR (C), 
CD40L (D) e CD40 (E) em indivíduos controles (CON, n = 14), pacientes com anemia 
falciforme (AF, n = 9) e pacientes com anemia falciforme em terapia com hidroxiureia 
(AFHU, n = 16). A expressão dessas moléculas foi avaliada pelo método de citometria de 
fluxo e a população de linfócitos foi identificada utilizando gráficos “dot plot” SSC x CD3 
(side scatter x CD3). Teste de Kruskal Wallis, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001, 
comparado ao grupo controle. 
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Figura 15. Porcentagem de monócitos que expressam LIGHT (A), HVEM (B), LTβR (C), 
CD40L (D) e CD40 (E e F) em indivíduos controles (CON; n = 14) e pacientes com anemia 
falciforme (AF, n = 9; AFHU, n = 16; AF + AFHU, n = 25). A expressão dessas moléculas 
foi avaliada pelo método de citometria de fluxo e a população de monócitos foi identificada 
utilizando gráficos “dot plot” SSC x CD14. Teste de Kruskall Wallis e teste de Mann 

Whitney, *P<0.05, comparado ao grupo controle. 
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6.14 Capacidade das plaquetas de ativar os neutrófilos 

Sabe-se que alguns estímulos inflamatórios são capazes de aumentar a expressão de 

algumas integrinas, como as β2-integrinas LFA-1 (CD11a/CD18) e Mac-1 (CD11b/CD18), 

que estão envolvidas na adesão dos neutrófilos ao endotélio. Para avaliar a contribuição das 

plaquetas para a ativação dos neutrófilos, neutrófilos e plaquetas foram incubados por 

quinze minutos ou uma hora e a expressão das moléculas CD11a, CD11b e CD66b 

(marcador da ativação de granulócitos) foi avaliada por citometria de fluxo. Os anticorpos 

anti-CD11a e anti-CD11b utilizados neste experimento são capazes de reconhecer essas 

moléculas apenas quando elas estão na conformação de alta afinidade. Aproximadamente 

noventa e nove por cento dos neutrófilos expressam CD11a, CD11b e CD66b em sua 

superfície (resultados não mostrados), desta forma nós avaliamos a média de intensidade de 

fluorescência emitida pelos neutrófilos após marcação com os anticorpos de escolha. Com 

essa medida podemos analisar e comparar qualitativamente a expressão dessas moléculas 

em cada célula.  Foi observado que a incubação de neutrófilos com as plaquetas, tanto de 

indivíduos controle como de pacientes com anemia falciforme, não foi capaz de aumentar a 

expressão das moléculas CD66b (Fig. 16) ou CD11a (Fig. 17) na superfície dos neutrófilos. 

Entretanto, as plaquetas do grupo CON induziram uma maior expressão da subunidade 

CD11b nos neutrófilos quando comparado aos neutrófilos em condição basal (Fig. 18). 

Seria importante aumentar o N experimental deste experimento para a confirmação dos 

achados. 
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Figura 16. Expressão da molécula CD66b em neutrófilos controle em condição basal e 
após incubação com plaquetas de indivíduos controles (PLQs CON) e pacientes com 
anemia falciforme (PLQs AF+AFHU). Neutrófilos e plaquetas foram incubados por 1 hora 
e a expressão de CD66b foi avaliada por citometria de fluxo. Expressão relatada como 
Média de intensidade de fluorescência (MIF). P>0,05; ANOVA (Repeated measures) 
seguido pelo teste de Bonferroni. 
 

 

 

 

 

 

 
Figura 17. Expressão da integrina CD11a (subunidade da LFA-1) na sua conformação 
ativada em neutrófilos controle em condição basal e após incubação com plaquetas de 
indivíduos controles (PLQs CON) e pacientes com anemia falciforme (PLQs AF+AFHU). 
Neutrófilos e plaquetas foram incubados por 15 minutos e a expressão de CD11a foi 
avaliada por citometria de fluxo. Expressão relatada como Média de intensidade de 
fluorescência (MIF). P>0,05; ANOVA (Repeated measures) seguido pelo teste de 
Bonferroni. 
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Figura 18. Expressão da integrina CD11b (subunidade da Mac-1) na sua conformação 
ativada em neutrófilos controle em condição basal e após incubação com plaquetas de 
indivíduos controles (PLQs CON) e pacientes com anemia falciforme (PLQs AF+AFHU). 
Neutrófilos e plaquetas foram incubados por 15 minutos e a expressão de CD11b foi 
avaliada por citometria de fluxo. Expressão relatada como Média de intensidade de 
fluorescência (MIF). P>0,05; ANOVA (Repeated measures) seguido pelo teste de 
Bonferroni. 
 

6.15 Capacidade das plaquetas de ativar os linfócitos 

Após ativação dos linfócitos, uma das primeiras moléculas a ser expressa em sua 

superfície é o CD69, por este motivo essa molécula é considerada um marcador de ativação 

linfocitária (Ziegler et. al., 1994). A expressão da molécula de adesão ICAM-1 também 

pode ser observada em linfócitos ativados e está relacionada com a interação entre os 

leucócitos (Altmann et. al., 1989). A expressão dessas duas moléculas foi avaliada por 

citometria de fluxo em linfócitos isolados de indivíduos controle após incubação dessas 

células com plaquetas de indivíduos controle e pacientes com anemia falciforme. A 

identificação dos linfócitos foi baseada na expressão de CD3, utilizando gráficos “dot plot” 

SSC (side scatter) x CD3. Não houve alteração na expressão de ICAM-1 dos linfócitos na 

presença de plaquetas de controles e pacientes (Fig. 19). Notavelmente, as plaquetas de 

pacientes com anemia falciforme foram capazes de aumentar a expressão de CD69 nos 

linfócitos, quando comparada à expressão basal dessa molécula nos linfócitos controle (Fig. 

20). 
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Figura 19. Porcentagem de linfócitos que expressam ICAM-1 (CD54) em condição basal e 
após incubação com plaquetas de indivíduos controles (PLQs CON) e plaquetas de 
pacientes com anemia falciforme (PLQs AF+AFHU). Linfócitos e plaquetas foram 
incubados por 1 hora e a expressão de ICAM-1 foi avaliada por citometria de fluxo. 
P>0,05; ANOVA (Repeated measures) seguido pelo teste de Bonferroni. 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Porcentagem de linfócitos que expressam CD69 em condição basal e após 
incubação com plaquetas de indivíduos controles (PLQs CON) e plaquetas de pacientes 
com anemia falciforme (PLQs AF+AFHU). Linfócitos e plaquetas foram incubados por 1 
hora e a expressão de CD69 foi avaliada por citometria de fluxo. ANOVA (Repeated 

measures) seguido pelo teste de Bonferroni. 
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6.16 Capacidade das plaquetas de ativação dos monócitos 

Os monócitos são células bastante importantes do sistema imune e possuem um 

papel relevante na anemia falciforme. Essas células podem ser classificadas basicamente 

em dois subgrupos, os monócitos clássicos (CD14+ CD16-) e os monócitos pró-

inflamatórios (CD14+ CD16+). Neste estudos nós avaliamos a presença de monócitos 

clássicos e pró-inflamatórios no sangue periférico de indivíduos controle e pacientes com 

anemia falciforme, assim como a capacidade das plaquetas de induzir o fenótipo pró-

inflamatório em monócitos controle. Para isso, monócitos foram incubados com plaquetas 

de controles ou pacientes por uma hora a 37°C, posteriormente a expressão das moléculas 

CD14 e CD16 foi analisada por citometria de fluxo. Da mesma maneira, a expressão de 

CD11b (subunidade alfa da integrina Mac-1) e do fator tecidual também foi avaliada. A 

identificação dos monócitos foi baseada na expressão de CD14, utilizando gráficos “dot 

plot” SSC (side scatter) x CD14. Foi observado que pacientes com anemia falciforme em 

terapia com HU possuem uma porcentagem maior de monócitos pró-inflamatórios na 

corrente sanguínea quando comparados com indivíduos controle (Fig. 21). 

Interessantemente, apenas as plaquetas de pacientes com anemia falciforme foram capazes 

de induzir a expressão de CD16 em monócitos controle (Fig. 22). Em contraste, nenhuma 

alteração na expressão de CD11b ou fator tecidual foi encontrada nos monócitos após 

incubação com plaquetas tanto de controles como de pacientes (Figs. 23 e 24, 

respectivamente). 
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Figura 21. Porcentagem de monócitos positivos para as moléculas CD14 e CD16 
(monócitos pró-inflamatórios) no sangue periférico de indivíduos controles (CON), 
pacientes com anemia falciforme (AF) e pacientes com anemia falciforme em terapia com 
HU (AFHU). Após separação das células mononucleares a expressão de CD14 e CD16 foi 
avaliada por citometria de fluxo. Teste de Kruskal Wallis. 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Efeito da incubação de plaquetas de controles (PLQs CON) e de pacientes com 
anemia falciforme (PLQs AF+AFHU) na expressão das moléculas CD14 e CD16 em 
monócitos isolados de indivíduos controle. Monócitos e plaquetas foram incubados por 1 
hora e a expressão de CD14 e CD16 foi avaliada por citometria de fluxo. ANOVA 
(Repeated measures) seguido pelo teste de Bonferroni. 
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Figura 23. Expressão da integrina CD11b em monócitos isolados de indivíduos controle 
em condição basal e após incubação com plaquetas de controles (PLQs CON) e pacientes 
com anemia falciforme (PLQs AF+AFHU). Monócitos e plaquetas foram incubados por 1 
hora e a expressão de CD11b foi avaliada por citometria de fluxo. Expressão relatada como 
Média de intensidade de fluorescência (MIF). P>0,05; ANOVA (Repeated measures) 
seguido pelo teste de Bonferroni. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 24. Porcentagem de monócitos que expressam fator tecidual (FT) em condição 
basal e após incubação com plaquetas de indivíduos controles (PLQs CON) e pacientes 
com anemia falciforme (PLQs AF+AFHU). Monócitos e plaquetas foram incubados por 1 
hora e a expressão de FT foi avaliada por citometria de fluxo. P>0,05; ANOVA (Repeated 

measures) seguido pelo teste de Bonferroni. 
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6.17 Capacidade das plaquetas de ativação de células endoteliais 

Para investigar a participação das plaquetas na ativação de células endoteliais, 

HUVECs foram incubadas com plaquetas por 24 horas e a expressão de moléculas de 

adesão endotelial foi avaliada por citometria de fluxo. Foi observado que um número muito 

pequeno de HUVECs expressavam VCAM-1 e E-selectina e o contato com as plaquetas, 

tanto de pacientes como de controles, não foi capaz de aumentar a expressão dessas 

moléculas sob essas condições (Fig. 25 A e B, respectivamente). Em condição basal 

aproximadamente trinta e cinco por cento das HUVECs expressam ICAM-1, sendo que a 

co-cultura dessas células com plaquetas por 24 horas provocou um aumento no número de 

células positivas para esta molécula, considerada um marcador de ativação endotelial (Fig. 

26). Também foi observado que as plaquetas de pacientes com anemia falciforme induzem 

uma maior expressão de ICAM-1 em HUVECs do que as plaquetas de indivíduos controle 

(Fig. 26).  

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Porcentagem de HUVECs que expressam VCAM-1 (A) e E-selectina (B) em 
condição basal e após incubação com plaquetas de indivíduos controles (PLQs CON) e de 
pacientes com anemia falciforme (PLQs AF+AFHU). HUVECs foram cultivadas por 24 
horas (37°C) na presença de plaquetas (3x108 PLQs/mL) e a expressão de E-selectina e 
VCAM-1 foi avaliada por citometria de fluxo. 
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Figura 26. Porcentagem de HUVECs que expressam ICAM-1 em condição basal e após 
incubação com plaquetas de indivíduos controles (PLQs CON) e de pacientes com anemia 
falciforme (PLQs AF+AFHU). HUVECs foram cultivadas por 24 horas (37°C) na presença 
de plaquetas (3x108 PLQs/mL) e a expressão de ICAM-1 foi avaliada por citometria de 
fluxo. ANOVA (Repeated measures) seguido pelo teste de Bonferroni. 
 

6.18 Avaliação do papel de LIGHT e CD40L na ativação mediada por plaquetas de células 

endoteliais 

Para estudar a participação de LIGHT e CD40L na ativação mediada por plaquetas 

de células endoteliais, anticorpos inibidores dessas duas proteínas foram incubados com 

plaquetas antes de adicionar essas células sobre as HUVECs. A presença do anticorpo anti-

CD40L aboliu drasticamente o aumento da expressão de ICAM-1 provocado pelas 

plaquetas de pacientes com anemia falciforme, enquanto que na presença do anticorpo anti-

LIGHT nós observamos uma redução na expressão de ICAM-1 mas ela não foi 

estatisticamente significativa possivelmente pelo número pequeno de experimentos (Fig. 

27).  
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Figura 27. Expressão da molécula de adesão ICAM-1 nas HUVECs em condição basal, 
após incubação com plaquetas de pacientes com anemia falciforme e na presença ou 
ausência de anticorpos anti-LIGHT e anti-CD40L. HUVECs e plaquetas foram co-
cultivadas por 24 horas (37°C) e a expressão de ICAM-1 foi avaliada por citometria de 
fluxo. ANOVA (Repeated measures) seguido pelo teste de Bonferroni. 
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6.19 Avaliação dos níveis plasmáticos de sLIGHT e sCD40L no coorte de pacientes com 

anemia falciforme de Londres – Reino Unido 

Esses experimentos foram realizados durante um estágio de seis meses no King’s 

College London, sob a supervisão da pesquisadora Dra. Swee Lay Thein. Este estágio teve 

apoio financeiro da FAPESP, através do programa de Bolsa Estágio de Pesquisa no 

Exterior (BEPE). 

6.19.1 Dados hematológicos e níveis plasmáticos de sLIGHT e sCD40L em pacientes com 

anemia falciforme 

O plasma de quarenta e um pacientes com anemia falciforme (AF), vinte e um 

pacientes com anemia falciforme em terapia com hidroxiureia (AFHU) e trinta indivíduos 

controle (CON) foi avaliado. As características demográficas e laboratoriais dos pacientes 

estão resumidas na Tabela 8. A concentração de sLIGHT e sCD40L foi quantificada no 

plasma de pacientes e controles também pelo método de ELISA. O grupo AF apresentou 

níveis elevados de sLIGHT, enquanto a concentração de sCD40L estava mais alta no grupo 

AFHU quando comparados ao grupo controle (Figs. 28 e 29, respectivamente). Quando 

consideramos os pacientes AF e AFHU em um mesmo grupo, a concentração de ambas 

citocinas está maior no grupo de pacientes do que no grupo controle (Figs. 28 e 29). 

 

 

 

 

 

 

 



 

99 
 

Tabela 8. Dados demográficos e hematológicos dos sujeitos controle e dos pacientes com anemia 
falciforme no cohort de Londres.  

 
CON AF AFHU 

 

Masculino/Feminino 8/22 16/25 6/15 

Idade 
33.1 (30, 22, 61) 33.2 (31, 17, 63) 36.7 (37, 18, 59) 

 P > 0.05 P > 0.05 

Hemácias (x1012L) 
4.8 (4.8, 4.2, 5.7) 3.1 (2.9, 1.8, 5.7) 2.7 (2.4, 1.7, 4.9) 

 P < 0.0001 P < 0.0001 

Hemoglobina (g/dL) 
14.5 (14.4, 12.6, 17.1) 8.7 (8.5, 5.6, 12.7) 9.1 (9.3, 6.3, 12.9) 

 P < 0.0001 P < 0.0001 

Volume corpuscular 
médio (fL) 

89.4 (89.6, 80.1, 95.9) 89.8 (90.3, 68.2, 112.9) 109.4 (109.7, 68.8, 134.4) 
 P > 0.05 P < 0.0001 

Reticulócitos (%) _ 10.8 (9.2, 3.1, 26.0) 8.0 (7.8, 3.3, 17.4) 

Leucócitos (x109L) 
6.2 (6.1, 3.8, 9.6) 8.8 (8.6, 3.1, 15.6) 7.2 (6.4, 2.6, 12.8) 

 P < 0.0001 P > 0.05 

Plaquetas (x109L) 
257.2 (242, 174, 366) 368.3 (363, 82, 578) 341.6 (356, 89, 608) 

 P < 0.0001 P > 0.05 

HbF (%) 
0.37 (0.38, 0.1, 1.5) 8.2 (4.6, 0.7, 27.7) 12.5 (11.2, 0.6, 29.5) 

 P < 0.0001 P < 0.0001 

Com exceção de sexo, todos os dados estão representados como média (mediana, mínimo, máximo) 
para indivíduos controle (CON), pacientes com anemia falciforme (AF) e pacientes com anemia 
falciforme em terapia com HU (AFHU). Os valores de P são referentes às comparações com grupo 
CON. 
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Figura 28. Concentração plasmática de sLIGHT em indivíduos controle (CON), pacientes 
com anemia falciforme (AF), pacientes com anemia falciforme em terapia com HU 
(AFHU). Teste de Kruskal Wallis. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Concentração plasmática de sCD40L em indivíduos controle (CON), pacientes 
com anemia falciforme (AF), pacientes com anemia falciforme em terapia com HU 
(AFHU). Teste de Kruskal Wallis. 
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6.19.2 Associação entre a elevada concentração plasmática de sCD40L e a Síndrome 

Torácica Aguda na anemia falciforme 

Para investigar se altas concentrações de sCD40L estariam associadas com alguma 

complicação clínica, nós utilizamos o valor da mediana na população de pacientes estudada 

como um cut-off para dividir os pacientes em dois grupos. Um grupo com níveis 

plasmáticos de sCD40L menores que 113.4 pg/mL e outro grupo com níveis maiores que 

113.4 pg/mL. Os dados clínicos foram coletados apenas dos pacientes atendidos no King’s 

College Hospital (AF + AFHU; n = 62) e a presença ou ausência de manifestações clínicas 

foram comparadas nos dois grupos utilizando o teste exato de Fisher. Nenhuma associação 

foi observada entre altas concentrações de sCD40L e AVC (acidente vascular cerebral), 

osteonecrose, retinopatia ou priaprismo. Entretanto, uma associação significativa foi 

encontrada com uma população de pacientes com histórico de Síndrome Torácica Aguda. 

Os dados estão representados na Tabela 9. Confirmando esse resultado, também observou-

se que a concentração de sCD40L estava significativamente elevada no plasma de pacientes 

com anemia falciforme com histórico de Síndrome Torácica Aguda (Fig. 30). Nenhuma 

associação foi encontrada entre sLIGHT e alguma manifestação clínica no coorte de 

pacientes de Londres. 
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Tabela 9. Associação de sCD40L com manifestações clínicas na anemia falciforme. 

Complicação clínica 

Plasma CD40L Plasma CD40L 
P-value                  

Fisher's Exact 
<113.4 pg/mL >113.4 pg/mL 

n = 31 n = 31 

AVC 3.2 % 9.7 % P = 0.6124 

Osteonecrose 12.9% 16.1 % P = 1.0000 

Retinopatia 9.7 % 29.0 % P = 0.1056 

Priaprismo 33.3 % (n=12) 20.0 % (n=10) P = 0.6462 

Síndrome Torácica              
Aguda 

9.7 % 41.9 % P = 0.0078 

AVC, Acidente Vascular Cerebral. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Concentração plasmática de sCD40L em pacientes com anemia falciforme que 
nunca apresentaram Síndrome Torácica Aguda (STA-) e pacientes com histórico de 
Síndrome Torácica Aguda (STA+). Teste de Mann Whitney. 
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6.19.3 Correlação entre os níveis plasmáticos de sLIGHT, sCD40L, citocinas inflamatórias 

e Trombospondina-1 na anemia falciforme 

Uma correlação significativa foi observada entre os níveis plasmáticos de sLIGHT e 

sCD40L apenas quando os pacientes AF e AFHU foram considerados em um mesmo 

grupo. A concentração de IL-6, MCP-1, TNF-α e Trombospondina-1 (TSP-1) também foi 

dosada no plasma de CON, pacientes AF e AFHU por ELISA. Os níveis de sLIGHT, em 

ambos os grupos de pacientes, correlacionaram significativamente com os níveis de TNF-α, 

enquanto que a concentração de TSP-1 correlacionou com os níveis de sLIGHT apenas no 

grupo AFHU (Tabela 10). Foi observada uma correlação expressiva entre os níveis 

plasmáticos de sCD40L e TSP-1 nos grupos AF e AFHU. Curiosamente, apenas o grupo 

AFHU apresentou uma correlação significativa entre a concentração de CD40L e TNF- α 

(Tabela 11). Entretanto, nenhuma correlação foi observada entre os níveis de sLIGHT e IL-

6 ou MCP-1 ou entre sCD40L e IL-6 ou MCP-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 







 

106 
 

6.19.4 Correlação dos níveis plasmáticos de sLIGHT com parâmetros hematológicos  

O hemograma completo e os níveis de hemoglobina foram avaliados em todos os 

pacientes. Foi observado que os pacientes do grupo AF e AFHU apresentavam uma 

correlação significativa entre os níveis plasmáticos de sLIGHT e a contagem de leucócitos, 

linfócitos, monócitos and eosinófilos. Curiosamente, apenas pacientes AF apresentaram 

uma correlação significativa da concentração plasmática de sLIGHT com a contagem de 

neutrófilos. Uma correlação positive foi encontrada entre os níveis de sLIGHT e a 

contagem de plaquetas nos grupos AF e AFHU, sendo estatisticamente significativa apenas 

no grupo AF (Tabela 12).  

6.19.5 Correlação dos níveis plasmáticos de sLIGHT com variáveis laboratoriais 

Todas as amostras de sangue dos pacientes utilizadas neste estudo foram coletadas 

ao mesmo tempo dos exames de rotina. Os exames de rotinas foram realizados para avaliar 

a hemólise intravascular (lactato desidrogenase - LDH), inflamação aguda (proteína C-

reativa – P-CR), função hepática (proteína total, albumina, globulina e bilirrubina total) e 

função renal (sódio – Na, potássio – K e creatinina). Nenhuma correlação foi encontrada 

entre os níveis de sLIGHT e LDH ou P-CR. Entretanto, sLIGHT apresentou uma 

correlação negativa com os níveis de Na no soro de pacientes AF e uma correlação positiva 

com os níveis de globulina sérica nos pacientes AFHU (Tabela 13). 
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6.19.6 Correlação dos níveis plasmáticos de sCD40L com parâmetros hematológicos  

Interessantemente, foi observada uma correlação significativa entre os níveis 

plasmáticos de sCD40L e a contagem de leucócitos, neutrófilos, linfócitos e plaquetas 

apenas no grupo de pacientes AF. Uma correlação negative, mas não significativa, foi 

encontrada entre a concentração de sCD40L, hemoglobina e hemoglobina fetal no grupo de 

pacientes AF (Tabela 14). 

6.19.7 Correlação dos níveis plasmáticos de sCD40L com variáveis laboratoriais  

Semelhantemente aos resultados encontrados para sLIGHT, os níveis de sCD40L 

apresentaram uma correlação negativa significativa com os níveis de Na no grupo de 

pacientes AF e uma correlação positiva, mas não significativa, com os níveis de globulina 

sérica no grupo AFHU. Entretanto, observou-se também uma correlação significativa entre 

a concentração plasmática de sCD40L e LDH, somente no grupo AF (Tabela 15). 
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6.19.8 Avaliação da expressão de marcadores de ativação plaquetária nos pacientes com 

anemia falciforme   

Visto que LIGHT e CD40L parecem ser produzidos e secretados por plaquetas 

ativadas, a expressão de P-selectina e da integrina αIIbβ3 na sua conformação ativada foi 

medida por citometria de fluxo. A expressão da molécula de adesão P-selectina estava 

significativamente elevada na superfície de plaquetas de pacientes do grupo AF em 

comparação com o grupo controle (Fig. 31). Não houve diferença estatística na expressão 

da integrina αIIbβ3 nas plaquetas de controles e pacientes (Fig. 32). Nenhuma correlação 

foi encontrada entre os níveis plasmáticos de sLIGHT ou sCD40L e a expressão desses 

marcadores de ativação plaquetária. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Expressão de P-selectina na superfície de plaquetas de indivíduos controles 
(CON), pacientes com anemia falciforme (AF) e pacientes com anemia falciforme em 
tratamento com hidroxiureia (AFHU). Teste de Kruskal Wallis, * P<0.05, comparado ao 
controle. 
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Figura 32. Expressão da integrina αIIbβ3 na sua conformação ativada na superfície de 
plaquetas de indivíduos controles (CON), pacientes com anemia falciforme (AF) e 
pacientes com anemia falciforme em tratamento com hidroxiureia (AFHU). Teste de 
Kruskal Wallis. 
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7. DISCUSSÃO 

7.1 Produção das citocinas LIGHT e CD40L na anemia falciforme 

A anemia falciforme é uma doença resultante de uma simples mutação de ponto no 

gene da β-globina, mas caracterizada por uma desordem sistêmica associada a episódios 

agudos de dores, infecções recorrentes e danos progressivos aos órgãos (Frenette e Atweh 

2007, Rees, e.t al., 2010). A crise vaso-oclusiva é a manifestação mais comum desta doença 

sendo a principal causa de morbidade dos pacientes. Hoje, acredita-se que a crise vaso-

oclusiva seja um processo multifatorial, envolvendo as interações entre as células 

vermelhas, leucócitos ativados, plaquetas, proteínas do plasma e células endoteliais. 

Recorrentes crises vaso-oclusivas e lesões por isquemia-reperfusão com consequente 

ativação de células endoteliais induzem uma resposta inflamatória contínua nos indivíduos 

com anemia falciforme que é propagada pela diminuição da biodisponibilidade de óxido 

nítrico, aumento do stress oxidativo e por níveis elevados de citocinas pró-inflamatórias 

(Hebbel et. al., 2004; Conran et. al., 2009).  

LIGHT e CD40L são proteínas transmembrana do tipo II, pertencentes à família do 

fator de necrose tumoral, que promovem efeitos pró-inflamatórios em leucócitos e células 

endoteliais. Além de serem expressas em uma variedade de tipos celulares, já foram 

identificadas em altas concentrações plasmáticas em várias doenças inflamatórias como a 

aterosclerose (Lee et. al., 2001; Liu et. al., 2008; Lievens et. al., 2009; Lievens et. al., 

2010). Neste estudo, as citocinas sLIGHT e sCD40L, foram encontradas significativamente 

elevadas no plasma de pacientes com anemia falciforme e esse aumento foi observado tanto 

em pacientes em tratamento com hidroxiureia como em pacientes que não faziam o uso 

desse medicamento. Curiosamente, foi observado que os níveis de sLIGHT também 

estavam elevados no plasma de pacientes com doença falciforme SC, apesar desses 

pacientes geralmente apresentarem um quadro clínico menos severo com uma contagem 

menor do número de plaquetas e de leucócitos (Nagel et. al., 2003). Embora em 

concentrações menores, os pacientes com anemia falciforme do coorte de Londres também 

apresentaram altos níveis de sLIGHT e sCD40L quando comparados aos indivíduos 

controle. Esse aumento, encontrado na concentração plasmática de sLIGHT e sCD40L na 
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anemia falciforme, pode estar contribuindo com a fisiopatogenia da doença perpetuando a 

inflamação crônica já existente.  

A proteína LIGHT é encontrada expressa na superfície de plaquetas ativadas e 

parece participar na adesão dessas células ao endotélio (Celik et. al., 2007). Neste estudo, 

observamos que plaquetas de pacientes com anemia falciforme expressavam uma maior 

quantidade de LIGHT do que plaquetas de indivíduos controle e essa expressão estava 

associada com a expressão de P-selectina e da integrina αIIbβ3, que são marcadores de 

ativação plaquetária. Podemos sugerir que na anemia falciforme as plaquetas que circulam 

na corrente sanguínea já estão pré-ativadas, como mostrado por Tomer e colaboradores, 

quando identificaram que plaquetas de indivíduos com anemia falciforme expressavam 

mais P-selectina e αIIbβ3 do que plaquetas de indivíduos sem a doença (Tomer et. al., 

2001). A expressão do receptor de LIGHT, HVEM, em plaquetas foi encontrada aumentada 

nos pacientes AF, mas não nos pacientes AFHU. Em contraste, a expressão de LTβR estava 

ligeiramente elevada na superfície de plaquetas dos pacientes AFHU. Para nosso 

conhecimento, as expressões de HVEM e LTBR em plaquetas ainda não foram relatadas na 

literatura, desta forma, o efeito da ativação desses receptores na função plaquetária não é 

conhecido. Entretanto, sabe-se que ambos os receptores modulam o processo imune e 

inflamatório em outros tipos de células, tais como linfócitos T, macrófagos e células 

endoteliais (Ware, 2009; Xu et. al., 2011).  

Após ativação das plaquetas, LIGHT é liberada na sua forma solúvel através de 

mecanismos que envolvem a ativação da GP IIb/IIIa (integrina αIIbβ3) e também da ação 

de metaloproteinases. A liberação da forma solúvel de LIGHT não segue o padrão de 

secreção dos α-grânulos, liberando todo o seu conteúdo em alguns minutos, é um processo 

gradual que leva pelo menos noventa minutos para externalizar a máxima concentração de 

LIGHT (Otterdal et. al., 2007). A secreção de sLIGHT também foi avaliada e pudemos 

observar que as plaquetas tanto de pacientes com anemia falciforme quanto de indivíduos 

controle foram capazes de liberar grandes quantidades de sLIGHT. A ativação das 

plaquetas com o colágeno induziu uma secreção ainda maior dessa citocina, indicando que 

as plaquetas podem ser uma importante fonte de sLIGHT na circulação e que o colágeno 

parece estar envolvido no processo de liberação dessa proteína nas plaquetas. 
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A proteína LIGHT, além de ser produzida e expressa por plaquetas ativadas, 

também é encontrada em células T ativadas, monócitos e granulócitos e têm sido 

implicadas em vários eventos imunes, incluindo a proliferação de células T e B (Cohavy et. 

al., 2005, Schneider et. al., 2004, Kim et. al., 2005, Lee et. al., 2004). LIGHT se 

correlacionou significativamente com a contagem de glóbulos brancos, neutrófilos e 

linfócitos em pacientes com anemia falciforme do coorte de Londres. Curiosamente, 

sLIGHT também apresentou uma correlação expressiva, com a contagem de eosinófilos. Os 

eosinófilos têm sido implicados no desenvolvimento de fibrose subepitelial na asma e 

Doherty e colaboradores relataram um papel importante de LIGHT na remodelação das vias 

respiratórias nesta doença, principalmente por aumentar a produção de Fator de 

transformação do crescimento beta (TGF-β) nos macrófagos e também a expressão de 

interleucina 13 (IL-13) nos eosinófilos.  

Não observamos nenhuma diferença entre a expressão de LIGHT na superfície de 

neutrófilos, linfócitos ou monócitos de indivíduos controles e pacientes com anemia 

falciforme, apesar desses pacientes apresentarem uma ativação leucocitária mesmo quando 

não estão em crise. De acordo com Celik et. al., 2009, monócitos circulantes não 

estimulados não expressam LIGHT em sua superfície, porém esse resultado foi baseado em 

apenas três experimentos realizados. Em outro estudo, Kang et. al., 2007 observaram que, 

em média, 20% dos monócitos de indivíduos saudáveis expressam LIGHT em sua 

superfície, e pacientes com artrite reumatoide apresentam um pequeno aumento nessa 

expressão. Nossos resultados mostraram que a expressão de LIGHT na superfície dos 

monócitos de indivíduos controle e pacientes com anemia falciforme apresenta uma grande 

variação, apresentando um coeficiente de variação de aproximadamente 80% em todos os 

grupos.  

Assim como LIGHT, a expressão de CD40L pode ser observada na superfície de 

plaquetas ativadas, sendo quase indetectável em plaquetas não estimuladas (Henn et. al., 

1998). Ao contrário dos resultados encontrados sobre LIGHT, a expressão de CD40L nas 

plaquetas foi praticamente ausente tanto nos controles como nos pacientes com anemia 

falciforme. De acordo com Henn e colaboradores, após a ativação das plaquetas, o CD40L 

é translocado para a superfície dessas células e em um minuto a expressão máxima é 

alcançada, depois disso, a expressão do CD40L vai gradualmente diminuindo (Henn et. al., 
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1998). Como as plaquetas de indivíduos com anemia falciforme parecem estar 

cronicamente ativadas na circulação, no momento em que as amostras foram coletadas é 

possível que essas plaquetas já não expressassem mais CD40L em sua superfície.  

A molécula CD40L também existe na forma trimérica solúvel, a qual é secretada 

após a ativação das plaquetas por um processo longo e gradual de clivagem dependente de 

metaloproteinases e também da ativação da GP IIb/IIIa (integrina αIIbβ3), visto que 

antagonistas desta glicoproteína são capazes de inibir a liberação de sCD40L nessas células 

(Jin et. al., 2001, Furman et. al., 2004 e Otterdal et. al., 2004). Embora Lee et. al., 2006 

tenha relatado que plaquetas de pacientes com anemia falciforme, após serem lisadas, 

possuem menos sCD40L do que plaquetas de indivíduos controle, nossos resultados 

mostraram que, em noventa minutos, plaquetas lavadas de pacientes secretaram mais 

sCD40L do que plaquetas controles. Esses dados fortalecem a teoria de que sCD40L não é 

liberado pelos α-grânulos e sim por mecanismos alternativos. O processo de secreção das 

proteínas sLIGHT e sCD40L possuem vários aspectos em comum, ambos são gradativos, 

envolvem a ativação da glicoproteína GP IIb/IIIa e a ação de metaloproteinases. 

Curiosamente, observamos uma correlação bastante significativa entre os níveis de sLIGHT 

e sCD40L secretados por plaquetas de pacientes com anemia falciforme. Essa correlação, 

entre sLIGHT e sCD40L, também pôde ser observada no plasma desses pacientes, 

indicando que a liberação dessas duas citocinas pelas plaquetas podem estar de alguma 

forma associadas. 

Ao contrário da expressão de CD40L, que pode ser observada somente quando as 

plaquetas estão ativadas, a expressão do seu receptor, CD40, é encontrada 

constitutivamente na superfície de plaquetas não estimuladas. Henn e colaboradores 

mostraram que a secreção de sCD40L pelas plaquetas é gerada em resposta à interação 

CD40-CD40L, pois o processo de solubilização é abolido quando o receptor CD40 está 

ligado a um anticorpo bloqueador da sua função (Henn et. al., 2001). Pacientes com anemia 

falciforme apresentaram uma maior expressão do receptor CD40 na superfície das 

plaquetas, sendo significativamente maior nos pacientes em terapia com hidroxiureia. 

Nossos dados sugerem que a via de interação CD40-CD40L nas plaquetas pode estar 

alterada na anemia falciforme, promovendo uma maior secreção do sCD40L na circulação.  
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No mesmo estudo realizado por Henn et. al., 2001, foi observado que a forma 

solúvel de CD40L liberada pelas plaquetas, em contraste com o CD40L ligado a 

membrana, não consegue induzir uma resposta inflamatória nas células endoteliais. 

Divergindo desses resultados, Lee e colaboradores demonstraram que o sCD40L presente 

no plasma está biologicamente ativo na anemia falciforme sendo capaz de induzir a 

expressão de ICAM-1 nas células endoteliais e a produção de fator tecidual em monócitos 

(Lee et. al., 2006). Desta forma, continuam desconhecidos quais os mecanismos que 

restringem a ação do CD40L na circulação para evitar uma inflamação sistêmica 

descontrolada. 

O CD40L foi originalmente identificado como uma molécula de superfície expressa 

em células T ativadas, sendo bastante importante para a indução da proliferação de células 

B. Subsequentemente, CD40L foi encontrado expresso em uma variedade de células, 

incluindo monócitos, células dendríticas, mastócitos, eosinófilos, células B e plaquetas 

(Graf et.al., 1992; van Kooten et.al., 2000; Spriggs et.al., 1992; Gauchat et.al., 1992; Buchner 

et.al., 2003). Apesar de termos observado que a expressão de CD40L é praticamente 

ausente na superfície dos neutrófilos, linfócitos e monócitos de pacientes e controles, uma 

correlação bastante curiosa foi encontrada entre os níveis plasmáticos de sCD40L e a 

contagem de leucócitos, neutrófilos e linfócitos apenas dos pacientes do coorte de Londres 

que não faziam o uso de hidroxiureia. Diante deste resultado, podemos sugerir que o 

CD40L ou a ativação plaquetária pode estar, de alguma forma, envolvido no aumento da 

proliferação dos leucócitos na anemia falciforme. 

7.2 Papel das citocinas LIGHT e CD40L na fisiopatogenia da anemia falciforme 

Estudos realizados com a proteína LIGHT recombinante sugerem um efeito pró-

inflamatório dessa citocina, pois em contato com HUVECs ou monócitos in vitro, LIGHT é 

capaz de induzir a produção de IL-8 e MCP-1 nessas células de forma dose dependente. 

Resultados similares foram encontrados quando HUVECs ou monócitos foram incubados 

com o sobrenadante de plaquetas ativadas de indivíduos sadios. O aumento da produção de 

IL-8 e MCP-1 nessas células é parcialmente abolido na presença de anticorpos 

bloqueadores anti-LIGHT, indicando que a forma solúvel dessa citocina está 

biologicamente ativa na circulação (Otterdal et. al., 2006; Sandberg et. al., 2009). Nossos 
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resultados mostram que LIGHT e IL-8 se correlacionam significativamente no plasma de 

pacientes com anemia falciforme em terapia, ou não, com hidroxiureia. Embora nenhuma 

correlação tenha sido encontrada entre LIGHT e MCP-1, esses dados indicam que LIGHT 

poderia estar colaborando para a produção de IL-8 na anemia falciforme gerando assim 

sinais para o recrutamento de leucócitos. 

Uma correlação estatisticamente significativa também foi encontrada entre a 

concentração de LIGHT e TNF-α no plasma de pacientes dos grupos AF e AFHU como 

também no grupo controle. A incubação de LIGHT recombinante com monócitos e 

neutrófilos induz a produção de IL-8 and TNF-α nessas células, possivelmente através da 

ligação com receptor HVEM (Heo et. al., 2006). TNF-α é uma molécula pro-inflamatória 

que está envolvida na ativação de células endoteliais e leucócitos e está elevada no plasma 

de pacientes com anemia falciforme (Viemann et. al., 2006; Lanaro et. al., 2009). A 

correlação encontrada entre LIGHT e TNF-α enfatiza a possível participação dessas 

citocinas na inflamação crônica presente na anemia falciforme. 

A Trombospondina-1 é uma glicoproteína multifuncional que está abundantemente 

presente nos α-grânulos das plaquetas, sendo secretada mediante ativação dessas células. 

Essa proteína, quando ligada ao receptor CD47, regula a resposta vascular à hipóxia, 

vasoconstrição, além de inibir a angiogênese. A trombospondina-1, que já foi associada às 

crises vaso-oclusivas, também se liga ao receptor CD36 e à fosfatidilserina presente nas 

hemácias, promovendo a adesão dessas células ao endotélio (Sugihara et. al., 1993; Brittain 

et. al., 1993; Browne et. al., 1996; Bonnefoy et. al., 2008; Novelli et. al., 2012). Nós 

observamos que os níveis plasmáticos de CD40L se correlacionaram significativamente 

com a concentração de Trombospondina-1 nos pacientes com anemia falciforme e essa 

correlação foi ainda mais expressiva nos pacientes em terapia com hidroxiureia.  

Para explorar o papel de LIGHT e CD40L como biomarcadores e definir suas 

associações com complicações clínicas na anemia falciforme utilizamos o teste de Fisher 

para analisar o coorte de pacientes do Hemocentro da UNICAMP e do King’s College 

Hospital. 

Uma subpopulação de pacientes do coorte da UNICAMP apresentou níveis 

plasmáticos de LIGHT extremamente elevados, deste modo, nós investigamos se alguma 

complicação clínica seria mais frequente nesses pacientes. Interessantemente, uma 
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associação significativa entre altos níveis de LIGHT e a elevada velocidade de regurgitação 

tricúspide (≥2.5 m/s) foi encontrada nos pacientes com anemia falciforme. A hipertensão 

pulmonar é uma complicação da anemia falciforme que está relacionada com o aumento da 

mortalidade (Castro e Gladwin, 2005). Embora, para diagnosticar essa doença, seja preciso 

fazer a mensuração direta da pressão da artéria pulmonar através de cateterismo, a 

velocidade de regurgitação da tricúspide igual ou superior a 2.5 m/s (avaliada por eco 

cardiograma com doppler) é considerada um indicativo de hipertensão pulmonar (Hassel, 

2011). Nossos dados sugerem que elevadas concentrações de LIGHT podem estar 

associadas à indicações clínicas de hipertensão pulmonar na anemia falciforme.  

Quando avaliamos os pacientes do coorte de Londres observamos que os níveis de 

CD40L estavam significativamente maiores no plasma de pacientes com histórico de 

síndrome torácica aguda do que no plasma de pacientes que nunca apresentaram essa 

complicação clínica. Essa associação também pode ser observada utilizando o teste de 

Fisher. Pacientes com síndrome torácica aguda têm uma alta incidência de embolia 

pulmonar e uma concentração elevada de Trombospondina-1 no plasma (Vichinsky et. al., 

2000; Mekontso et. al., 2011; Novelli et. al., 2012). Apesar de não termos encontrado 

nenhuma associação entre a concentração plasmática de Trombospondina-1 e a síndrome 

torácica aguda nos pacientes com anemia falciforme, os níveis de CD40L se 

correlacionaram expressivamente com os níveis de Trombospondina-1, sugerindo que as 

plaquetas parecem exercer algum papel no desenvolvimento dessa complicação clínica.  

Como esses dados derivam de um pequeno coorte de pacientes, futuras 

investigações, com uma população maior de pacientes, devem ser realizadas para confirmar 

esses achados interessantes. 

7.3 Efeitos da Hidroxiureia 

Embora alguns estudos tenham reportado uma diminuição dos níveis plasmáticos de 

alguns mediadores inflamatórios, como sICAM-1, sVCAM-1 e TNF-α, em pacientes em 

tratamento com hidroxiureia (Saleh et. al., 1999; Conran et. al., 2004; Lanaro et. al., 2009), 

neste estudo nenhuma alteração foi observada na concentração de LIGHT ou CD40L no 

grupo de pacientes AFHU do coorte do Brasil ou de Londres. Esses resultados são 

interessantes pois indicam que a hidroxiureia parece não ser capaz de melhorar os níveis de 
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todos os mediadores inflamatórios que estão alterados na anemia falciforme, como já 

observado em outros estudos (Saleh et. al., 1998; Saleh et. al., 1999; Lanaro et. al., 2009). 

Como tal, parece ser importante a identificação de novas terapias para a utilização em 

associação com HU para reduzir eficazmente a inflamação vascular presente nesta doença. 

Curiosamente, apenas no grupo AFHU nós observamos uma correlação significativa 

de LIGHT com Trombospondina-1 e de CD40L com TNF-α, e também, apenas nesse grupo 

foi observada uma correlação entre a concentração plasmática de Trombospondina-1 e 

TNF-α. Novamente podemos sugerir que a hidroxiureia é incapaz de suprimir todas as vias 

da inflamação na anemia falciforme e que as plaquetas parecem contribuir com o processo 

inflamatório nos pacientes em terapia com essa droga.  

Apesar da terapia com hidroxiureia não ter sido associada a qualquer alteração nos 

níveis plasmáticos de CD40L, esta droga pode estar modulando parcialmente a via desta 

citocina nos leucócitos, visto que as correlações encontradas entre a concentração de 

CD40L e a contagem de leucócitos, neutrófilos e linfócitos foram observadas apenas em 

pacientes com anemia falciforme que não faziam uso de hidroxiureia. 

O DcR3 é uma proteína solúvel da família dos receptores do fator de necrose 

tumoral que tem a função de atenuar os efeitos de LIGHT e também de outras duas 

proteínas da família do TNF, o Fas Ligand e o TNF-like molécula 1A. Essa proteína já foi 

encontrada super expressa em doenças inflamatórias indicando ser um alvo terapêutico 

promissor para condições inflamatórias (Lin e Hsieh, 2011). Enquanto a concentração de 

DcR3 estava ligeiramente aumentada no plasma de pacientes AF, nos pacientes AFHU os 

níveis estavam significativamente elevados quando comparados ao grupo controle, 

sugerindo que um dos efeitos benéficos da hidroxiureia na anemia falciforme poderia ser a 

regulação do imunomodulador DcR3 para neutralizar os efeitos de citocinas da família do 

TNF, como o LIGHT. 

7.4 Papel das plaquetas e seus mediadores inflamatórios, LIGHT e CD40L, na ativação de 

leucócitos e células endoteliais 

LIGHT é um ligante para dois receptores diferencialmente expressos da família do 

TNF, o HVEM, expresso predominantemente em células T, e o LTβR, encontrado 

principalmente em células endoteliais e do estroma (Mauri et. al., 1998; Browning et. al., 
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1996; Chang et. al., 2005). Resultados de vários estudos indicam que a LIGHT pode 

desencadear a apoptose, assim como a ativação das células, dependendo, em parte, da 

expressão dos seus receptores nas células alvo (Rooney et. al., 2000; Zhai et. al., 1998). 

Alguns estudos mostraram que LIGHT é capaz de induzir a produção de IL-8, TNF-α, 

MCP-1 e espécies reativas do oxigênio em neutrófilos e monócitos (Heo et. al., 2006; 

Otterdal et. al., 2006). Em linfócitos, a interação LIGHT-HVEM atua como um sinal de co-

estimulação aumentando a produção de citocinas pró-inflamatórias e a proliferação das 

células T (Tamada et. al., 2000). A expressão dos receptores de LIGHT foi avaliada nos 

neutrófilos, linfócitos e monócitos e observamos uma expressão baixa de LTβR em 

neutrófilos e monócitos e praticamente ausente nos linfócitos de pacientes e controles. 

Pacientes AF em terapia com hidroxiureia apresentaram uma maior expressão de HVEM na 

superfície dos linfócitos, enquanto que não houve diferença na expressão desse receptor em 

neutrófilos e monócitos entre os grupos. Entretanto foi observado que uma grande 

porcentagem dos monócitos de pacientes e controles expressam HVEM em sua superfície, 

sugerindo que essas células podem ser mais suscetíveis aos efeitos de LIGHT do que os 

neutrófilos e linfócitos na anemia falciforme. Esses resultados são semelhantes aos 

encontrados por Heo e colaboradores, que observaram uma expressão elevada de HVEM 

em neutrófilos e monócitos, entretanto, não detectou a expressão do LTβR nessas células 

(Heo et. al., 2006). 

A proteína CD40L, através da ligação com o seu receptor CD40, promove a síntese 

de IL-1, IL-6, e TNF-α em monócitos (Stout e Suttles, 1996) e, em neutrófilos de 

camundongos com sepse induzida, CD40L derivado de plaquetas induz a regulação da 

integrina Mac-1 na superfície dessas células. Enquanto a expressão de CD40L mostrou-se 

extremamente baixa nos leucócitos de pacientes e controles, observamos que a expressão 

do seu receptor, CD40, estava aumentada nos neutrófilos, linfócitos e monócitos dos 

pacientes com anemia falciforme. Esses resultados indicam que a via de interação CD40-

CD40L pode estar alterada na anemia falciforme, induzindo a ativação dos leucócitos. 

Indivíduos com anemia falciforme apresentam uma leucocitose moderada, não 

associada a infecções, que está relacionada com o aumento da morbidade e mortalidade 

desses pacientes (Platt et. al., 1994). Estudos em animais e humanos indicam que a adesão 

de leucócitos à outros tipos celulares e ao endotélio é muito importante na patogênese da 
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vaso-oclusão, pois essas células efetivamente reduzem o diâmetro do lúmen do vaso, 

resultando na redução do fluxo sanguíneo (Frenette 2002; Frenette 2004; Osarogiagbon et. 

al., 2000). A interação das plaquetas com os leucócitos resulta na ativação dessas células 

com a formação de agregados heterocelulares, facilitando a adesão ao endotélio (Diacovo 

et. al., 1996; Diacovo et. al., 1998; da Costa Martins et. al., 2006; Ott et. al., 1996). A 

formação de agregados plaquetas-monócitos e plaquetas-neutrófilos é bastante comum na 

circulação de indivíduos com anemia falciforme (Wun et. al., 2002; Polanowska-

Grabowska et. al., 2010), dessa forma avaliamos se plaquetas de pacientes com essa doença 

seriam capazes de ativar leucócitos de controles. Em neutrófilos, observamos que plaquetas 

de controles, assim como de pacientes, mostraram uma tendência em aumentar a expressão 

das moléculas CD66b, CD11a e CD11b, enquanto que em monócitos não houve diferença 

significante na expressão de CD11b ou fator tecidual. Apesar das plaquetas não terem 

induzido o aumento da expressão de ICAM-1 nos linfócitos controle, observamos que as 

plaquetas de indivíduos com anemia falciforme promoveram a expressão da molécula 

CD69. O CD69 é considerado um marcador de ativação de linfócitos T, pois é uma das 

primeiras moléculas a ser expressa na superfície dessas células após estímulo dos 

receptores TCR. Uma vez expressa, funciona como uma molécula co-estimulatória para a 

ativação e a proliferação das células T (Ziegler et. al., 1994).  

Foi observado que indivíduos com anemia falciforme apresentam um maior número 

de monócitos pró-inflamatórios na circulação do que indivíduos saudáveis e curiosamente 

as plaquetas de pacientes foram capazes de induzir o fenótipo pró-inflamatório em 

monócitos de controles. Monócitos circulantes compreendem diferentes subpopulações 

com propriedades infiltrativas e migratórias distintas, que podem ser distinguidos com base 

na expressão diferencial dos marcadores de superfície CD14 e CD16. Monócitos CD14+ 

CD16- são denominados clássicos ou inflamatórios e CD14+ CD16+ denominados não 

clássicos ou pró-inflamatórios. A origem de cada subgrupo ainda se mantém polêmica. É 

de consenso geral que a subpopulação de monócitos clássicos, que compreende mais de 

80% do total de monócitos circulantes, origina-se de células progenitoras da medula óssea, 

porém ainda não está claro se os monócitos pró-inflamatórios se originam da medula óssea 

ou se evoluem a partir de monócitos clássicos (Ancuta et. al., 2009; Weber et. al., 2000). 

De acordo com Passacquale e colaboradores, a interação de monócito com plaquetas 
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ativadas induz a expressão da molécula CD16 em monócitos CD14+ CD16-, aumentando a 

adesividade dessas células ao endotélio ativado (Passacquale et. al., 2011). Nossos 

resultados sugerem que as plaquetas de pacientes com anemia falciforme por já se 

encontrarem em um estado ativado podem estar predispostas a interagirem com os 

monócitos, induzindo a ativação dessas células. 

A inflamação e o dano endotelial possuem um papel fundamental na fisiopatogenia 

do processo vaso-oclusivo. Evidências de estresse do endotélio incluem o aumento dos 

níveis de moléculas de adesão na circulação, como VCAM-1 solúvel, e das células 

endoteliais circulantes durante as crises de dor. Solovey e colaboradores evidenciaram que 

o endotélio na anemia falciforme está ativado, mostrando que células endoteliais circulantes 

da microvasculatura possuem um fenótipo pró-coagulante e pró-inflamatório, pois 

expressam fator tecidual, VCAM-1, ICAM-1, E-selectina, e P-selectina (Sowemimo-Coker 

et. al., 1989; Duits et. al., 1996; Solovey et. al., 1997 e 1998). 

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa mostrou que as plaquetas na AF 

possuem uma capacidade aumentada de aderirem ao endotélio e o ativar (Proença-Ferreira 

et. al., 2010; Proença-Ferreira et. al., no prelo); quando aderidas, plaquetas induzem a 

produção quimiocinas e moléculas de adesão nas células endoteliais, facilitando o 

recrutamento de leucócitos (Henn et. al., 1998; Kuckleburg et. al., 2011). Vários estudos 

tem relatado que LIGHT e CD40L são potentes indutores da expressão das moléculas de 

adesão ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina e da produção das quimiocinas IL-8 e MCP-1 nas 

células endoteliais (Celik et. al., 2009; Celik et. al., 2007; Otterdal et. al., 2006; Henn et. 

al., 1998; Cipollone et. al., 2005; Urbich et. al., 2002). Neste estudo foi observado que as 

plaquetas de pacientes com anemia falciforme induzem uma maior expressão de ICAM-1 

em HUVECs do que as plaquetas de indivíduos controle, sendo que esta expressão foi 

praticamente abolida quando anticorpos bloqueadores da citocina CD40L foram 

adicionados juntamente com as plaquetas sobre as células endoteliais. Resultados 

semelhantes foram encontrados na presença de anticorpos anti-LIGHT. Embora não tenham 

sido estatisticamente significativos, uma correlação significativa foi encontrada entre os 

níveis plasmáticos de LIGHT e ICAM-1. Esses dados são mais uma evidência de que as 

plaquetas podem estar contribuindo com a inflamação vascular presente na anemia 
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falciforme e as citocinas pró-inflamatórias LIGHT e CD40L parecem exercer um papel 

importante neste contexto.  
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8. CONCLUSÕES 

As proteínas pró-inflamatórias, LIGHT e CD40L, estão elevadas no plasma dos 

pacientes com anemia falciforme e as plaquetas parecem contribuir para a produção desses 

mediadores. 

Elevados níveis de LIGHT e CD40L estão associados a alterações em outros 

marcadores da inflamação, provavelmente por estarem participando ou refletindo o estado 

pró-inflamatório e pró-trombótico encontrado na anemia falciforme. 

A terapia com hidroxiureia não foi associada a qualquer alteração dos níveis de 

LIGHT ou CD40L, enfatizando a importância da identificação de novos alvos terapêuticos 

para, juntamente com a hidroxiureia, reduzir de forma eficaz a inflamação vascular presente 

na anemia falciforme.  

Dados sugerem que LIGHT e CD40L poderiam contribuir com a ativação dos 

leucócitos e do endotélio, exercendo um papel importante na fisiopatogenia da anemia 

falciforme e aparentemente nas manifestações clínicas desta doença, como a hipertensão 

pulmonar e a síndrome torácica aguda. 

Os resultados encontrados neste estudo evidenciam a importância que as plaquetas e 

seus mediadores inflamatórios, LIGHT e CD40L, podem ter na propagação da inflamação 

vascular presente na anemia falciforme, se tornando possíveis alvos para novas abordagens 

terapêuticas.
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