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A anemia falciforme é uma alterag@o genética das hemdcias, caracterizada por
hemdlise cronica e episodios de crises de oclusdo vascular. O defeito genético consiste em
uma mutagdo na posi¢do 6 da cadeia B da hemoglobina, que confere as hemacias alteragdes
na sua forma e estrutura, tornando-as mais rigidas, deformadas e distorcidas, com tendéncia
para a formagdo de polimeros e conseqiiente obstrugdo do fluxo sanguineo. Um simples
ponto de mutagdo transforma a anemia falciforme em uma entidade clinica heterogénea,
sugerindo a idéia de que diferentes mecanismos possam estar envolvidos. O mecanismo
exato, pelo qual o fluxo sanguineo normal é interrompido pelas hemdcias, ainda ndo €

totalmente esclarecido.

Numa doenga como a anemia falciforme, na qual a velocidade da passagem das
hemécias rigidas pelos vasos sanguineos tem importéncia relevante, o ténus e a regulagéo
vascular assumem papel primordial, sendo este controle mediado, em parte, pelo 6xido
nitrico, cuja ago € inibida pelo superoxido. Diversos estudos tém indicado o envolvimento
da les@o endotelial e do processo inflamatdrio subclinico no desencadeamento e progressao
dos processos da oclusdo vascular. A participagdo dos leuccitos no dano aos tecidos dos
pacientes com anemia falciforme ¢ objeto de investigagdo, sendo a leucocitose um fator de

mau prognostico na doenga.

Investigou-se inicialmente a liberagdo do Oxido nitrico pelos leucécitos,
analisando sua capacidade de inibir a agregagdo de plaquetas lavadas induzida pela
trombina. Os resultados mostram que os granulécitos de pacientes com anemia falciforme
(n=9) liberam 6xido nitrico de maneira similar aos granuldcitos de controles sadios (n=9),
pois foi necessario um nimero semelhante de células para inibir a agregagao plaquetaria
(mediana de 4.4 x 10°e4.3 x 106, respectivamente). Na auséncia de SOD, ndo foi detectada
liberagio de oxido nitrico pelos leucocitos mononucleares de pacientes com anemia
falciforme (n=9), pois eles nfio afetaram a agregacdo de plaquetas nesta situa¢do. Na
presenga de SOD, ndo houve diferenga na liberagdo do oxido nitrico entre leucécitos
mononucleares de pacientes com anemia falciforme e controles, pois o numero de
leucdcitos mononucleares necessario para inibir a agregagdo de plaquetas foi semelhante
entre os pacientes (mediana de 3.4 x 10°ml, n=9) e os controles sadios
(mediana de 3,3 x 10°ml, n=9).

Resumo
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Os fagécitos contém uma nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)
oxidase (forma reduzida) associada & sua membrana citoplasmética, que gera superéxido e
outros reativos intermedidrios toxicos do oxigénio, os quais apresentam potencial de injuria
aos tecidos. O sistema NADPH-oxidase ¢ composto por cinco subunidades: p407"*,
p477"* p677** existem no citosol como um complexo. Os outros dois componentes
gp91P"™ ¢ p22 P formam o citocromo bsss que se localiza na membrana celular e
funciona como o carreador final de elétrons da oxidase. Depois de ativado, o complexo

citosolico migra para a membrana e liga-se ao citocromo bssg, ativando a oxidase.

Desenvolveu-se uma série de estudos sobre o sistema NADPH oxidase

leucocitario dos pacientes com anemia falciforme na forma homozigota, estdveis e fora de

crises.

Para se estudar a liberagdo do superdxido pelos leucdcitos de pacientes com
anemia falciforme, utilizou-se o ensaio da redug@o do citocromo ¢ especificamente inibida
pela SOD. Os resultados demonstram que os granulocitos de pacientes com anemia
falciforme (n=22) e de controles sadios (n=17) liberam super6xido em quantidades
semelhantes. Os leucdcitos mononucleares de pacientes com anemia falciforme (n=22)
liberam mais superéxido quando estimulados com PMA ou Zimosan do que os dos
controles sadios (n=17). Estes resultados, tomados em conjunto, sugerem que exista uma

predominéncia de reativos intermedidrios do oxigénio na anemia falciforme.

Nas células com exposicdo aos reativos intermediarios do oxigénio, hd um
sistema antioxidante para protecdo e eliminagdo dos radicais livres formados. Para se
avaliar a atividade da SOD nos leucdcitos de pacientes com anemia falciforme (n=10),
utilizou-se a inibigdo competitiva da redugdo do citocromo ¢ desencadeada pela xantina
oxidase e para verificar-se a atividade da GSH-Px (n=10), utilizou-se o método da oxidagéo
do NADPH pelo t-butil hidroperoxido. Ndo foram encontradas diferengas significativas nas
atividades da SOD e da GSH-Px em relagdo ao observado nos controles sadios
(n=10, p>0,05, nas duas situagdes, teste de Mann-Whitney).

Resumo
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Em seguida, iniciou-se o ensaio da expressdo dos genes que codificam os
componentes da NADPH-oxidase, gp917**, p227%* e p677"*, que foi investigada por
intermédio da transcricdo reversa, seguida pela reagdo da polimerase em cadeia, pelo
método da quantificagdo relativa, utilizando-se o0 RNA 18S como controle interno. Os
resultados mostram que os leucécitos mononucleares dos pacientes (n=21) expressam mais
o gene que codifica o componente gp917*” em relagdo aos controles sadios
(=23, p=0,036, teste de Mann-Whitney) e expressam os genes que codificam os
componentes p227"** (n=24 controles e 24 pacientes) e p677"* (n=22 controles e 22

pacientes) em niveis semelhantes aos controles sadios (p>0,05, em ambas as situagdes, teste

de Mann-Whitney)-

Finalmente, estudou-se a fosforilagdo das proteinas citoplasmaticas,
especialmente as de peso 47kDa, pela incorporagdo do fosforo radioativo (*’P) em
suspensdes de leucdcitos mononucleares de pacientes com anemia falciforme (n=4, 4 x10°
células/ml) e de controles sadios (n=6, 4 x10° células/ml). No estado basal ou apés estimulo
com PMA (30uM), encontrou-se maior fosforilagdo das proteinas celulares com 47kDa nos
leucdcitos mononucleares de pacientes com anemia falciforme, quando comparadas as dos

controles sadios.

Os resultados dos nossos trabalhos demonstraram que: leucécitos de pacientes
com anemia falciforme homozigotos, estaveis e fora de crises. liberam 6xido nitrico em
quantidade similar aos dos controles sadios; os leucdcitos mononucleares de pacientes com
anemia falciforme produzem mais superdxido in vitro, quando estimulados com PMA ou
ZYM; ndo h4 aumento proporcional do sistema antioxidante dos leucécitos; os leucdcitos
mononucleares de pacientes com anemia falciforme expressam mais o gene que codifica o
componente gp917** do sistema NADPH-oxidase e tém a fosforilagdo das proteinas
celulares de 47kDa mais intensa, quando comparados aos leucécitos mononucleares de
controles sadios. Estes achados, em conjunto, indicam que o sistema NADPH-oxidase esta
ativado nestas células e pode ser responsavel, pelo menos em parte, por inativar o 6xido
nitrico, constituindo um fator de risco para as crises de oclusdo vascular € manutencdo da

inflamag¢do na anemia falciforme.
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Sickle cell anemia is a genetic disorder of red blood cells characterized by
chronic hemolysis and episodic vaso-oclusive crisis. The molecular defect is caused by a
point mutation at the 6™ position of the P chain of hemoblobin, which leads erythrocytes to
abnormal sickle shape, rigidity, deformability and distortion with consequent blood flow
obstruction. A single point mutation leads sickle cell disease to a clinical heterogenous
disorder, supporting the idea that a different set of mechanisms might be involved in this

disease. It is still not completely understood how sickle erythrocytes interrupt blood flow.

Current evidence indicate that endothelium damage, and a subclinical
inflammatory process take place in the initiation and progression of vascular occlusion. The
role of leukocytes in the tissue injury of sickle cell anemia patients is a current subject of

investigation.

The NADPH-oxidase system of professional phagocytes catalyzes the
production of superoxide by the one-eletron reduction of oxigen (respiratory burst). This is
the starting point for the production of reactive oxidants species, which are potential tissue
injury mediators. The NADPH-oxidase system is composed by five components: p40™",
p47P"*, p67PM exist in the cytosol as a complex. The other two components gp91P"* and
p22“’h°" form the cytocrome bssg in the cell membrane and function as the terminal electron
carrier of the oxidase. After activation, the cytosolic complex migrate to membrane binding

to citocrome bssg and assembly the active oxidase.

The involvement of the leukocyte NADPH-oxidase system has not been

investigated before in sickle cell anemia. The experimental approach was focused on:

a) the release of nitric oxide by neutrophils and mononuclear leukocytes from
sickle cell anemia patients. It was assayed by the ability of leukocytes to
inhibit thrombin-induced washed platelet aggregation. Neutrophils from
sickle cell anemia patients released nitric oxide in a similar manner to those
from healthy controls. The inhibition of platelet aggregation by neutrophils
from sickle cell anemia or from healthy controls was blocked by L-NAME
(300pM), but not by D-NAME (300uM), and was reversed by L-arginine
(ImM). Additionaly, a similar number of neutrophils from sickle cell anemia

Abstract
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patients and from healthy controls was required to inhibit platelet
aggregation. Mononuclear leukocytes from sickle cell anemia patients
inhibited platelet aggregation only in the presence of superoxide dismutase
(60 Uml™)

b) the release of superoxide by neutrophils and mononuclear sickle cell anemia

c)

leukocytes. It was assassed by the SOD specific inhibition of cytochrome ¢
reduction assay. PMA (30nM) or ZYM (100 particles/cell)-induced release
of superoxide by mononuclear leukocytes from sickle cell anemia patients
was significantly higher than that observed in mononuclear leukocytes from
healthy controls (p<0,001 e p<0,01, respectively, Mann-Whitney test). The
levels of superoxide released by neutrophils from sickle cell anemia patients

was similar to those from healthy controls.

the activity of SOD or cellular glutathione peroxidase in neutrophils and
mononuclear leukocytes from sickle cell anemia patients was assayed by the
xantine-oxidase induced cytochrome ¢ reduction and the cellular glutathione
peroxidase activity was asseyed by the NADPH oxidation induces by t-
buthyl hydroperoxide. The activites of SOD and GHS-Px in neutrophils and
mononuclear sickle cell anemia leukocytes were similar to those from
healthy controls

d) the gene expression of gp91P" | p22P"* and p67™°* in mononuclear sickle

cell anemia leukocytes. Monocytes’ RNA from steady state sickle cell
disease patients and healthy control subjects were used in a quantitative-
relative reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR). The
results revealed that gp91™"* relative gene expression in mononuclear
leukocytes from sickle cell anemia patients (n=21) was significantly higher
compared to healthy controls (n=23, p=0,03, Mann-Whitney test) and that
p22°P"* (n=24 patients, 24 controls) and p67™"> (n=22 patients, 22 controls)
relative gene expression in mononuclear sickle cell anemia leukocytes was

similar to healthy controls.
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e) the phosphorylation of a group of 47kDa cell proteins. It was assayed by the
incorporation of **P-Labeled by sickle cell (n=4, 4 x10” cells/ml) or healthy
controls (n=6, 4 x10’ cells/ml) mononuclear leukocytes, in basal state or
after stimulation with PMA (30nM). We found a higher phosphorylation in
47kDa protein sickle cell mononuclear leukocytes than in healthy controls.

Conclusions

The results have shown that leukocytes from sickle cell anemia patients
released nitric oxide in a similar manner to those from healthy controls; sickle cell anemia
mononuclear leukocytes release more superoxide, when stimulated with PMA or ZYM,
than mononuclear leukocytes from healthy controls; gp91™* gene expression is
upregulated in monocytes from sickle cell patients compared to healthy controls, and the
phosphorylation of 47kDa proteins in sickle cell anemia mononuclear leukocytes is more

intense than healthy controls.

The NADPH-system is activated in sickle cell anemia mononuclear leukocytes
and may be responsible, at least in part, for the inactivation of nitric oxide. This may

contribute to inflammation and vascular dysregulation in sickle cell disease.
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1.1. ANEMIA FALCIFORME

Anemia falciforme ¢ uma anemia hemolitica cronica hereditaria, que ocorre em
homozigotos para o gene falciforme, onde ha substituicdo da hemoglobina normal (HbA)
pela hemoglobina falciforme (HbS). O defeito molecular da HbS caracteriza-se pela
substituicdo da base adenina pela base timina, na posi¢é@o seis da cadeia beta e conseqiiente
produ¢do do aminoacido valina ao invés do acido glutdmico. Esta hemoglobinopatia foi
considerada como a primeira doenga de base molecular, quando PAULING et al/ (1949)
descreveram que a hemoglobina dos pacientes com anemia falciforme diferia da normal

pela auséncia de duas cargas negativas.

A hemoglobina S ¢ a mais freqiiente das variantes estruturais da hemoglobina A
e a anemia falciforme ¢ uma das anemias hemoliticas hereditarias mais freqiientes no
Brasil, com incidéncia de 1:1000 nascimentos, sendo estimada ao redor de dois milhdes de
pessoas portadoras do gene, constituindo-se um problema de Satide Publica (DE PAIVA E
SILVA, RAMALHO, CASSAROLA, 1993). A freqiiéncia estimada de heterozigotos € de
5-6% da populagdo de negroides e de 2% da populagdo em geral (ALVARES FILHO et al.,
1995), predominando o haplétipo Bantu (GONCALVES ef al., 1994) no estado de Sdo
Paulo. Foi introduzida no Brasil durante o periodo da escraviddo africana, razdo pela qual

predomina na raga negra, principalmente no Nordeste e Sudeste.

Na década de 70, estudo revisando autopsias, estimou a média de 14 anos de
sobrevivéncia, com 20% das mortes ocorrendo antes dos 2 anos de idade, um ter¢o
ocorrendo até os 5 anos, 50% entre 5 e 30 anos e apenas um sexto apds os 30 anos

(DIGGS, 1973).

Na década de 90, outro estudo (PLATT et al., 1994) realizado em centros de
tratamento de anemia falciforme nos EUA e incluindo 3.764 pacientes, constatou que 85%
dos pacientes alcangaram a idade de 20 anos, indicando melhoria no tratamento
possivelmente devido ao diagndstico precoce, ao acompanhamento meédico € a evolugdo
dos novos tratamentos. Dentre os pacientes com menos de 20 anos, a mortalidade atingiu o
pico entre 2 e 3 anos de idade, causada por infec¢do, predominantemente sepse por

Streptococcos pneumoniae. No grupo total de pacientes, foi observada maior mortalidade
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entre os homens, com média de vida de 42 anos para homens e de 48 anos para mulheres,
com poucos pacientes alcangando 60 anos de vida. Essa expectativa de vida é 25 anos

menor, quando comparada a média geral da populagdo negréide.

Somente uma pequena propor¢do de mortes nos pacientes falciformes ¢ causada
por doenga nio relacionada com a anemia falciforme (PLATT ef al., 1994), confirmando a
grande mortalidade provocada pela doenga. Um grande nimero de pacientes morre
repentinamente devido a uma complicagdo aguda da patologia, principalmente crises de
dores e sindrome toracica (POWARS, CHAN, SCHROEDER, 1990), evidenciando a
instabilidade da doenga e as lesdes organicas insidiosas. Quanto maior o ntimero de
sintomas, maior a mortalidade. Foram estabelecidos como fatores de risco: baixo nivel de
hemoglobina fetal, baixa concentragido da hemoglobina e aumento do nimero de células

brancas no sangue.

O quadro clinico dos pacientes caracteriza-se pela anemia hemolitica cronica
com episédios de agravamento que, em conjunto, sio denominados de crises de falcizacdo,
sendo esses: crises de oclusdo vascular, crises aplasticas, crises de dor, priapismo, acidentes
cérebro-vasculares isquémicos, hemoliticos e seqiiestro esplénico de hemaécias. Os
pacientes com anemia falciforme apresentam também grande risco de alteragGes
encefélicas, osteonecrose, retinopatia e faléncia renal (HEBBEL, 1997). As crises de
oclusdo vascular, por serem as mais freqiientes e pelas suas repercussdes na mortalidade e
morbidade que acarretam, sio as mais importantes no estudo dessa patologia. Por esse
motivo € considerada um modelo de doenga da microvasculatura, na qual ha grande

interagdo entre o endotélio, plaquetas, hemécias e leucdcitos.

1.2. FALCIZACAO

O gene falciforme proporciona pelo menos trés alteraces moleculares na
hemoglobina: formagdo de tetrdmeros, tendéncia para polimerizar em baixas tensdes de
oxigénio e instabilidade (HEBBEL, 1991). O desenvolvimento de células anormalmente

desidratadas € diretamente responsavel pelos defeitos celulares que levam a deformacio, a
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arquitetura anormal das membranas, a propensdo para falcizagdo e ao aumento da

concentrag¢do intracelular, resultando na polimerizagdo e, por fim, no fendmeno da oclusio
vascular (EATON & HOFRICHTER, 1987).

Monomeros de HbS sdo estdveis em solugdo sob certas condi¢bes da
concentragdo de HbS, pH, temperatura e carga idnica. Entretanto, pequenas alteracdes
destas condi¢des ideais podem rapidamente levar a formagdo dos géis. A polimerizagdo das
hemacias desoxigenadas € o evento inicial da patogénese molecular da anemia falciforme.
Quando a hemoglobina falciforme ¢ desoxigenada, ocorre uma mudan¢a na sua
conforma¢do com as subunidades beta se distanciando uma da outra, resultando numa
interagdo hidrofébica com a molécula complementar da hemoglobina (NAGEL et al.,
1980), formando agregados de grandes polimeros, distor¢do da forma e marcante
diminuicdo da plasticidade das células vermelhas, que se tornam rigidas, proporcionando o

fendmeno da oclusdo vascular, que € a marca desta doenga.

Hemacias falciformes contém quantidades aumentadas de célcio e, quando as
membranas celulares sdo distorcidas, hd aumento da concentrag¢do do célcio citoplasmatico.

Isto é suficiente para ativar os canais dependentes de potassio e célcio,

resultando num mecanismo no qual hd perda de potdssio e dgua, um efeito
também alcancado pelo aumento da atividade do sistema de co-transporte do cloreto de
potassio (OLIVIERI ef al., 1992). A combinagio destes mecanismos complexos produzem

as heméacias desidratadas e rigidas (WEATHERALL & CLEGG, 1999).

A taxa e a extensdo da formagdo dos polimeros de hemoglobina pelas hemacias
falciformes circulantes sdo dependentes do grau de desoxigenag¢do, da concentragdo
intracelular de hemoglobina e da presenga ou auséncia de hemoglobina fetal, sendo um
evento marcante por sua dindmica. A cinética da formagdo dos polimeros € determinante
para a morfologia das células (MOZZARELLI, HOFRICHTER, EATON, 1987,
ASAKURA ef al., 1994). Quando a desoxigenacdo é rapida, multiplos e independentes
eventos de polimerizagdo ocorrem, resultando em pequena alteragdo no formato das células
vermelhas. Porém, quando a desoxigenagdo ¢ lenta ou parcial, ha a formacdo de agregados

de moléculas, seguidos de aumento e alinhamento das fibras e formagao da célula em foice
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(HEBBEL, 1991), cuja estrutura tridimensional foi elucidada utilizando-se microscopia
eletronica de alta resolugéo, a qual demonstrou que o polimero ¢ formado por 14 bandas e a
unidade estrutural priméaria ¢ uma dupla cadeia, na qual a molécula de hemoglobina
encontra-se em ziguezague (DYKES, CREPEAU, EDELSTEIN, 1979).

Em raziio de o tempo de trinsito na microcirculagdo ser rapido em relagdo ao
tempo requerido para a formagdo dos tetrdmeros, a maioria das células nio os formam
durante o fluxo normal nas arteriolas e capilares. Porém, caso haja um desequilibrio nos
fatores que induzam a polimerizagdo, pode haver um rdpido aumento na formacio de
polimeros e virtualmente todas as hemédcias que estdo na microcirculagio podem conté-los,

com marcante altera¢do na plasticidade, o que leva a oclusdo vascular (Fig 1).

Figura 1: [lustrag¢do de hemdcias de paciente com anemia falciforme. A substituicio do
acido glutdmico pela valina da posi¢iio 6 da cadeia p da hemoglobina promove
alteragdes fisico-quimicas nas paredes das hemdcias, e estas ao sofrerem

desoxigenacdo, formam fibras de polimeros e modificam a sua forma original,
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dando origem a forma em foice (seta). Quando as hemicias voltam a ser
oxigenadas, a forma em foice € revertida para a forma oval, porém, repetidos
ciclos de oxigenagdo-desoxigenagdo vdo promover danos permanentes nas
membranas, o que faz com que a forma das hemacias se converta,
rreversivelmente, para a forma em foice, com diminui¢do da vida média e

propiciando condigdes para o desenvolvimento dos quadros de oclusdo vascular.

A populagdo de células dos pacientes com anemia falciforme € constituida de
numero aumentado de reticuldcitos e de uma subpopulacdo de células anormalmente densa,
que pode variar de 5 a 50% das hemdcias de um paciente (SOLOVEY et al., 1997). Essas
células sdo desidratadas, com elevada concentragdo média de hemoglobina e conteudo de
cations monovalentes alterados (aumento de sédio e pouco potassio). Considerando que o
periodo de tempo requerido para a formac@o do polimero durante a passagem das hemacias
falciformes pelos capilares ¢ inversamente proporcional a concentragdo intracelular da
hemoglobina (MOZZARELLI et al., 1987), esta populacdo de células constitui um elevado

risco para desencadeamento das crises de falcizacdo.

Outros insultos as células falciformes incluem a microvesiculagdo, quando
polimeros penetram o citoesqueleto, e danos mediados pelo ferro na membrana das c€lulas
vermelhas (WEATHERALL & CLEGG, 1999).

1.3. ANEMIA FALCIFORME E INFLAMACAO

Estudam-se muito as alteracdes das hemacias, porém somente suas alteragdes
estruturais ndo explicam totalmente a diversidade do quadro clinico encontrado nestes
pacientes e ndo sdo suficientes para explicar os episédios de oclusdo vascular. As crises
iniciam-se quando o transito das hemécias falciformes torna-se lento nos capilares, mas
outros fatores contribuem para a fisiopatologia, ja que, normalmente, o tempo de transito
nos vasos capilares é muito curto para provocar a desoxigenacdo das hemécias e iniciar a
constricdo vascular. Além disso, a oclusdo nas grandes artérias, apresentada por pacientes

com derrame cerebral, nio pode ser explicada pela obstrucdo mecénica sozinha
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(HEBBEL, 1991), sugerindo que a presenca de componentes importantes da fisiopatologia
da oclusdo vascular na anemia falciforme seja iniciada apos o fendémeno da falcizagdo,

comprometendo a fung¢do vascular.

As hemacias dos pacientes com anemia falciforme apresentam um grande
numero de anormalidades, geram mais reativos intermedigrios do oxigénio e aderem mais
aos mondcitos (SCHWARTZ et al., 1983), macréfagos (HEBBEL & MILLER, 1984) e
exibem uma grande adesdo ao endotélio (HEBBEL er al., 1980b). Estudos indicam que a
chave da contribui¢io para as crises de oclusio vascular deve ser a tendéncia de as
hemécias falciformes aderirem ao endotélio, como visto em diversos modelos in vifro
(HEBBEL et al., 1980b; MOHANDAS & EVANS, 1985: SUGIHARA ef al., 1992),
ex-vivo (KAUL, FABRY, NAGEL, 1989) e in vivo (FABRY et al., 1989; KAUL et al.,
1995), gerando hipoxia nos tecidos, o que € considerada a maior causa dos danos aos

orgéos dos pacientes falciformes.

A viscosidade das membranas e a deformidade das hemécias falciformes sdo
claramente alteradas, mesmo quando estio bem oxigenadas (CHIEN, USAMI, BERTLES,
1970; CLARK, MOHANDAS, SHOHET, 1980; NASH, JOHNSON,
MEISELMAN, 1984). Estas alteragdes levam as heméacias densas e os reticuldcitos dos
pacientes com anemia falciforme a ficarem retidos no endotélio continuamente (LUTTY
et al., 1996). A tendéncia das hemacias dos falciformes em aderir ao endotélio aumenta
quando diminui a tensdo arterial de O,, sendo mais intensa e mais rapida quando a
desoxigenagao € siibita do que quando acontece gradualmente (KAUL & XUE, 1991).
principalmente a custa da alteragio da viscosidade (SCHMALZER, MANNING, CHIEN,
1989; MACKIE & HOCHMUTH, 1990). Situagdes de desequilibrio fazem com que o fluxo
sanguineo seja bloqueado e as células rigidas e falcizadas fiquem em contato maior com o
endotélio, principalmente nas vénulas pés-capilares e capilares (KAUL er al., 1989; KAUL
et al., 1995; FRENCH et al., 1997). Esse quadro leva ao impedimento do fluxo sanguineo,
ao aumento do tempo de transito nos capilares, proporcionando hipéxia, que acarretara
ainda maior aderéncia de células densas no endotélio, ndo sé confinado aos capilares, mas
propagando-se para diversos locais a montante (KAUL er al, 1989). A aderéncia

aumentada das hemacias dos pacientes falciformes estimula o endotélio a hiper-expressar
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suas moléculas de adesdo, que aceleram a cascata da adesio (NATARAJAN, UDDEN,
MCcINTIRE er al., 1996), propagam a oclusdo vascular, com significantes efeitos na
dindmica do fluxo sanguineo na microvasculatura e resultando em dano aos tecidos
(MOORE et al., 1996). Essa dindmica intensifica-se ainda mais nos eventos das crises de
falcizacdo.

A hipdxia resultante afeta a fisiologia do endotélio de vérias formas e regula a
sintese de substancias com ag@o vascular envolvidas na regulagio do tonus vascular
(RUBANYI & VANHOUTTE, 1985; RAKUGI et al., 1990). A constri¢do, induzida pela
instabilidade vascular em combinacdo com a hipdxia dos tecidos, resulta em transito
prolongado das hemécias nos capilares com conseqiiente oclusio, que vai gerar mais
hip6xia e contribuir para a falcizagdo, que produzira mais hipoxia, mais constrigdo vascular
local secundaria ao desequilibrio entre constri¢do e dilatagdo dos vasos, com estase e mais
falcizagdo. A hipdxia ndo somente facilita a falcizagdo, mas também induz a aderéncia das
células sanguineas ao endotélio (GINIS, MENTZER, FALLER, 1993a; GINIS,
MENTZER, FALLER, 1993b; GINIS et al., 1995) que vdo provocar mais falcizacio,

constrigdo do vaso e hipéxia (PHELAN et al., 1995), gerando um circulo vicioso.

1.4. MOLECULAS DE ADESAO

Os mecanismos moleculares que regulam a aderéncia das hemacias ao endotélio
s8o complexos e envolvem um grande numero de receptores nestes locais, além de
proteinas no plasma que participam como fatores mediadores entre aqueles, contribuindo
para a adesdio (MOORE et al., 1996). Receptores nas hemacias e reticulécitos incluem:
ICAM-1, CD11a/CD18 (ARKIN et al., 1991), CD36 (SUGIHARA er al., 1992;
JONECKIS et al., 1993) e a4 Py integrina (JONECKIS et al., 1993). Receptores na
membrana do endotélio que participam na adesdo: VCAM-1, CD36 (SUGIHARA et al.,
1992), alfa,beta; integrina (WICK ef al., 1987), trombospondina (SUGIHARA et al., 1992;
HILLERY et al., 1996). Fatores plasmaticos que promovem adesdo incluem fibrinogénio,
fibronectina (HEBBEL, 2000), fator de von Willebrand (WICK er al., 1993) e
trombospondina. A matriz subendotelial fica exposta apos lesdo do endotélio e também
participa das adesGes com os componentes laminina, trombospondina, fator de von
Willebrand e fibronectina (LEE et al., 1998).
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A aderéncia da hemacias falciformes é minima quando o endotélio nio esta
ativado, porém fatores como inflamag@o ativam as células endoteliais, que aumentam a
adesividade das hemacias. A adesdo anormal destas hemicias ao endotélio mantém um
estado inflamatério baixo e constante, que proporciona isquemia dos tecidos, estimula o
aumento dos niveis plasmaticos das moléculas de adesdio soltveis, ativa mais ainda o
endotéli . o qual libera quantidades variadas de citocinas, IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a.,
perpetuando a inflamagdo. O aumento dessas substincias foi detectado no plasma de
pacientes com anemia falciforme (FRANCIS & HAYWOOD, 1992; MALAVE et al.,
1993; CROIZAT, 1994; KASSCHAU et al., 1996; KUVIBIDILA et al., 1997)

Quanto mais intensa a adesdio da hemdcias, piores os sintomas (HEBBEL et al.,
1980a) Os episédios de oclusdo vascular, mesmo que sem repercussio clinica, aumentam as
condi¢des para maior interacio do endotélio com as hemadcias, resultando em maior
aderéncia (EMBURY et al., 1999) e manutencdo do estado inflamatério, demonstrado por
leucocitose, niveis anormais de reagentes da fase aguda como trombina (KURANTSIN-
MILLS ez al., 1992), fator ativador de plaquetas, proteina C reativa (BELCHER et al.,
2000), e também por: células endoteliais ativadas (SOLOVEY et al., 1998; SOLOVEY
et al., 2001), ICAM-1 (SHIU, UDDEN, McINTIRE ef al., 2000), VCAM-1 (SHIU et al.,
2000) (STUART & SETTY, 1999), P-selectina (HEBBEL et al., 1987), IL-1 ¢ TNF-a
(FRANCIS & HAYWOOD, 1992), sendo estes dois tltimos responsaveis por regular a
expressdo das moléculas de adesdo do endotélio (MOORE et al., 1996), além de ativarem

os leucocitos.

Os leucécitos desempenham uma fungio crucial na defesa do organismo por
apresentarem atividades microbicida, tumoricida e inflamatéria. Os fagécitos (neutrofilos,
eosinéfilos, monécitos e macrofagos) possuem uma magquindria molecular que, apods
ativac@o, gera reativos do oxigénio e do nitrogénio para essas finalidades. Quando a
liberagdo destes radicais € intensa, apresentam agfio deletéria para o organismo,
participando na propagacio da inflama¢do, mas quando controladas, agem como segundos
mensageiros, participando na resolugdo da inflama¢do (SUZUKI, FORMAN, SEVANIAN,
1997; SAHNOUN, JAMOUSSI, ZEGHAL., 1998).
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1.5. RADICAIS LIVRES, MICROCIRCULACAO E ATIVIDADE MICROBICIDA

Diversos mediadores modulam o ténus e a permeabilidade vascular, bem como
a aderéncia e a agregac@o das hemaécias, leucocitos e plaquetas entre si e ao endotélio. O
endotélio interage com tais mediadores e células, regulando seus efeitos. Porém, em
algumas situagdes patoldgicas, podera ocorrer o predominio de um efeito sobre o outro,

levando ao desequilibrio e conseqiiente alteragdo da funcdo fisiologica.

Os radicais livres constituem um importante grupo de substdncias com acdo
vascular e microbicidas. Sdo definidos como quaisquer elementos quimicos com existéncia

propria, que contém um ou mais elétrons ndo pareados (solitarios) em um ou mais orbitais
atébmicos (HALLIWELL, GUTTERIDGE, CROSS, 1992). Os radicais superoxido (O;7) €
6xido nitrico (NO-) sdo produzidos continuamente in vivo, com implica¢des fisiologicas e

patologicas.

1.5.1. Reativos intermediarios do oxigénio

O oxigénio molecular no seu estado basal ¢ um birradical, possuindo dois

elétrons nio pareados em orbitais paralelos (TAUBE, 1965). A redugdo completa do Op

pela via univalente resulta na formagfio de agua e anion superéxido (O;7), peroxido de

hidrogénio (H,0,) e radical hidroxila (OH-) (BADWEY & KARNOVSKY, 1980).

€ € e ~a
0 > Oy - H»O0y9 —» OH' - H30
2HT 2 g H*

Além destes, o termo ‘reativos intermediarios do oxigénio’, engloba outras
espécies reativas, que nfo sdo radicais livres, como o oxigénio "singlet" e acido hipocloroso
(HOCI,, BABIOR, LAMBETH, NAUSEEF., 2002), com reconhecidas a¢des microbicida,
citotéxica e pro-inflamatérias (ROOS et al., 1996). O superéxido é o primeiro reativo
intermediario do oxigénio, podendo ser um produto do metabolismo oxidativo, das reagdes

de oxidacdo e redugéo, ou da ativagdo do complexo NADPH-oxidase dos fagécitos.
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O superoxido € produto inicial da redugdo de um elétron do O, (BABIOR,
CURNUTTE, McMURRICH, 1976), sendo o NADPH o doador especifico de elétrons
(ROSSI & ZATTI, 1964) de acordo com a reacgdo:

NADPH +2 O3 - NADP* + H* +2 05"

O complexo enzimético que catalisa a redugio do O, para O, é chamado de
NADPH-oxidase (Fig 2). A fonte continua de NADPH para os fagocitos € a via das hexoses
monofosfato (ROSSI & ZATTI, 1964). O grande aumento no consumo de oxigénio por
neutréfilos durante a fagocitose ¢ distinto da respiraciio mitocondrial e conhecido como

“explosdo respiratoria’ ("respiratory burst" em lingua inglesa).

Nos anos 40 foram iniciados estudos referentes ao complexo enzimatico
NADPH-oxidase, que esta presente em algumas células de origem mesodérmica, sendo o
mais estudado o presente nos leucécitos, encontrados nos fagdcitos profissionais e nos
linfécitos B. Este complexo enzimatico é formado por proteinas presentes no citoplasma e
na membrana, denominadas por sua massa molecular (em kilodaltons) e sufixo phox
(abreviatura de phagocyte oxidase), com a separagéio dos componentes em dois distintos
compartimentos, garantindo a inatividade do complexo quando as células ndo estdo
ativadas (DeLEO ef al., 1999).

O doador terminal de elétrons é um flavocitocromo » de baixo potencial
(SEGAL & JONES, 1978), ou citocromo bsss, denominado dessa maneira por apresentar
absor¢do méaxima da sua banda o no comprimento de onda de luz de 558nm. Tem
caracteristicas pouco usuais, com um potencial muito baixo de —245mV, o menor dentre
todos os mamiferos, que o faz capaz de reagir diretamente com o oxigénio formando anion
superoxido (SEGAL & JONES, 1978). Nos fagocitos sem ativacdo, esta localizado nas
membranas plasmaticas, aproximadamente 20%, e o restante nos granulos especificos. E
um heterodimero contendo as subunidades o ou p22™* ¢ B ou gp91™™ que é uma
glicoproteina, com seus genes clonados e sequenciados (ROYER-POKORA et al., 1986;
PARKOS et al., 1988) além de um FAD (flavina adenina dinucleotideo) e dois grupos

heme, que s3o funcionalmente distintos.
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Figura 2: Diagrama representativo do sistema NADPH oxidase com seus componentes
citoplasmaticos e membranosos.Quando a NADPH oxidase se ativa, 0s
componentes p47 7" | p67 Phox o 540 P"*  se translocam e se associam aos
componentes do citocromo bssg (gp91” hox e p22 P"**) na membrana celular. A
oxidase passa entdo a reduzir o oxigénio (O) para superoxido (05, a custa de

oxidagio do NADPH para NADP" .

A estabilidade de cada subunidade do citocromo bsss depende da formagdo do
heterodimero, portanto, alteragdes em algumas das subunidades leva a desativagdo do

complexo (DeLEO et al., 2000).

Em estudos que examinaram a especificidade da expressdo de genes que
codificam as duas cadeias do heterodimero citocromo bsss, verificou-se que o gene CYBB, o
qual codifica o componente gp917"”* expressou-se, quase que exclusivamente, em
fagocitos diferenciados, enquanto o gene CYBA, que codifica o componente PR
expressou-se de modo constitutivo numa variedade de linhagens celulares

(ROYER-POKORA et al., 1986; PARKOS et al., 1988).
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O gene que codifica a proteina gp917*** | CYBB, foi mapeado no braco curto
do cromossomo X, no segmento Xp2l.] (BAEHNER ef al., 1986). Ocupa
aproximadamente 30kb do DNA genémico e contém 13 exons, os quais variam de 0,7 a 7
kb em tamanho (SKALNIK et al., 1991).

O gene para a p227"*, CYBA, mapeado no cromossomo 16q24, tem 8,5kb de
tamanho, contendo 6 exons, codifica um amino4cido de 195 bases, que ndo ¢ glicosilado,
com peso molecular de 20,9kDa e, contrastando com a gp917"** | seu RNAm ¢ expresso
em diversos tipos de células, porém a proteina é vista somente em células que também
expressam 0 RNAm da gp917*** (PARKOS et al., 1988).

Recentemente foram identificados homélogos da gp917"*: Nox1, Nox2, Nox3,
Nox4 e Duox. Estdo presentes em células ndo fagociticas como: fibroblastos, células
foliculares da tiredide, células dos tiibulos proximais do cortex renal, no ttero, prostata,
epitélio do célon e misculo liso vascular (DUPUY e al., 1999; SUH et al., 1999; GEISZT
et al., 2000; LAMBETH et al., 2000), produzem reativos intermediarios do oxigénio em
pequenas quantidades, cuja produgio ¢ bloqueada por inibidores da NADPH-oxidase, com
fun¢Bes ndo ligadas a atividade antimicrobiana, estando mais relacionados com a
sinalizagdo entre células, crescimento celular, mitose e controle redox (EBERT & BUNN,
1998; ADLER et al., 1999).

Nos dias de hoje estdo identificadas trés proteinas localizadas no citosol:
p477"% | p67P"* | p40P"* | formando um complexo de aproximadamente 250-kD. Apds
ativagdo, os componentes do citosol sofrem fosforilagio e migram em conjunto para a
membrana onde se associam ao citocromo bssz, formando a oxidase ativa e capaz de
transferir elétrons do NADPH para o oxigénio molecular, formando o &nion superoxido.

O gene que codifica a proteina p47*"* est4 localizado no cromossoma 7q11.23,
tem 18kb e 9 exons, seu RNAm codifica uma proteina de 390 aminoacidos e 44,6kDa
(FRANCKE er al., 1990). Ela funciona como uma plataforma que promoverd o
acoplamento das demais proteinas citoplasmaticas no citocromo bsss, localizado na
membrana. Sua fosforilagdo, promovida principalmente pela proteina quinase C (PKC), e
mudanca de conformacdo iniciam a ativagio da oxidase, sendo que, a quantidade de
proteinas fosforiladas indica o estado de ativagdo do sistema (NASMITH, MILLS,
GRINSTEIN, 1989; GRINSTEIN & FURUYA, 1991).

Introducio
54



O gene que codifica a proteina p677"* esta localizado no locus 1925, é
constituido de 16 exons, tem 40kb de tamanho, gera RNAm de 2.4kb e codifica uma
proteina de 60,9kDa (FRANCKE et al., 1990). Como a p47%"* , a p677"* também sofre
fosforilagdo e se desloca em bloco com a p407"* & p477"* para a membrana. Possui um
dominio de ativacio que regula o fluxo de elétrons no citocromo b ssg, € em sistemas livres
de células, ao ser adicionado em pequenas quantidades de p677", ativou a oxidase,

sugerindo que sua fungdo seja catalisadora (CROSS, ERICKSON, CORNUTTE, 1999).

Um novo componente do citosol foi identificado e clonado (TSUNAWAKI
et al., 1994). Trata-se da proteina p407” hox cujo gene foi mapeado no cromossomo 22q13.1,
tem 18kb de tamanho, contém 10 exons, (ZHAN et al., 1996), e se associa a p677"*
(WIENTIJES et al., 1993; ZHAN et al., 1996). No entanto, seu papel na atividade do
sistema NADPH oxidase ainda ndo foi totalmente esclarecido. A p407"* nio é necesséria
para a ativagdo do sistema NADPH-oxidase, ja que em sistemas livre de células a sua
auséneia ndo interferiu na atividade do complexo enzimatico, porém ao ser adicionada no
sistema houve inibi¢do na produgdo do superdxido (SATHYAMOORTHY et al., 1997),
sugerindo uma atividade inibitoria, mas ao ser interferida sua ligagdo com a p677"* neste
mesmo sistema, houve uma redugdo de 50% na produgdo do O:-, podendo ter uma acdo
estimulante (TSUNAWAKI er al., 1996). Foi demonstrado que p407"*  apresenta
fosforilagio quando estimulada e ha perda do fosfato adicional quando a oxidase €
desativada (FUCHS et al., 1997), podendo estar associada ao término da atividade da
oxidase (SATHYAMOORTHY et al., 1997).

Duas proteinas G de baixo peso molecular se integram ao sistema NADPH
oxidase fagocitico: a proteina rac2 transloca-se com os componentes do citosol, ligado ao
p677"* (DIEKMANN et al., 1994); ¢ a rapl, associa-se a0 componente p227"* na
membrana (QUINN ez al., 1989). Essas proteinas contribuem para a estabilizacdo do
complexo enzimatico e regulam sua atividade biolégica (GABIG et al., 1995; KNAUS
et al., 1995).

As subunidades do citocromo bssg sdo importantes para o transporte do elétron e
a reducio do oxigénio molecular para anion superéxido. O citocromo bsss pode gerar

superéxido na auséncia dos componentes do citosol (KOSHKIN & PICK, 1994), sugerindo
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que o citocromo bssg seja suficiente para dirigir o transporte de elétrons. H4 concordancia
de que a FAD (flavina adenina dinucleotideo) seja o carreador de elétrons, pois a atividade
¢ perdida quando ela é retirada do sistema ou quando seus antagonistas sdo utilizados
(BABIOR & PETERS, 1981).

A relevancia clinica do sistema NADPH-oxidase pode ser demonstrada pela
doenca granulomatosa cronica (DGC), com marcante suscetibilidade as infec¢des
piogénicas bacterianas e fiingicas, que tem como defeito a incapacidade dos fagdcitos de
gerar superoxido devido a mutagdes em um dos genes que codificam as proteinas deste
complexo, levando a perda ou desativagio de um dos componentes do sistema. A DGC
caracteriza-se por apresentar infecgdes nos locais considerados barreiras naturais do
organismo, como no sistema respiratorio, gastrointestinal e pele, com pneumonias,
linfadenite, gastroenteropatias, granulomas e abscessos. A forma mais comum do defeito &
a falha da expressdo do gene gp917"”* com 60% dos casos seguida da forma nio ligada ao
sexo, por falha na p477"* ao redor de 33%, seguida pela p677"** ao redor de 5% e do p22°
Phex com menos de 5% dos casos. A heterogeneidade desta doenga indica a complexidade
do sistema e das interages entre suas subunidades para a formagdo do superéxido, nunca

atuando como componentes isolados.

Um dos alvos dos reativos intermedidrios do oxigénio, gerados nos processos
fisiopatologicos, € o sistema vascular, especialmente o endotélio, levando & sua lesdo
(KONTOS et al., 1984). O exato mecanismo pelo qual os reativos intermedirios do
oxigénio induzem alterages na condutincia vascular € incerto, podendo agir diretamente
no musculo liso vascular ou modificando seu tdnus, interferindo na produgdo ou atividade

biolégica dos mediadores vasoativos endégenos, bem como na nutri¢do tecidual.

1.5.2. Sistema antioxidante dos leucécitos

Células fagocitarias respondem a varios estimulos com a explosdo respiratoria e
conseqliente produ¢do dos radicais do oxigénio. Estas espécies reativas do oxigénio
apresentam uma agio potente e toxica, com alteragéo na fungdo celular. Seu acimulo pode
resultar na morte celular (BAEHNER et al., 1977).
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Nos leucécitos, por serem células de defesa, hd produgdo de radicais do
oxigénio, sendo o radical superoxido produzido em quantidade suficiente para participar do
processo bactericida. O mecanismo de defesa celular contra estes agentes toxicos derivados
do oxigénio é constituido por: superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase
(GHS-PX) e catalase (KLEBANOFF & CLARK, 1978), que sdo denominados agentes do

sistema antioxidante (Fig 3).

Ap6s sua liberagdo no interior do fagolissosoma, o superdxido € dismutado para

peroxido de hidrogénio pela enzima superoxido dismutase, atraves da reacdo :

SOD
Oy~ + 0y +2HY > HyOy + 09

Superoxidos dismutases sdo enzimas largamente encontradas em células que
possuem metabolismo oxidativo, anaerdbios tolerantes, e alguns anaerébios restritos. Elas
sio essenciais para a protecdo destas células contra a agdo deletéria dos reativos
intermediarios do oxigénio altamente toxicos e gerados durante a reducdo do oxigénio.

(McCORD & FRIDOVICH, 1969)

Nos humanos ha trés tipos de SOD, mitocondrial ou Mn-SOD, a citosolica ou
CuZn-SOD, e a extracelular ou EC-SOD. Mn-SOD € um homotetrimero de 96kDa,
contendo um atomo de manganés por subunidade, localizada na mitocndria. A CuZn-SOD
ou citosolica, tem importancia fundamental na defesa do organismo contra o dano
oxidativo, é composta de duas subunidades de 32kDa cada, tem o sitio ativo composto de

cobre e zinco e um residuo de histidina ligando uma a outra.
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GSH-Px

= D

Figura 3: Esquema representativo do sistema antioxidante dos leucécitos. Apds a
liberagdo pelo sistema NADPH-oxidase, o superoxido ¢ dismutado pela
superoxido dismutase (SOD) para oxigénio (O») e 0 menos reativo peroxido de
hidrogénio (H>0;), que por sua vez serve de substrato para a glutationa

peroxidase formar H,O.

O peroxido de hidrogénio pode ser removido das seguintes maneiras: Pela

catalase (De DUVE, 1978):

catalase

2 HyOy ~ Oy + 2Hy0
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Pela glutationa peroxidase ao oxidar a glutationa reduzida: (De DUVE, 1978)
glutationa peroxidase

2 GSH + Hy05 > GSSG + 2 Hy0
Pela Reagdo de HABER &WEISS (1934)

ions ferro e cobre
O3~ + HpyOp ~ Op + OH" + OH-
Pela Mieloperoxidase (KLEBANOFF, 1970).

mieloperoxidase + CI- H202

H>0, .. HOCI

> 07 ('Ag) — > H0

Glutationa peroxidase ¢ uma grande familia de enzimas de mamiferos, cuja
sintese ¢ dependente da viabilidade do selénio, que catalisa a degrada¢do de perdxidos e
hidroperdxidos nos seus respectivos dlcoois, utilizando a glutationa reduzida como doadora
de hidrogénio (TAPPEL er al., 1984), e inclui as formas plasmatica, hidroxiperéxido
lipidica, gastrointestinal e celular; (TAKAHASHI, NEWBURGER, COHEN, 1986;
MULLENBACH et al., 1987; ESWORTHY er al., 1991; CHU, DOROSHOW,
ESWORTHY, 1993). Esta ultima foi a primeira a ser identificada, ¢ também denominada
classica e esta presente em células e tecidos de diversos Orgdos, entre eles, hemacias,
figado, rim, pulmio e leucocitos (ROTRUCK et al., 1973). A glutationa peroxidase celular
é a melhor caracterizada e estudada da familia, sendo uma proteina tetramérica com quatro
subunidades idénticas, cada uma contendo um atomo de selénio na forma de selenocisteina
no sitio ativo (DEAGEN et al., 1993).

Viarios estudos sobre o efeito do selénio na expressdo dos genes da glutationa
peroxidase celular in vivo e in vitro foram publicados (SAEDI et al., 1988; REDDY et al.,
1988; CHADA, WHITNEY, NEWBURGER, 1989; HILL, LYONS, BURKE, 1992;
BAKER et al., 1993). Durante a diferenciagdo das células fagociticas HL-60 ¢ PBL 985, os
niveis da selenoenzima aumentaram paralelamente a atividade transcricional de seu gene,
bem como ao actimulo de seu RNAm estavel (SHEN e al., 1994). Portanto, a expressdo do
gene GSH-Px celular humano € induzida pelo processo de diferenciagdo celular e regulado
ao nivel transcricional. Sua tradugdo € regulada pelo selénio (CHADA et al., 1989).
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Em concentragdes fisiologicas, a glutationa peroxidase celular parece ser mais
importante do que a catalase, que tem menor afinidade pelo peréxido de hidrogénio.
(TAPPEL, 1984), além disto, a glutationa peroxidase celular tem capacidade de reduzir

uma maior gama de hidroperéxidos.

A auséncia ou disfungdo do sistema antioxidante, em qualquer destas enzimas,
pode tornar a célula vulneravel ao dano oxidativo (RISTER & BAEHNER, 1976); pois a
concentragdo dos reativos intermedidrios do oxigénio é normalmente balanceada pelas
atividades da SOD, da glutationa peroxidase e da catalase, que convertem radicais livres

danosos em moléculas indcuas.

1.5.3. Reativos intermediarios do nitrogénio

O termo ‘espécies reativas do nitrogénio’ engloba o monodxido de nitrogénio
(NO), sua forma reduzida (radical 6xido nitrico, NO-) e sua forma oxidada (ions nitrosénio
NO™). Sdo moléculas relativamente estéveis, encontradas naturalmente na atmosfera e dgua
do mar, sendo descritas nos seres vivos (ORTEGA MATEO & ARTINANO, 2000).

FURCHGOTT & ZAWADZKI (1980) demonstraram que o relaxamento do
musculo liso vascular induzido pela acetilcolina, era dependente do endotélio, mediado for
um fator labil humoral, posteriormente denominado ‘Fator de Relaxamento do Endotélio’,
em lingua inglesa: "Endothelium Derived Relaxing Factor" (EDRF). Este fator endotelial
difunde-se nas células musculares lisas adjacentes e provoca o relaxamento do tecido
através da ativacdo da guanilato ciclase solivel e a conseqiiente elevagdo dos niveis de
GMPc. Posteriormente, verificou-se que este fendmeno ocorria em outros tecidos
vasculares, como artérias, veias, arteriolas, vénulas e corpo cavernoso, em resposta a varios
estimulos como trombina, substidncia P, nucleotideos de adenina, ionéforo de calcio
A23187, bradicinina, hipoxia e corrente elétrica (GOVERS & RABELINK, 2001).
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Baseando-se nas semelhangas farmacologicas entre o EDRF e o NO gerado a

partir de NO,™ acidificado, IGNARRO et al., (1987) e FURCHGOTT (1988), sugeriram,
independentemente, que o EDRF poderia ser NO.

O oxido nitrico € um radical livre produzido pela oxidagdo de um dos
nitrogénios do grupo guanidino terminal da L-arginina. Esta sintese é catalisada por uma
familia de enzimas conhecidas genericamente como 6xido nitrico sintases (NOS) e inibida
por analogos de arginina como L-NMMA (PALMER e al., 1988); (HIBBS, VAURIN,
TAINTOR, 1987), L-NAME (MOORE et al., 1990) e nitro-ornitina (L-NIO) (McCALL
et al., 1991), além de outros inibidores, menos utilizados e potentes. As NO-sintases sdo
consideradas dioxigenases, na medida em que incorporam oxigénio molecular ao nitrogénio
guanidino terminal da L-arginina, utilizando BHs e FAD como co-fatores e NADPH (forma
reduzida) como co-substrato, resultando na sintese de NO e L-citrulina. Esta oxidagdo
ocorre em duas etapas: na primeira ha a formagdo do produto intermediario Ng-hidroxi
L-arginina por transferéncia de dois elétrons, o qual se mantém firmemente aderido a
enzima e, na segunda etapa, hd a oxidag¢do de Ng-hidroxi L-arginina a NO e L-citrulina por
transferéncia de mais trés elétrons. Trés tipos distintos de NO-sintases foram descritas, com

57% de homologia entre elas.

NOS I ou nNOS (primeiramente descrita em neurdnios) € uma enzima
constitutivamente expressa, apesar de sua expressdo poder ser modulada, dependente de
calcio e calmodulina (BREDT & SNYDER, 1990), com fun¢do na transdugdo de sinais,
codificada pelo gene localizado no cromossoma 12 q24.2, com 29 exons ¢ codifica uma

proteina com 160kDa e 1.554 aminoacidos (HALL ef al., 1994).

A NOS II ou iNOS (primeiramente descrita no macréfago), induzivel, célcio
independente (MARLETTA et al., 1988), produz quantidades maiores de NO. Seu gene
tem 26 exons, codifica uma proteina de 1.153 aminoacidos, 131kDa, localizado no gene
17q11.2 (CHARTRAIN et al.,, 1994; MARSDEN et al., 1994), esta presente nos
macrofagos (MARLETTA et al., 1988), hepatocitos (GELLER et al., 1993), células
endoteliais (RADOMSKI, PALMER, MONCADA, 1990), musculo liso (BUSSE &
MULSCH, 1990) e condrocitos humanos (PALMER er al., 1993), mediante ativagdo por
citocinas e LPS (FORSTERMANN ef al., 1995).
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A NOS III ou eNOS (descrita primeiramente no endotélio) € constitutiva, mas,
como a nNOS, pode ter sua expressio modulada. E uma proteina de 144kDa e 1.203
aminoacidos (MIYAHARA et al., 1994). O gene que a codifica tem 26 exons e localiza-se
no cromossoma 7q35-36 (ROBINSON ez al., 1994).

No sistema nervoso central e periférico, 0 NO age como um neurotransmissor
(SNYDER & BREDT, 1991), enquanto no sistema cardiovascular, ¢ um potente
vasorelaxante e inibidor da agregacdo plaquetdria . além de inibir a adesdo e migragdo dos
leucocitos, sendo considerado, desta maneira, um nitrovasodilatador enddégeno e um
antitrombdtico (PALMER, FERRIGE, MONCADA, 1987), agindo em ambos 0s casos

como um transdutor.

O NO ¢ constitutivamente gerado pelas células endoteliais e atua nos tecidos
adjacentes, provocando relaxamento vascular. E sintetizado pelas células endoteliais e
musculatura lisa vascular, difunde-se através das membranas, levando ao relaxamento da
musculatura lisa ¢ diminuindo o ténus vascular (MONCADA, PALMER, HIGGS, 1991).
InterrupgSes neste caminho proporcionam alteragdes na regulagdo da pressdo arterial, na
modulagdo dindmica do t6nus vascular, no fluxo sanguineo e na aderéncia dos leucocitos
(MONCADA et al., 1991; KUBES, SUZUKI, GRANGER, 1991; OHASHI e al., 1998),
levando a disfun¢do endotelial. Hipertensdo arterial (PANZA et al., 1993b), diabetes
(COSENTINO et al., 1997) e isquemia (HARRISON, 1997) sdo condi¢cdes associadas as

altera¢Ges da produgio do 6xido nitrico.

O NO apresenta grande reatividade com espécies quimicas diversas, sendo suas
acdes farmacolégicas inibidas por: oxihemoglobina ¢ azul de metileno, ditiotreitol e
hidroquinona (GRIFFITH er al., 1984), e também pelo 4nion superéxido, pois seus efeitos
vasodilatadores eram prolongados na presenga de SOD (GRYGLEWSKI, PALMER,
MONCADA, 1986; RUBANYI & VANHOUTTE, 1986) e citocromo ¢ (MONCADA,

PALMER, GRYGLEWSKI, 1986), e inibidos na presenca de Fe2+ (GRYGLEWSKI e dl.,
1986) e hiperéxia (RUBANYI & VANHOUTTE, 1986).
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2. OBJETIVOS
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Os pacientes com anemia falciforme homozigotos, a despeito de apresentarem a
mesma alteracdo genética molecular, nio evoluem igualmente, apresentando grande
variedade no quadro clinico, havendo pacientes praticamente assintométicos e pacientes
com severo grau de comprometimento organico difuso, sugerindo haver uma complexa
intera¢do de sistemas € ndo somente uma alteragdo estrutural das hemécias. As alteragbes
funcionais dos componentes do sangue estdo em estudo, para uma compreenso mais ampla
do fendmeno vaso oclusivo. As causas da maior ou menor suscetibilidade as crises de vaso
oclusdo sdo vérias, e possivelmente isto implica na coexisténcia de um conjunto delas. O
mecanismo exato que determina a interrup¢do do fluxo sanguineo tecidual normal pelas

hemécias falciformes € complexo e ndo totalmente entendido.

O endotélio tem uma participagdo importante tanto na crise de vaso oclusdo
como no dano aos oOrgdos causados pela isquemia. O o6xido nitrico desempenha um
importante papel na regulagdo do tonus vascular. Devido a natureza antagdnica entre os
reativos intermedidrios do oxigénio € o o6xido nitrico, como fatores reguladores da
microcirculagdo, e como pouco se sabe sobre a participa¢do e implicagdes dos leucdcitos,
cujo aumento do numero absoluto ¢ um sinal de mau progndstico, na fisiopatologia da

oclusdo vascular na anemia falciforme os objetivos deste trabalho sdo:

2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar a liberagdo de radicais livres pelos leucdcitos de pacientes com

anemia falciforme homozigotos, estdveis e fora das crises.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar, nos leucdcitos de pacientes com anemia falciforme, homozigotos,

estaveis e fora das crises:

1- a liberag¢do de 6xido nitrico por granulocitos e leucocitos mononucleares;
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2- a liberagdo de superéxido por granulécitos e leucocitos mononucleares:

3- o sistema antioxidante, particularmente, a atividade da superéxido dismutase
e glutationa peroxidase celular;

4- a expressdo dos genes que codificam os componentes gp9174%*, p227#%% p67

Phox 4o sistema NADPH-oxidase dos leucécitos mononucleares;

5- o estado de fosforilagdo das proteinas celulares de 47kDa dos leucécitos

mononucleares.
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3. CASUISTICA E METODOS




3.1. SELECAO DE PACIENTES, CONTROLES E OBTENCAO DE CELULAS
3.1.1. Pacientes

Na elaboragdo deste trabalho foram estudados pacientes com anemia falciforme
homozigotos com idade entre 15 e 34 anos, peso entre 40 e 64 kg. 29 do sexo feminino e 25
do sexo masculino, todos negros, regularmente matriculados no Hospital de Clinicas da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas (unicamp), setor de

Hematologia.

Critérios para inclusdo no estudo: ser homozigoto para anemia falciforme, estar
estavel e fora das crises. O diagndstico de anemia falciforme foi estabelecido levando-se
em conta a histéria familiar, evolugdo clinica e a eletroforese de hemoglobina no acetato de
celulose pH 8,9 e no gel agarose pH 6,2, o teste de solubilidade, a dosagem da hemoglobina

F ¢ hemoglobina A2, conforme rotina seguida pelo Ambulatério de Hematologia.

Foram excluidos deste trabalho os pacientes com anemia falciforme que tenham
sofrido crises de dor, infecgdo, transfusdo de sangue ou derivados, ou tenham usaco
medicamentos, com exce¢do de acido folico e penicilina benzatina, nos tultimos 90 dias

antes da coleta do sangue.

Ao Ingressarem no estudo, os pacientes ou responsaveis foram esclarecidos
verbalmente quanto a natureza e objetivos da pesquisa, autorizando por escrito a realizagio
dos ensaios laboratoriais, ao firmarem um ‘Termo de Consentimento Livre e Esclarecido’,
onde constavam as informagdes sobre a pesquisa ¢ a auséncia de beneficio terapéutico
imediato, ficando os pacientes livres para abandonar o referido estudo, no momento que o
desejassem, sem prejuizo do atendimento médico a eles prestado. Os pacientes foram
submetidos a anamnese € exame clinico no dia da coleta e estavam em condigdes clinicas
satisfatérias. O presente protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Unicamp, de acordo com a Convengdo de Helsinki e as resolugdes
96/1996 e 251/97 do Conselho Nacional de Saude.
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3.1.2. Controles sadios

Foram selecionados voluntarios adultos sadios, com idade entre 19 e 52 anos,
peso entre 53 e 84 kg, 26 do sexo feminino e 40 do sexo masculino, 45 caucasdides e 21
negros, devidamente cadastrados como doadores de sangue Junto ao Banco de Sangue do
Hemocentro do Hospital de Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp. No
dia da coleta foi feita anamnese, tendo sido excluido infeccdo, uso de medicagdes ou
transfusdo de sangue ou derivados nos tltimos 30 dias, além de serem submetidos ao
exame de dosagem de hemoglobina para descartar a presenca de anemia. A amostra de
sangue utilizada foi parte daquela coletada durante o processo de doagdo. Os voluntarios

autorizaram previamente a utilizacio de amostras de seu sangue para propdsitos cientificos.

3.1.3. Coleta de sangue

O sangue dos pacientes e dos controles sadios foi coletado entre 8 e 10 horas da
manha, por meio de pungdo de veia periférica, sendo imediatamente armazenado em tubo
de polipropileno estéril contendo, conforme as necessidades do experimento a ser

desenvolvido, citrato de sédio a 3,8% (9:1 v/v) ou heparina (25 U/ml).

3.1.4. Obtencao de granulécitos e leucocitos mononucleares de sangue periférico

A preparagdo da suspensdo de granuldcitos e leucocitos mononucleares como
populagdes celulares puras a partir do sangue periférico, foi conseguida utilizando-se
gradientes de densidade descontinuos (Sigma Histopaque 1.077 g/ml e 1.119 g/ml, St.
Louis, E.U.A.) de acordo com as instrugdes do fabricante (ENGLISH & ANDERSEN.
1974).

Sumariamente, as amostras de sangue contendo citrato de sédio dos voluntarios
e pacientes foram transferidas para outro tubo de polipropileno contendo os gradientes de
densidade descontinuos. A ordem dos reagentes dentro do tubo foi: Histopaque 1,119 g/ml
(camada inferior), Histopaque 1,077 g/ml (camada intermediaria), sangue
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(camada superior); respectivamente nas propor¢des de 25%, 25% e 50% (v/viv). Esta
mistura foi centrifugada a 700 x g durante 30 minutos em temperatura ambiente, resultando
em trés camadas compostas predominantemente de: leucocitos mononucleares (superior),
granulocitos (intermedidria) e hemacias (inferior). As camadas contendo leucécitos
mononucleares e granulécitos foram cuidadosa e individualmente transferidas para tubos
distintos, suspendidas em meio HBSS (pH 7.4, sem calcio e magnésio), suplementado com
HEPES (10 mM, HHBSS) e lavadas trés vezes consecutivas neste meio. Eritrdcitos
contaminantes foram lisados hipotonicamente, quando necessirio. A contagem dos
leucécitos foi determinada automaticamente, sendo sua concentragio ajustada conforme a
necessidade dos experimentos, em HHBSS (pH 7.4, contendo cloreto de calcio 1 mM). Foi
adicionado Indometacina 10 puM as suspensdes de leucdcitos destinadas aos ensaios de
agregacdo plaquetdria, liberagdo de superdxido e oxido nitrico. A pureza das populagdes de
granulocitos e de leucdcitos mononucleares foi em média de 95%, com viabilidade celular
superior a 90%, avaliada pelo azul de tripan.

Os leucocitos foram utilizados no mesmo dia de sua obtengdo para os
experimentos de liberagdo de superoxido, oxido nitrico, atividade da superéxido dismutase
(SOD), atividade da glutationa peroxidase e fosforilagdo de proteinas citoplasmaticas. Nos
experimentos de expressdo génica, o RNA foi extraido no mesmo dia e congelado para uso

posterior.

3.1.5. Obtencio de plaquetas

A suspensio de plaquetas humanas lavadas foi preparada segundo método
proposto por RADOMSKI & MONCADA, 1983.

ApOs a coleta, as amostras de sangue dos controles sadios foram centrifugadas a
200 x g, durante 12 minutos, em temperatura ambiente. O sobrenadante, plasma rico em
plaquetas (PRP), foi transferido para outro tubo plastico e centrifugado a 900 x g, durante 8
minutos, em temperatura ambiente, na presenga de Iloprost (300 ng/ml). O sobrenadante,

plasma pobre em plaquetas (PPP), foi descartado. O sedimento contendo as plaquetas, foi
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ressuspendido em tampédo de Krebs oxigenado (95% O3/ 5% CO») sem calcio, ao qual foi
adicionado Iloprost (300 ng/ml). Esta mistura foi centrifugada a 900 x g, durante 8 minutos,
em temperatura ambiente. O sobrenadante foi aspirado e desprezado e o sedimento
novamente ressuspendido no tampdo de Krebs oxigenado sem calcio. A contagem de
plaquetas foi determinada, sendo sua concentragio ajustada para 1 x 108 céls./ml.
Indometacina (10 pM) e cloreto de calcio (1 mM) foram adicionados a suspensdo final de

plaquetas, 20 minutos antes de sua utilizacio nos ensaios.

3.2. DETECCAO DO OXIDO NIiTRICO LIBERADO POR GRANULOCITOS E
LEUCOCITOS MONONUCLEARES

A detecgdo do o6xido nitrico, liberado pelos granuldcitos e leucdcitos
mononucleares dos pacientes com anemia falciforme e dos controles sadios, foi avaliada
como sua capacidade de inibir a agregacdo de plaquetas humanas lavadas, induzida pela
trombina (SALVEMINI er al., 1989).

Resumidamente, as suspensdes de granulécitos ou de leucocitos
mononucleares, numa concentragio final de 5 x 107 células/ml em HHBSS (pH 7.4, CaClp
ImM), preparadas como descrito acima, sofreram cinco tipos de pré-incubagéo (60 minutos
em temperatura ambiente) antes do procedimento: somente com HHBSS (controle), com
NG-Monometﬂ-L-Argini:na metil ester (L-arginina, 1mM), com o inibidor da sintese de
oxido nitrico L-NAME (300 puM), com seu enantiémero D NAME (300 uM), ou com
ambos L-NAME (300 pM) + L-Arginina (I mM). Finalmente, receberam indometacina
(10 uM), 20 minutos antes do procedimento. A suspensio de plaquetas humanas lavadas foi
preparada como descrito acima.

“Cuvetas’ cilindricas de vidro siliconizado, contendo 500 ul da suspensdo de
plaquetas lavadas (108 células/ml) dos voluntarios normais, foram incubadas a 37°C

durante 1 minuto num agregdmetro de dois canais marca Payton (New York, E.U.A.), sob
agitacdo continua a 900 r.p.m., e entdo estimuladas com doses subméximas de trombina
(50-200 mU/ml). A diminui¢do da densidade 6ptica foi registrada durante 5 minutos apds

estimulo com trombina.
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Suspensdes de granulécitos ou de leucécitos mononucleares (5 x 107
células/ml) dos pacientes com anemia falciforme ou dos controles sadios foram adicionadas

num volume de 10 a 50 pl as suspensdes de plaquetas lavadas (a concentracdo final de

leucécitos variou de 1 a 5 x 100 c€lulas/ml), sendo sua incubagdo prolongada por mais 1
minuto, antes da estimulagdo com trombina. Nos experimentos indicados, SOD (60 U/ml)
foi adicionada imediatamente antes da suspensdo de leucocitos. A diminui¢do da densidade

Optica foi registrada durante 5 minutos apds estimulo com trombina.

A diminuicdo da densidade Optica da suspensdo de plaquetas lavadas
estimulada com trombina, na presenga de leucdcitos, foi expressa como uma percentagem
da diminuicdo da densidade oOptica da suspensdo de plaquetas lavadas estimulada com
trombina, na auséncia de leucécitos. Normalmente, densidade 6ptica = 100% € fixada com
a suspensdo de plaquetas lavadas e densidade 6ptica = 0%, com tampdo Krebs. Tendo em
vista que a adi¢do de leucdcitos a suspensdo de plaquetas lavadas gera uma nova linha de
base por aumentar a densidade Optica do sistema, considerou-se esta como uma nova
densidade optica = 100%. Uma suspensdo com o mesmo numero de leucdcitos em 500 pl
de tampdo Krebs, foi usada para fixar a nova densidade 6ptica = 0% (trombina ndo agrega
leucocitos, SALVEMINI et al., 1989).

Os experimentos foram realizados com a intengdo de determinar o numero de
leucéceitos capazes de causar 50-60% de inibicdo da agregacdo plaquetaria na auséncia da

SOD e de 80-90% de inibi¢do da agregagdo plaquetaria na presenca da SOD.

3.3. DOSAGEM DO SUPEROXIDO LIBERADO POR GRANULOCITOS E
LEUCOCITOS MONONUCLEARES

A quantificacdo do anion superdxido, liberado pelos granulécitos e leucdceitos
mononucleares dos pacientes e dos voluntdrios, foi feita de acordo com a técnica de
COHEN & CHOVANIC (1978), constituindo uma adaptagdo do método originalmente
descrito por (McCORD & FRIDOVICH, 1969).
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Resumidamente, as suspensdes de granulécitos e de leucécitos mononucleares
numa concentragio final de 1,4 x 100 células/ml em HHBSS (pH 7.4, CaClp 1mM), obtidas

como descrito acima, foram incubadas com forbol-miristato-acetato (PMA, 30 nM) ou
zimosan (ZYM, 100 particulas/ célula), na presenca de citocromo ¢ (80 uM), durante 60

minutos a 37°C. A liberagdo espontdnea de 4nion superoxido foi avaliada incubando-se os
leucécitos com HHBSS, ao invés de PMA ou ZYM. Metade dos tubos continha superoxido
dismutase (SOD 90 U/ml) no inicio do experimento, como controle da redugio inespecifica
do citocromo c. A reacdo foi interrompida, colocando-se todos os tubos em banho de gelo e
adicionando-se SOD (90 U/ml) aos que ndo a continham. Apés centrifugar os tubos a 2200

X g durante 15 minutos a 4°C, foi medida a absorbéncia de seus sobrenadantes a 550 nm. A

produgdo de anion superdxido foi calculada, usando-se um coeficiente de extingdo de

21.100 M-l ecm-! e os resultados expressos em nmol de superéxido liberado/1.4 x 106
células’h, levando-se em consideragdo a diferenga de absorbancia entre os tubos que
continham SOD desde o inicio dos experimentos daqueles tubos, nos quais a SOD foi

adicionada no final. Todos os experimentos foram feitos em duplicata.

34. ATIVIDADE DA GLUTATIONA PEROXIDASE CELULAR DOS
GRANULOCITOS E LEUCOCITOS MONONUCLEARES

A atividade da glutationa peroxidase celular foi determinada pela adaptagdo
descrita por BAKER e COHEN (1983), do método originalmente descrito por BEUTLER
(1975), que consiste na dosagem da oxidagdo do NADPH na presenga do t-butil
hidroperéxido, acompanhada espectrofotometricamente. A suspensdo de granulGcitos ou

leucocitos mononucleares numa concentragdio de 2 x 107 células/ml em HHBS, dos
pacientes e dos controles sadios, obtidas como descrita acima, foram incubadas, em dois
sistemas distintos (A e B), durante 5 a 10 minutos, ambos contendo: Triton X-100 (0,05%),
0,2 mmol de GSH, 1 U/ml de GSH redutase, Tris-HCl 0,1 M, EDTA 0,5 mM (pH=8),
NADPH 0,2 mM, em HHBSS. Apds o término da incubagéo foi feita leitura da absorbancia
das amostras no espectrofotometro DU 70; Beckman, Fullerton, CA, no comprimento de
onda de 340nm. Num dos sistemas (A) foi adicionado t-butil hidroxiperéxido 0,35 mM e
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ap6s 1 minuto foi feita novamente a leitura da absorbancia em ambos os sistemas (A e B).
O célculo da atividade da glutationa peroxidase foi feito, levando-se em conta a diferenga
da leitura da absorbancia apds 60 segundos do sistema A, subtraida da diferenca da leitura
de absorbancia do sistema B e multiplicado pelo coeficiente 6,22 x 10° M cm™. Os

resultados foram expressos como nmol NADPH oxidado/minuto/10” células.

3.5. ATIVIDADE DA SUPEROXIDO DISMUTASE DOS GRANULOCITOS E
LEUCOCITOS MONONUCLEARES

A avaliagdo da atividade da superdéxido dismutase foi feita utilizando-se uma
adaptacio do método descrito por (McCORD & FRIDOVICH, 1969) pelo qual se verifica
espectrofotometricamente a inibigdo competitiva da reducdo do citocromo ¢ desencadeada

pela xantina oxidase.

Resumidamente, as suspensdes de granulécitos ou de leucdcitos
mononucleares, numa concentragao final de 3 x 107 células/ml em HHBSS (pH 7,4, CaClp

ImM), preparadas como descrito acima, obtidas de pacientes com anemia falciforme e de
voluntarios sadios, foram sonicadas e centrifugadas por 10 minutos a 200 x g. O
sobrenadante foi retirado para uso posterior. Em dois sistemas distintos foram colocados os
reagentes, contendo cada um: citocromo ¢ 0,01lmM, 0,001M xantina , xantina oxidase
(15U/ml) 1:10000 e tampdo carbonato de sodio 0,02M, EDTA 0,IM, pH10. Num dos
sistemas foi adicionado SOD (60U) e verificada a variagdo da leitura da absorbancia em um
minuto no espectrofotdmetro DU 70; Beckman, Fullerton, CA, no comprimento de onda de
418nm, e ajustada a concentragdo da xantina oxidase para obter-s¢ a variagio da
absorbancia em | minuto ao redor de 0,025. Nestas condigdes a quantidade de SOD
necessaria para inibir a redugdo do citocromo ¢ em 50% (variagdo da absorbancia de
0,0125) € definida como uma unidade de atividade. No segundo sistema, foram adicionadas
quantidades crescentes do sobrenadante do lisado celular dos granuldcitos ou leucécitos
mononucleares (Sul, 10ul, 15pl, 20ul, 25pl, 35ul, 50ul, 75ul € 100ul), e a variagdo da
leitura em um minuto considerada, para verificagdo da porcentagem de inibi¢do da reducdo

do citocromo c.
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3.6. EXPRESSAO DOS GENES DOS COMPONENTES GP917HOX poy-PHOX
E P67™%% DO SISTEMA NADPH-OXIDASE DOS LEUCOCITOS
MONONUCLEARES

3.6.1. Obtenc¢do de RNA

O RNA total dos leucdcitos mononucleares dos pacientes e dos controles foi
preparado utilizando-se o kit Quick Prep total RNA extraction kit (Pharmacia, Uppsala,
Suécia). Esta técnica baseia-se num procedimento que combina as propriedades de lise
celular e protegdo a0 RNA da guanidina, com as de precipitagio oferecidas pelo cloreto de
litio e do trifluoroacetato de césio (CHIRGWIN et al., 1979). Os procedimentos foram

feitos no gelo e sempre utilizando-se luvas para manipulagio dos materiais.

A suspensfio de leucécitos mononucleares (5 x 107 células/ml) em HHBSS
obtidas como descrito acima, dos pacientes com anemia falciforme ou dos controles sadios,
foi disposta em tubos eppendorf livres de RNAse juntamente com solugio de guanidina.
Apdés homogeneizagdo, que provocou o rompimento das células, e adicio de 14,3
M B-mercaptoetanol, a solugdo foi novamente homogeneizada na presenca de cloreto de
litio € em seguida centrifigada por 30 minutos em 12000 X g, na presenga de
trifluoracetato de césio. Apés a centrifugagdo, as proteinas € 0 DNA ficaram retidos na fase
aquosa, que foi retirada com aspiragdo cuidadosa. Adicionado etanol 70% ao RNA, que
ficou depositado no fundo do tubo, sendo a solugdo novamente centrifugada por 30 minutos
em 12000 X g, retirado o etanol por aspiragdo, o que permitiu a obtengdo do RNA. As
amostras de RNA obtidas foram submetidas ao tratamento com DNAse e Proteinase K para
retirada de possivel DNA e proteinas contaminantes remanescentes do procedimento

anterior.

A quantidade e qualidade do RNA total foi aferida espectrofotometricamente no
comprimento de onda de 260 nm, utilizando-se o espectrofotometro DU 70; (Beckman,
Fullerton, CA) e o coeficiente de extingdo de 12mg x plI'' x OD™ x cm ™' para o célculo da
concentragdo do RNA. As amostras foram congeladas a — 80°C para posterior utilizaco.
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3.6.2. Transcri¢iao reversa

As amostras de RNA foram submetidas a transcri¢do reversa para obtenc¢iio do
cDNA. Resumidamente, 1ug da amostra de RNA total foi adicionado numa solugéo
contendo 0s seguintes reagentes nas concentragdes finais: hexameros randémicos (SuM),
tampdo RT (Tris-HCI 10mM (pH 8.3), KCI 50 mM, MgCl 1mM); dATP, dCTP, dTTP,
dGTP (500uM de cada), enzima M-MuLV-RT (5 U/ul) e inibidor de RNAse (0,5U/pl),
incubados por 60 minutos na temperatura de 42°C. Apds o término, as amostras foram
aquecidas por 10 minutos a 92°C para inativar a enzima transcriptase reversa. Os cDNAs

resultantes foram congelados a —20°C para posterior uso na rea¢do de PCR.

3.6.3. Rea¢ao em cadeia da polimerase

Foi utilizado o kit comercial QuantumRNA 18S internal Standards (Ambion,
Inc., TX), para a quantificagdo relativa da expressdo dos genes que codificam as proteinas
gp917** p22Ph* o p6TPH* Esta técnica utiliza dois pares de oligonucleotideos iniciadores
em cada reagdo, um para amplificar o cDNA de interesse e outro para amplificar o controle
interno (RNAr 18S), utilizado para normalizar os produtos, compensando as possiveis
variagOes dos erros de pipetagem, da qualidade do RNA e das reagdes entre os diversos
tubos, bem como determinar os niveis relativos da expressdo dos genes dos pacientes com
anemia falciforme e dos controles sadios. Porém, como o controle interno utilizado é
abundante e, para haver comparacGes entre as expressdes dos genes, a sua amplificagdo
deve ser desenvolvida dentro da mesma fase linear de amplificagdo da amostra alvo
(vide Fig 4). Esse kit utiliza-se de um limitador da expressdo do gene do controle interno,
que consiste de um nucleotideo modificado, o qual bloqueia parcialmente a extensdo do
mesmo pela DNA polimerase, quando adicionado na reagdo do controle interno na devida
propor¢do (vide Fig 5), permitindo a comparagdo da amplificacio na mesma faixa de
variabilidade linear (PALLANSCH et al., 1990) (LEE et al., 1996).
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A reag@o em cadeia da polimerase (PCR) foi feita utilizando-se o termociclador
Perkin-Elmer modelo 2400, utilizando como substrato 1ul do cDNA produto da RT, numa
solugdo de 50ul final, e adicionados reagentes com as seguintes concentracdes finais:
tampao PCR (20mM de Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KCl); dATP, dCTP, dTTP, dGTP
(200pM de cada), MgCl, (1,5mM), oligonucleotideos iniciadores (400nM de cada),
oligonucleotideos iniciadores do r18S e do seu competidor (propor¢io de 2/8), 1U de
Platinum Thermus aquaticus (Taq) polimerase e 4dgua livre de nucleases. Cada amostra foi

feita em duplicata e utilizando rea¢des sem o produto da RT como controles negativos.

Para o ensaio da expressdo do gene que codifica o componente gp917%* da
NADPH-oxidase nos leucécitos mononucleares, foi amplificada uma regidio do cDNA
contendo 415 pares de bases, usando-se os ologonucleotideos iniciadores com a seguinte
seqiiéncia: 5’CGT CTA GAG CAT GAG GGG CTC TCC ATT TTT GTC A3’ e 5°CGG
GAT CCC GAG TTC AGA GAG TGC TAC TGA ATA A3’ (ntmero de acesso ao Gen
Bank # NM000397). As condi¢des para amplificagio foram: inicialmente 95°C por 5
minutos, seguidos de 29 ciclos de: denaturagio a 94°C por 45 segundos, anelamento a 60°C
por 45 segundos, extensdo a 72°C por 90 segundos, seguidos de uma extensio longa a 72°C

por 7 minutos.

Para o ensaio da expressdo do gene que codifica o componente p227*** da
NADPH-oxidase nos leucdcitos mononucleares, foi amplificada uma regidio do cDNA
contendo 146 pares de bases, usando-se os oligonucleotideos iniciadores com a seguinte
seqiiéncia: 5’CCC AGC CGG GTT CGT GTC3’ e 5°’AAC ACG CCC GCC ACA ATG3’
(nimero de acesso ao Gen Bank #NMO000101). As condigdes para amplificagdo foram:
95°C por 5 minutos, seguido de 29 ciclos de: denaturagdo a 94°C durante 45 segundos,
anelamento a 52°C por 45 segundos, extensdio a 72°C por 90 segundos, seguidos de uma
extensdo longa de 72°C por 7 minutos.

Para o ensaio da expressio do gene que codifica o componente p677"* da
NADPH-oxidase nos leucécitos mononucleares, foi amplificada uma regido do cDNA
contendo 181 pares de bases, usando-se os oligonucleotideos iniciadores com a seguinte

seqiiéncia: 5’CTG GCC AAG AAG GAT TACC3’ e 5°GGA GCT CTT CTT TTG TCT
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CAG3’ (nimero de acesso ao Gen Bank #M32011). As condi¢des para amplifica¢io foram:
95°C por 5 minutos, seguido de 29 ciclos de: denaturagdo a 94°C por 45 segundos,
anelamento a 57°C por 45 segundos, extensdo a 72°C por 90 segundos, seguidos de uma

extens@o longa de 72°C por 7 minutos.

Os produtos da amplificagdo do cDNA obtidos como descrito acima, foram
identificados em gel de agarose a 3% no tampao TAE, na presenca de brometo de etidio
1pug/ml, identificando-se os fragmentos do tamanho esperado. As bandas foram analisadas
pelo software Imagemaker Total Lab V1.1 (Pharmacia, Uppsala, Suécia). O resultado da
densitometria das amostras-alvo foi dividido pelo resultado da densitometria das amostras

do controle interno, normalizando uma razao, que foi considerada para a analise estatistica.

3.7. FOSFORILACAO DE PROTEINAS CELULARES DE 47kDa DOS
LEUCOCITOS MONONUCLEARES

A avaliagdo da fosforilagdo de proteinas celulares foi feita utilizando-se uma
adaptag¢do do método descrito por OKAMURA et al. (1988). A suspensdo de leucocitos
mononucleares, numa concentracdo final de 4 x 10° células/ml em HHBSS (pH 7.4, CaClh
1mM), preparadas como descrito acima, obtidas de pacientes com anemia falciforme e
controles sadios, foram incubadas com 32p 0,5mCi/ml por 90 min a 37°C, e em tempos
especificos (10, 20, 30, 60, 300 segundos) apds a adi¢do do estimulo (PMA, 30 nM), a
reacdo foi interrompida, transferindo-se as amostras para uma mistura de NaF 0,1mM,
n-etilmaleimida 0,2mM, fluorofostato de isopropil 0,5mM, pepstatina 18uM, EDTA
10mM, sendo resfriada a 4°C por 2 minutos e adicionado SDS 2%. Apos, esta mistura foi
sonicada por 3 minutos e centrifugada a 10000 x g. O sobrenadante foi retirado ¢ a ele foi
adicionado uma mistura contendo, B-mercaptoetanol 5%, glicerol 5%, azul de bromofenol
0.01%, sendo entdo aquecida a 100°C por 5 minutos. A analise foi feita apés eletroforese
em gel de poliacrilamida-SDS, sob condi¢des redutoras com 2-mercaptoetanol (5% V/V),
utilizando-se gel de resolugdo a 13% e empacotamento a 3% (sistema Mini Protean II-Bio
Rad). Apds a coloragdo com azul de comassie, os g€is secos foram expostos a filmes Kodak

X Omat MA por 10-14 dias, e as proteinas marcadas com 32p foram detectadas por auto-
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radiografia. Posteriormente, as densitometrias das bandas de fosforilagdo foram analisadas
pelo software Imagemaker Total Lab V1.1(Pharmacia, Uppsala, Suécia), cujo resultado

indicou a quantificagdo relativa do seu estado de ativagdo.

3.8. MATERIAIS

Composico da solugdo de Krebs em mM: NaCl 137, KC1 2,7 , NaHCO; 11,9,
NaH,PO, 0,3 ,MgS0O4 0.8 , Glicose 5,6 , CaCl, 1.

Composi¢do da solugdo de Hanks (HHBSS) em mM: NaCl 137; K€l 2.%
Na HPO, 0.5, KH,PO, 0.4, glicose 5.5. suplementada com HEPES no pH 7.4.

Composi¢do do tampdo carbonato: Carbonato de Sédio 0,2M: Bicarbonato de
Sédio 0,2M, EDTA 0,1mM, pH 10.

Composicdo da solugdo TAE: Tris acetato 0,04M: EDTA 0,001M.
Composigdo do 10x PCR buffer: 200mM tris-HCI (pH 8,4), S00mM KCL

Composigdo do Buffer da RT: 100mM Tris-HCI (pH 8.3), 500mM KCI, 15mM
MgClz.

Super6xido dismutase (SOD) de eritrécitos bovinos, N-nitro-L-arginina metil
ester (L-NAME), NG-Monometil-L-Arginina metil ester (L-arginina), N™-nitro-d-arginina
metil ester (D-NAME) HEPES, Histopaque 1119, Histopaque 1077, phorbol 12-miristato
13-acetato (PMA), zimosam (ZYM), citocromo ¢ ( tipo III), trombina (bovina),
indometacina, xantina, xantina-oxidase, NADPH, t-butil hidroperéxido, triton , glutationa
reduzida, glutationa redutase, EDTA, Tris-HCL, NaF , n-etilmaleimida, fluorofostato de
isopropil, pepstatina, EDTA, B-mercaptoetanol, glicerol, azul de bromofenol, azul de
comassie foram obtidos da Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, EUA).
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Os reagentes para a reagdo em cadeia da polimerase (PCR): tampdo PCR;
dNTPs, oligonucleotideos iniciadores especificos para gp91 7M1 p22Ph* ¢ p6TPM,
Platinum Thermus aquaticus ((Taq) polimerase e 4gua livre de nucleases foram obtidos da
Gibco BRL (Gaithersburg, MD USA), assim como o brometo de etideo.

Os reagentes da reagdio transcriptase reversa (RT): MMLV-RT, random
decamers, superasin, DNAse I, proteinase K, foram obtidos da Ambion, Inc.,TX, assim

como os kits comerciais: Retroscript e QuantumRNA 18S internal Standards.
Quick Prep total RNA extraction kit foi obtido da Pharmacia (Upsalla, Suécia).
32D foi obtido da Amershan Internacional (Reino Unido).
Mini Protean II foi adquirido da Bio Rad.

Iloprost (prostaciclina) foi cedida pela Schering.

3.9. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica descritiva foi realizada calculando-se os valores minimo,
percentil 25, mediana, percentil 75 e méximo. A comparag¢do entré grupos foi feita
utilizando-se o teste de Mann-Whitney (SIGEL, 1956), considerando-se o valor de p<0,05
como significativo. Os graficos foram representados como "BOX-PLOTS" (EMERSON &
STRENIO, 1983).
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Amplificagdo gp917">

415pb

n’ de ciclos

Figura 4. Representagio do experimento para determinagio da fase linear da
amplificacio durante o ensaio de PCR, utilizada no método de
quantificacdio relativa. Os reagentes para a reagdo da PCR foram dispostos em
7 aliquotas iguais e removidos do termociclador apds o nimero de ciclos
indicados. Os produtos da amplificagdo (415pb) foram quantificados por
densitometria, apds eletroforese no gel de agarose a 3% e corados com brometo
de etidio (1pg/ml). A fase linear da amplificagio dos transcritos da gp91PHox,
neste caso entre 27 e 31 ciclos, definida como o intervalo do niimero de ciclos
no qual a eficiéncia da amplificagdo é progressiva, até atingir valores maximos

€ constantes.

Estes ensaios foram repetidos, tendo como amostra alvo a p227** ¢ p677"%*,

cuja fase linear da amplificagdo ocorreu entre 27 e 31 ciclos.
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Amplificacdo gp917"** e r18S

gp91™™™
415pb

315pb r18S

0/0 1/9 2/8 3/7 4/6 1/0

Figura 5: Verificacdio da propor¢do do oligonucleotideo iniciador do controle interno
(r18S) e do seu competidor. Para a utilizagdo do método da quantificacdo
relativa, é importante que a eficiéncia da amplificagdo do controle interno (r18S)
esteja sendo observada na mesma intensidade da amostra em estudo. Este
experimento determinou a concentragdo dos oligonucleotideos iniciadores
competidores necessaria para amplificar o controle interno (r18S) na mesma
variagdo linear da amostra-alvo. Fotografia representativa das proporgdes de
18S/competidores adicionadas as reagdes de PCR, que continha cDNA e
oligonucleotideos iniciadores da gp917"”*, gerando produtos de 315 pb (r188) e
415 pb (gp917""). A densitometria demonstrou que a propor¢do 2/8 entre o r18S
e seu competidor foi a ideal para que a amplificagdo do controle interno
ocorresse na intensidade semelhante a observada na amostra-alvo. Foram feitos
experimentos semelhantes, utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos
para a p227"*”* e p67” hox sendo obtida esta mesma proporgdo entre r18S e seu

competidor.
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4.1. DETECCAO DE OXIDO NITRICO LIBERADO POR GRANULOCITOS E
LEUCOCITOS MONONUCLEARES

A menor concentragio de trombina necessaria para induzir agregagdo
plaquetaria irreversivel em cinco minutos, nos experimentos, variou de 50 a 200 mU/ml. O
numero meédio de granuldcitos de pacientes falciformes e de controles sadios que causou
50-60% de inibigdo da agregac¢do plaquetaria foi, respectivamente: 4,5 e 4,2 x 10°células/ml
(n=9, Tab. I). A pré-incubac¢do dos granulécitos dos pacientes falciformes e dos controles
sadios com L-arginma 1mM n3o potencializou o efeito inibitério destas células na
agregacdo plaquetéria (p>0,05 em todas as situagdes, n=9, teste de Mann-Whitney, Fig. 6).
Nestas condigdes, o respectivo numero médio de granuldcitos que causou 50-60% de
inibicdo da agregacio plaquetaria foi de 4,4 e 4.3 x 10° células/ml (n=9, Tab. I).

A pré-incubagdo dos granulécitos dos pacientes e dos controles sadios com um
inibidor da sintese de oOxido nitrico, L-NAME (300uM), durante 60 minutos em
temperatura ambiente, reduziu quase totalmente sua capacidade inibidora da agregacdo
plaquetaria (n=9, Fig. 6). O enantiomero D-NAME (300uM) nio afetou a capacidade dos
granulocitos dos pacientes e dos controles sadios em inibir a agregagdo plaquetaria quando
comparados com os granulocitos sem tratamento (p>0,05 em ambas as situagdes, n=9, teste
de Mann-Whitney, Fig. 6) A média de granulocitos dos pacientes falciformes e dos
controles sadios que causou 50-60% de inibi¢do da agregag¢do plaquetaria apos incubacdo
com D-NAME foi, respectivamente: 4,5 e 4,4 x 10° células/ml (n=9, Tab. I).

O efeito provocado pelo L-NAME foi revertido quando os granulécitos foram
simultaneamente pré-incubados com L-NAME (300 uM) e L-arginina (1 mM), durante 60
minutos em temperatura ambiente (Fig. 6). Nestas condi¢bes o respectivo nimero médio de
granulécitos dos pacientes com anemia falciforme e dos controles que causou 50-60% de
inibicio da agregacdo plaquetdria foi respectivamente de 4.5 e 4,4x10° células/ml
(n=9, Tab. I), valores estatisticamente similares aos apresentados por granulécitos ndo
submetidos a pré-incubagdo (p>0,05 em ambas as situagdes, n=9, teste de Mann- Whitney).
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granulocitos de pacientes com anemia falciforme e dos controles sadios sobre a agregagio
das plaquetas estimulada pela trombina (Fig. 6). O mesmo nimero de células que causou a
inibicdo de 50-60% da agregacdo plaquetdria na auséncia da SOD, inibiu 80-90% da
agregacdo plaquetdria na presen¢a da SOD (n=9, Tab. I).

Leucéceitos mononucleares de pacientes falciformes inibiram a agregacio de
plaquetas induzida pela trombina apenas na presenga de SOD (60 U/ml, n=9, Fig. 7). O
numero médio de leucdcitos mononucleares de pacientes com anemia falciforme e dos
controles que causou 80-90% de inibi¢do da agregagdo plaquetaria na presenga da SOD foi,
respectivamente: 3,5 e 3,3 x 10° células por ml (n=9, Tab. II). Nestas condi¢des a
pré-incubagdo de leucdcitos mononucleares com o L-NAME, inibidor da sintese do 6xido
nitrico (300uM), aboliu completamente a capacidade de inibir a agregacdo plaquetaria
destas células (n=9, Fig. 7).

Na presenca da SOD, o enantidmero D-NAME (300uM) ndo afetou a
capacidade de inibir a agregacdo plaquetaria dos leucdcitos mononucleares dos pacientes
falciformes ou dos controles, em comparagdo com os leucécitos mononucleares que nio
sofreram qualquer incubagdo (p>0,05 em ambas as situagdes, n=9, teste de Mann-Whitney,
Fig. 7). O respectivo nimero médio de leucocitos mononucleares dos pacientes com anemia
falciforme e dos controles que causou 80-90% de inibigio da agregacio plaquetaria apds a
incubagdo com D-NAME foi respectivamente de 3,6 e 3,4x10° células/ml (n=9, Tab. II).

O efeito do L-NAME foi revertido pela pré-incubagdo de leucocitos
mononucleares com L-NAME (300uM) e L-arginina (1mM, Fig. 7). Nestas condi¢des. o
respectivo nimero médio de leucdcitos mononucleares dos pacientes com anemia
falciforme e dos controles que causou 80-90% de inibicdo da agregagdo plaquetdria foi
respectivamente de 3.6 e 3,5x10° células/ml (n=9, Tab. II), valores estatisticamente
similares aos encontrados, quando os leucécitos mononucleares ndo sofreram qualquer
incubagdo (p>0,05 em ambas as situagdes, n=9, teste de Mann-Whitney).
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A L-arginina (1ImM) ndo restaurou a capacidade de os leucécitos
mononucleares dos pacientes com anemia falciforme de inibir a agregacdo plaquetaria na
auséncia da SOD (n=9), e nem tampouco potencializou o efeito inibitori
plaquetaria destas células na presenga da SOD em comparagio aos leucdcitos
mononucleares que ndo sofreram incubagdo ( p>0,05 em ambas as situagdes, n=9, teste de
Mann-Whitney, Fig. 7). O respectivo nimero médio de leucdcitos mononucleares dos
pacientes com anemia falciforme e dos controles incubados com L-arginina que causou 80-
90% de inibicdo da agregacdo plaquetdria na presenga de SOD foi respectivamente de 3,5 e
3,4x10° células/ml (n=9, Tab. IT). Na auséncia de leucécitos, a SOD (60 U/ml) ndo tem

efeito na agregacdo de plaquetas induzida pela trombina.
Tabela 1. Inibicdo da agregacdo de plaquetas por granuldcitos

A) Numero de granulécitos de pacientes com anemia falciforme (10° células)
que inibiu 50-60% de agregacdo de plaquetas lavadas induzida pela trombina
(50 mU/ml), na auséncia de SOD

HHBSS L-arginina (1 mM) D-NAME (300uM) L-arginina (1 mM)+L-NAME (3001M)

Miximo 5.0 5.0 5,0 49
Percentil 75 4.8 4.7 4.8 4.8
Mediana 4,5 4.4 45 4.5
Percentil 25 4,3 42 4.2 43
Minimo 4,0 3,9 4,1 4.1

9 experimentos
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B) Numero de granulécitos de controles sadios (10° células) que inibiu 50-60%
de agregacdo de plaquetas lavadas induzida pela trombina (50 mU/ml), na

auséncia de SOD

HHBSS L-arginina (1 mM) D-NAME (300uM) L-arginina (1 mM)+L-NAME (300p:M)

Maiximo 5,0 5,0 49 5,0
Percentil 75 4,6 4,7 47 4.8
Mediana 42 4,3 4.4 4.4
Percentil 25 4,1 4.2 4,2 43
Minimo 4.0 4.2 4.1 4.0

9 experimentos

Resultados
90



-S0D + S0OD

A

L-ARG
D-NAME
L-ARG + L-NAME

L-ARG

- D-NAME
Pacientes L-ARG + L-NAME
L-NAME L-NAME
T50 mU T50 mU

-S0OD +SOD
B
L-ARG
D-NAME
L-ARG + L-NAME
Controles L-ARG
D-NAME
L-ARG + L-NAME
L-NAME
L-NAME
T50 mU
T50 mU

Figura 6. Ensaio para deteccdo de éxido nitrico liberado por granulocitos. Figura
representativa do bioensaio para detecgdo do oxido nitrico liberado pelos
granuldcitos. Trombina (T50 mU) induziu agregagdo submadxima de plaquetas
lavadas. Os granuldcitos de pacientes com anemia falciforme (mediana 4,4 x10°
células/ml, Painel A) e dos controles sadios (mediana 4,2 x10° células/ml,

.....
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ndo foi potencializado pela pré-incuba¢do com L-arginina (1 mM, Painéis A e
B). A incubagdo dos granuldcitos com o inibidor da sintese do 6xido nitrico.
L-NAME (300uM), aboliu a capacidade destes de inibir a agregagédo
plaquetaria (Painéis A e B). Seu enantiémetro D-NAME (300uM) nio afetou a
capacidade dos granulocitos de inibir a agregacdo plaquetdria (Painéis A e B).
A L-arginina (1 mM) restaurou a capacidade dos granulécitos de inibir a
agregacdo de plaquetas lavadas, quando usada simultaneamente com o
L-NAME (300uM, Painéis A e B). A SOD (60 U/ml), potencializou o efeito de
inibitério dos granulécitos sobre a agregacdo de plaquetas lavadas
(Painéis A e B).

Nédo houve diferenga estatisticamente significativa entre granulocitos de
pacientes com anemia falciforme e controles sadios para inibir a agregagio
plaquetaria nas diversas situagdes (n=9 , p>0,05, em todas as situacdes, teste de
Mann-Whitney)
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Tabela 2. Inibi¢ao da agregacio de plaquetas por leucécitos mononucleares

A) Numero de leucocitos mononucleares de pacientes com anemia falciforme
(10° células) que inibiu 80-90% de agregacdo de plaquetas lavadas induzida
pela trombina (50 mU/ml), na presenca de SOD

HHBSS L-arginina (1 mM) D-NAME (300uM) L-arginina (1 mM)+L-NAME (300pM)

Maiximo 4,0 3.8 4,0 39
Percentil 75 37 3.6 3.8 3,7
Mediana 3.5 3.5 3,6 3.6
Percentil 25 3.2 3,3 3.3 3,4
Minimo 3,0 32 3,1 3,1

9 experimentos

B) Niimero de leucdcitos mononucleares de controles sadios (10° células) que
inibiu 80-90% de agregacdo de plaquetas lavadas induzida pela trombina (50
mU/ml), na presenga de SOD

HHBSS L-arginina (1 mM) D-NAME (300pM)  L-arginina (1 mM)+L-NAME (300p.M)

Maiximo 3.9 4.0 4,0 3.9
Percentil 75 3.7 3.7 3,8 3.6
Mediana 33 3,4 3.4 3.5
Percentil 25 3.2 3.2 3.3 3.4
Minimo 3.0 3.0 3,2 3,1
9 experimentos
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Ensaio para detecgio de oéxido nitrico liberado por leucécitos

mononucleares. Figura representativa da liberagdo de éxido nitrico pelos
leucoécitos mononucleares. Trombina induziu agregagdo de plaquetas
(T50mU). Na auséncia de SOD, os leucocitos mononucleares de pacientes
com anemia falciforme (mediana 3,5 x 10° células/ml, Painel A) sozinhos ou
pré-incubados com L-arginina (1 mM), D-NAME (300 uM) ou L-arginina
(1 mM) com L-NAME (300 pM), nio inibiram de modo significativo a
agregacdo de plaquetas induzida pela trombina. Contudo, na presenga de SOD
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(60 U/ml), os leucécitos mononucleares de pacientes com anemia falciforme
(mediana 3,5 x 10° células/ml), o qual nido foi potencializado pela
pré-incubacdo com L-arginina (1 mM). A incubagio com o inibidor da sintese
do oxido nitrico, L-NAME (300uM), aboliu sua capacidade de inibir a
agregacdo plaquetdria. O enantiomero D-NAME (300uM) ni3o afetou a
capacidade dos leucdcitos mononucleares de pacientes com anemia falciforme
de inibir a agregagdo plaquetaria. A L-arginina (1 mM) restaurou a capacidade
dos leucdcitos mononucleares de pacientes com anemia falciforme de inibir a
agregacdo de plaquetas lavadas, quando usada simultaneamente com o
L-NAME (300uM).

Os leucécitos mononucleares dos controles sadios (mediana 3,3 x 10°
agregacdo de plaquetas lavadas induzida pela trombina quando pré-incubada com
L-arginina (1 mM) e D-NAME (300 uM). A pré-incubacdo com L-NAME (300 uM)
com L-NAME (300 uM). A SOD (60 U/ml) potencializou o efeito inibitério na agregagdo
plaquetaria dos leucécitos mononucleares de controles sadios, quando incubados com as
referidas substancias (Painel B +SOD). Na presenga de SOD ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre leucocitos mononucleares de pacientes com anemia
falciforme e controles sadios para inibir a agregacdo plaquetaria (n=9 , p>0,05, em todas as

situagdes, teste de Mann-Whitney).

4.2. DOSAGEM DO SUPEROXIDO LIBERADO POR GRANULOCITOS E
LEUCOCITOS MONONUCLEARES
A média da liberagdo espontdnea, estimulada com PMA e estimulada com
ZYM, de superdxido por granuldcitos de pacientes com anemia falciforme (n=22) e dos
granuldcitos de controles sadios (n=17), pode ser vista na Fig. 8. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre estes resultados (p>0,05 em todas as situagdes, teste de
Mann-Whitney).
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Figura 8. Liberag¢io de superéxido pelos granulécitos de pacientes com anemia
falciforme (n=22, . ) e de controles sadios ( n=17 D ). A liberagdo de
superoxido por granuldcitos de pacientes com anemia falciforme e controles
sadios foi similar, seja ela espontanea ou apés estimulo com PMA (30nM) ou
Zimosan (100 particulas/célula) (p>0,05 em todas as situagdes, teste de Mann
Whitney). “Box-plots™ representando o valor minimo, percentil 25, mediana,

percentil 75 e valor maximo.

A Fig. 9 mostra a média da liberagdo espontinea, estimulada com PMA e
estimulada com ZYM, de superéxido por leucécitos mononucleares de pacientes com
anemia falciforme (n=22) e de controles sadios (n=17). A liberagdo estimulada de anion
superoxido por leucocitos mononucleares dos pacientes com anemia falciforme foi
significativamente maior do que a observada pelos controles sadios ( p<0,001 e p<0,01,
respectivamente, teste de Mann-Whitney). A liberagdo espontinea de superéxido por
leucécitos mononucleares de pacientes com anemia falciforme foi similar a dos controles
sadios (p>0,05, teste de Mann-Whitney)
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Figura 9. Liberacido de superéxido pelos leucécitos mononucleares de pacientes com
anemia falciforme (n=22 . ) e de controles sadios (n=17 [:| ). A liberagdo
espontanea de superdxido por leucécitos mononucleares de pacientes com
anemia falciforme foi similar a dos controles sadios. Quando os leucécitos
mononucleares foram estimulados com PMA (30nM) ou Zymosan
(100 particulas/célula), a liberagdo de superdxido por leucdcitos mononucleares
de pacientes com anemia falciforme foi superior a dos controles sadios
(respectivamente, *p<0,001 e **p<0,01, teste de Mann-Whitney). “Box-plots™

representando valor minimo, percentil 25, mediana, percentil 75 e valor maximo.

43. ATIVIDADE DA GLUTATIONA PEROXIDASE CELULAR DOS
GRANULOCITOS E LEUCOCITOS MONONUCLEARES

A atividade do glutationa peroxidase celular dos granuldcitos e dos leucécitos
mononucleares dos pacientes com anemia falciforme e dos controles sadios foi avaliada
pela técnica da oxidagdo do NADPH pelo t-butil hidroperéxido. Na Fig. 10, observa-se que
a mediana da atividade da glutationa peroxidase dos granulécitos de pacientes com anemia
falciforme (n=10) nio difere estatisticamente da encontrada nos granuldcitos dos controles

sadios (n=10, p>0,05, teste de Mann-Whitney).
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A Fig. 10 também mostra que a mediana da atividade da glutationa peroxidase
celular nos leucécitos mononucleares de pacientes com anemia falciforme (n=10) nfo
difere estatisticamente da encontrada nos leucécitos mononucleares de controles sadios

(n=10, p>0,05, teste de Mann-Whitney ).

Os resultados demonstram que a atividade da enzima glutationa peroxidase
celular nos leucécitos dos pacientes falciformes é semelhante a observada nos leucécitos

dos controles sadios.
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Figura 10. Atividade da glutationa peroxidase intraleucocitiria obtida com a oxidacdo
do NADPH pelo t-butil hidroxiper6xido em um minuto. A mediana da
atividade da GSH-Px dos leucdcitos mononucleares de pacientes falciformes
(3 x 107 células, n=1 0) ndo apresentou diferenga estatisticamente significativa,
quando comparada a dos leucécitos mononucleares dos controles (3 x 10’
c€lulas, n=10). O mesmo se nota em relacdo a atividade da GSH-Px dos
granuldcitos dos pacientes com anemia falciforme (3 x 107 células, n=10)
quando comparadas as correspondentes células dos controles sadios (3 x 107

c€lulas, n=10, p>0,05, em todas as situagdes, teste de Mann Whitney).
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4.4. ATIVIDADE DA SUPEROXIDO DISMUTASE DOS GRANULOCITOS E
LEUCOCITOS MONONUCLEARES

As medianas da porcentagem de inibicdo competitiva da redugdo do citocromo
¢ induzida pela xantina oxidase pelos granuldcitos dos pacientes com anemia falciforme
(n=10) e dos controles sadios (n=10) nos diversos volumes do lisado celular (2 x 10’
c€lulas/ml) podem ser vistas na Fig. 11. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas entre estes resultados (p>0,05, nas diversas situagdes, teste de
Mann-Whitney).

A Fig. 12 mostra a mediana da porcentagem de inibi¢do da redugdo do

citocromo ¢ pelos leucocitos mononucleares dos pacientes com anemia falciforme (n=10) e

z . . T oy
dos controles sadios (n=10), nos diversos volumes do lisado celular (2 x 10 células/ml).
Niao foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre a atividade da SOD nos
leucdcitos mononucleares dos pacientes com anemia falciforme em relacdo a dos controles

sadios (p>0.,05, nas diversas situacdes, teste de Mann-Whitney).

Os resultados demonstram que a atividade da enzima superoxido dismutase nos
leucécitos dos pacientes falciformes € semelhante a observada nos leucécitos dos controles

sadios.
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Figura 11. Atividade da SOD nos granulécitos de pacientes com anemia falciforme e
de controles sadios, obtida pela inibicdo competitiva da redugdo do citocromo
¢ induzida pela xantina oxidase em um minuto. N3o houve diferenca
estatisticamente significativa das medianas da atividade da SOD nos diversos
volumes do lisado celular dos leucécitos mononucleares de pacientes com
anemia falciforme (2 x 107 células, n=10) quando comparadas as medianas dos
respectivos volumes do lisado celular dos controles sadios (2 x 107 células,

n=10, p>0,05 em todas as situagdes, teste de Mann-Whitney).
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Figura 12. Atividade da SOD dos leucécitos mononucleares de pacientes com anemia
falciforme e de controles sadios, obtida pela inibicdo competitiva da redugdo
do citocromo c, induzida pela xantina oxidase em um minuto. Nota-se que ao
aumentar o volume do lisado celular (2 x 107 células/ml) 2 mediana da inibigdo
do citocromo ¢ do sistema contendo leucocitos mononucleares de pacientes
com anemia falciforme (n=10) foi se elevando gradualmente. O mesmo ndo
ocorreu com as medianas dos leucdcitos mononucleares dos controles sadios
(n=10), nos volumes: 35, 50, 75 e 100ul, que se mantiveram praticamente nos
mesmos valores. Houve tendéncia da atividade da SOD dos leucdcitos
mononucleares dos pacientes com anemia falciforme ser maior quando
comparada a dos leucocitos mononucleares dos controles sadios, porém sem
atingir significado estatistico (p>0,05, em todas as situagbes, teste de
Mann- Whitney).
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4.5. EXPRESSAO DOS GENES DOS COMPONENTES GP917#%%, pe7"H0X | p22-
PHOX DA NADPH-OXIDASE DOS LEUCOCITOS MONONUCLEARES

Estudou-se a expressio dos genes CYBB, que codifica a proteina gp917**,
CYBA, que codifica a proteina p22¥"** ¢ do gene NCF2, que codifica a proteina p677"",
componentes do sistema NADPH-oxidase, responsével pela produc¢do do 4nion superdxido,
nos leucocitos mononucleares dos pacientes com anemia falciforme e dos controles sadios.

Os resultados obtidos foram calculados dividindo-se os valores da
densitometria da amostra (dos pacientes com anemia falciforme ou dos controles sadios)
pelos valores da densitometria do respectivo controle interno (r18S), que foram
denominados densitometria relativa.

Uma imagem representativa dos produtos da reagdo de RT-PCR, em que foram
usados oligonucleotideos iniciadores especificos para o componente gp917** (pb=415) e
r18S (pb=315) € vista na Fig. 13, no seu painel superior. No painel inferior hid a
representagdo grafica da série de resultados das densitometrias relativas da expressio do
gene que codifica 0 componente gp917#**

Os leucécitos mononucleares dos pacientes (n=21) expressam mais o gene que
codifica o componente gp917** em relagio aos controles sadios (n=23, p=0,036, teste de
Mann-Whitney)-

No painel superior da Fig. 14, ha uma imagem representativa dos produtos da
reagdo de RT-PCR, em que foram usados oligonucleotideos iniciadores especificos para o
componente p227** (pb=146) e r18S (pb=315). O painel inferior desta mesma figura
mostra a representagdo grafica da série de resultados das densitometrias relativas da
expressio do gene que codifica o componente p2274°* |

Os leucocitos mononucleares dos pacientes com anemia falciforme (n=24)
expressam o gene que codifica 0 componente p22?*** em niveis semelhantes aos controles
sadios (n=24, p>0,05, teste de Mann-Whitney)-

A Fig. 15, no painel superior, mostra uma imagem representativa dos produtos
da reacdo de RT-PCR, em que foram usados oligonucleotideos iniciadores especificos para
o componente p677** (pb=181) e do r18S (pb=315). O painel inferior mostra a
representacdo grafica da série de resultados das densitometrias relativas da expressdao do

gene que codifica o componente p67"’m.
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Os leucocitos mononucleares dos pacientes com anemia falciforme (n=22)
expressam o gene que codifica o componente p677*** em niveis semelhantes aos controles

sadios (n=22), p>0,05, teste de Mann-Whitney-

Expressio gp917"*
gpgl-phox
ri8S
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20
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Figura 13. Anilise dos transcritos da gp917”"* em preparagio de RNA total de
leucécitos mononucleares por meio de experimento RT-PCR
Painel superior - fotografia representativa do cDNA amplificado por PCR
utilizando-se oligonucleotideos iniciadores especificos para gp917** e r18S
com produtos de pb=415 e 315, respectivamente, apos eletroforese em gel de
agarose a 3% e corado com brometo de etidio (1pg/ml). Nota-se maior
quantidade de transcritos nas amostras dos pacientes com anemia falciforme,
quando comparadas as dos controles sadios. Painel inferior - mostra a

representagdo grafica das densitometrias relativas dos transcritos do
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componente gp9l"""”"'r nos leucdcitos mononucleares de pacientes com anemia
falciforme e dos controles, representadas como “box-plots”, indicando valor
minimo, percentil 25, mediana, percentil 75 e valor maximo. A densitometria
da banda que compreende o componente gp91?"** foi maior nos leucdcitos
mononucleares dos pacientes (n=21) em relagdo a dos controles
(n=23, p=0,036, teste de Mann Whithney), indicando maior expressdo deste

gene nos pacientes.
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Expressio p227"**
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Figura 14. Andlise dos transcritos da p227"* em preparacio de RNA total de
leucécitos mononucleares por meio de experimento RT-PCR
Painel superior - fotografia representativa do cDNA amplificado por PCR
utilizando-se oligonucleotideos iniciadores especificos para p227"* (pb=146)
e r18S (pb=315), apos eletroforese em gel de agarose a 3% e corado com
brometo de etidio (1png/ml). Notar quantidade de transcritos semelhantes entre
as amostras dos pacientes com anemia falciforme e dos controles sadios.
Painel inferior - mostra a representagdo grafica das densitometrias relativas

dos transcritos do componente p22"""’x nos leucécitos mononucleares de
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pacientes com anemia falciforme e dos controles, representadas como “box-
plots”, indicando valor minimo, percentil 25, mediana, percentil 75 e valor
méximo. Ndo houve diferenga estatisticamente significativa ao comparar as
densitometrias das bandas que correspondem ao componente p227"** entre os
leucocitos mononucleares dos pacientes (n=24) e dos controles (n=24, p>0,05,

teste de Mann-Whithney).
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Figura 15. Anilise dos transcritos da p677"* em preparacio de RNA total de

leucécitos mononucleares por meio de experimento RT-PCR.

Painel superior - fotografia representativa do ¢cDNA amplificado por PCR
utilizando-se oligonucleotideos iniciadores especificos para p67” hox (pb=181)
e r18S (pb=315), apés eletroforese em gel de agarose a 3% e corado com
brometo de etidio (1ug/ml). Notar quantidade de transcritos semelhantes entre
as amostras dos pacientes com anemia falciforme em relagdo as dos controles

sadios. Painel inferior - mostra a representagdo grafica das densitometrias
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relativas dos transcritos do componente p677*** nos leucécitos mononucleares
de pacientes com anemia falciforme e dos controles, representadas como box-
plots, indicando valor minimo, percentil 25, mediana, percentil 75 e valor
méaximo. Ndo houve diferenga estatisticamente significativa ao comparar as
densitometrias das bandas que correspondem ao componente p677** nos
leucécitos mononucleares dos pacientes (n=22) e dos controles (n=22, p>0,05,
teste de Mann Whithney).

4.6. FOSFORILACAO DE PROTEINAS CELULARES DE 47kDa DOS
LEUCOCITOS MONONUCLEARES

Verificou-se a fosforilagdo do grupo de proteinas celulares com peso de 47kDa
dos leucécitos mononucleares de pacientes com anemia falciforme (n=4) e controles sadios
(n=6), no estado basal e apds estimulo com PMA (30nM). Estes experimentos,
apresentados na Fig. 17, indicam que as medianas das densitometrias, que representam a
incorporagdo do **P por estas proteinas celulares, seja no estado basal ou estimulada com
PMA nos tempos de 10, 20, 30, 60 e 300 segundos, obtidas apds eletroforese em gel
poliacrilamida-SDS e auto-radiografia, foram maiores nos pacientes com anemia falciforme
em relagdo as dos controles sadios (p<0,03 no tempo de 20 segundos, p<0,02 nos outros

tempos, teste de Mann-Whitney).
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Controle sadio Paciente falciforme

47kDa

Segundos 0 10 20 30 60 300 0 10 20 30 60 300

Figura 16. Fotografia representativa da fosforilacdo de proteinas celulares, obtidas dos
leucocitos mononucleares de pacientes com anemia falciforme e controles
sadios, apds eletroforese em gel de poliacrilamida e auto-radiografia. Nota-se
que nas bandas relativas 4 massa molecular de 47kDa, houve maior
incorporagio do *’P nas amostras dos pacientes com anemia falciforme, em

todos os tempos, em relag@o as apresentadas pelos controles sadios.
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Figura 17. Fosforilacdo de proteinas celulares de 47kDa dos leucécitos mononucleares
(4 x 10° células/ml), de pacientes com anemia falciforme (n=4) e de controles
sadios (n=6). A densitometria obtida com a incorporagio do¥P, no estado basal
(0) e 10, 20, 30, 60 e 300 segundos apds estimulo com PMA (30nM), indica
que a fosforilagdo das proteinas celulares dos leucdcitos mononucleares de
pacientes com anemia falciforme foi superior a dos controles sadios (*p<0,02

ou **p<0,03 , teste de Mann-Whitney).

Resultados
110



TSN TATATANTANTAT A

5. DISCUSSAO

111



O ¢6xido nitrico inibe a agregagdo plaquetaria através de mecanismo dependente
do GMPc (RADOMSKI, PALMER, MONCADA, 1987a ; RADOMSKI, PALMER,
MONCADA, 1987b). Os resultados mostram claramente que granuldcitos de paciente com
anemia falciforme liberam o6xido nitrico de modo similar aos controles sadios. pois a
inibicdo da agregacdo de plaquetas lavadas pelos granuldcitos de pacientes com anemia
falciforme ou de controles sadios é bloqueada por L-NAME, mas ndo por D-NAME, e é
revertida por L-Arginina. Adicionalmente, ¢ similar o numero de granul6citos de pacientes
com anemia falciforme e de controles sadios requerido para inibir a agrega¢do de plaquetas

lavadas.

O superoxido inibe o relaxamento dependente do endotélio pela inativagdo do
6xido nitrico em transito (GRYGLEWSKI et al., 1986; RUBANYI & VANHOUTTE,
1986; MONCADA et al., 1986) e é o substrato para a SOD (McCORD & FRIDOVICH,
granuldcitos de pacientes com anemia falciforme na agregacdo plaquetdria, indicando
claramente que o superoxido interfere na habilidade destas células em inibir a agregagdo

plaquetaria.

E notavel que a liberagdo do 6xido nitrico pelos leucécitos mononucleares de
pacientes com anemia falciforme, mas ndo por controles sadios, ¢ detectada somente na
presenga de SOD. H4 que se considerar trés fontes de superéxido nos experimentos:
plaquetas (JOSEPH et al., 1987), leucécitos (BABIOR, KIPNES, CURNUTTE, 1973) e a
solu¢do de Krebs (WARNER, DeNUCCI, VANE, 1989). Considerando que as plaquetas e
o tampdo utilizados nos ensaios de liberagdo de 6xido nitrico foram idénticos, a tnica fonte
do aumento do superoxido seriam os leucdcitos mononucleares, indicando com os achados
neste experimento que ha maior disponibilidade de superdxido nos leucdcitos de pacientes

com esta doenga, sendo um potencial mecanismo para lesdo e inflamagéo.

Recentes estudos reunem evidéncias de que existe na anemia falciforme um
estado pré-inflamatorio ativado e conseqliente ativagdo do endotélio, plaquetas e leucocitos,
e entre esses, os fagocitos sdo mecanismos importantes na defesa do organismo contra
bactérias, fungos e virus (BABIOR, 1999), estando ativados nas doengas inflamatorias,
com liberagdo de diversas substincias, entre elas o superéxido e oOxido nitrico
(FORMAN & TORRES, 2001).
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Os efeitos biologicos do 6xido nitrico gerado pelos granulécitos sio
semelhantes aos do 6xido nitrico gerado pelo endotélio (MEHTA et al., 1989; NICOLINI
& MEHTA, 1990; MONCADA et al., 1991), sendo uma das agdes a inibigdo de agregacio
de plaquetas. Nos ensaios desta anilise, so6 houve inibicdo da agregacdo plaquetaria pelos
leucéceitos mononucleares quando foi adicionado SOD no sistema, indicando que havia um
excesso de superdxido, que inibiu a a¢dio do 6xido nitrico. O aumento da liberagdo do
superoxido, pelos leucécitos mononucleares de pacientes com anemia falciforme, poderia
também inibir a a¢do vasodilatadora do 6xido nitrico no endotélio.

O endotélio ocupa uma posi¢do estratégica, pois forma uma barreira de
permeabilidade entre as células circulantes e os tecidos subjacentes aos vasos sanguineos. E
composto por fibroblastos e células musculares lisas, estando numa posi¢do capaz de
interagir com fatores circulantes e elementos sanguineos.

O endotélio do paciente com anemia falciforme apresenta comprometimento, ja
que pela sua interface com as hemdcias desoxigenadas-falcizadas € o primeiro local a reagir
a obstrugdo do fluxo sangiiineo (HEBBEL & VERCELLOTTI, 1997), com lesdo e
inflamagdo demonstrada pela expressdo das moléculas de adesio, ICAM-1, VCAM-1
(SHIU et al., 2000), E-Selectina e P-Selectina (MATSUI ef al., 2001) e ativagédo das células
endoteliais circulantes (SOLOVEY et al., 1997) (SOLOVEY et al., 2001)

Nas anomalias endoteliais, a agdo do 6xido nitrico é de maxima importéncia e
interesse. A agdo reguladora do 6xido nitrico no controle do ténus vascular ficou evidente
quando sua producio endogena foi interrompida ao ser bloqueada a NOsintase, enzima
responsavel por sua produgdo, o que induziu a severa hipertensdo arterial e permitiu
identificar o ¢éxido nitrico como um dos principais mediadores da dilatagdo vascular
dependente do endotélio (RIBEIRO ef al., 1992).

Como o oOxido nitrico é um potente vasodilatador, a diminui¢do da sua
viabilidade ou producdo levaria & vasoconstrigdo, com aumento da resisténcia vascular
periférica. A diminuicdo da viabilidade do oOxido nitrico poderia ser causada pela
degradac@o acelerada pelos reativos intermediarios do oxigénio, pois o 6xido nitrico é
mativado pelo superéxido e estabilizado pela SOD (RUBANYI & VANHOUTTE, 1986)
(OMAR et al., 1991).
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Diversas linhas de estudo apontam para a importincia do 6xido nitrico na
doenga falciforme. Hé elevado nivel dos seus metabélitos (REES et al., 1995), e durante as
crises, quanto maior a quantidade destes metabélitos, mais grave o quadro clinico
(LOPEZ et al., 1996), e quanto menos NO mais intensa a dor (LOPEZ et al., 2000). Ha
também boa resposta clinica ao uso do 6xido nitrico inalado durante as crises (SULLIVAN
et al., 1999) e ao uso da hidroxiuréia, que age formando 6xido nitrico (ATZ & WESSEL,
1997; GLOVER ef al., 1999). Estes dados sugerem que o aumento da atividade do 6xido
nitrico diminuiria a gravidade clinica, além de diminuir a aderéncia dos leucdcitos e das

hemécias ao endotélio (SPACE et al., 2000).

Foi relatada uma instabilidade no endotélio de camundongos transgénicos,
usados como modelo de anemia falciforme causada pelo desequilibrio do sistema 6xido
nitrico-superoxido (NATH et al., 2000), sugerindo como fontes aumentadas de superdxido:
hemécias (HEBBEL, 1990), leucécitos (DIAS-da-MOTTA et al., 1996) (HOFSTRA et al.,
1996) e endotélio (SULTANA ef al., 1998) nos pacientes com anemia falciforme. Como a
HbA e HbS apresentam consumo de 6xido nitrico semelhante, este consumo nio deve vir

diretamente da hemacia falciforme e sim do vaso ou dos leucécitos (ASLAN et al., 2001).

Existe ativacdo dos leucdcitos durante as crises de falcizagdo (LACHANT &
OSEAS, 1987) e caso haja interagdes entre o endotélio e os leucécitos na intercrise é

aceitavel que isto seja um fator desencadeante das crises de oclusdo vascular.

Os resultados indicam claramente que a liberagdo de superdxido pelos
leucocitos mononucleares de pacientes com anemia falciforme estdveis quando estimulada
pelo PMA ou ZYM ¢€ significativamente maior quando comparada a de controles sadios,
sugerindo que essas células sejam hiper-responsivas. Estes resultados levantam a
possibilidade de que pequenas estimulagGes como a agitagdo que ocorre durante os ensaios
de agregagdo plaquetaria ou durante a circulagdo in vivo, € também as infecgbes de
repeti¢do, a eritrofagocitose aumentada, o estado inflamatério perene, a hipdxia, o contato
com as hemadcias falciformes e as interleucinas presentes na circulagdo, possam causar a
ativa¢do dos leucocitos mononucleares e a liberagdo aumentada do superéxido por estes, o
que pode inibir a dilatagdo vascular mediada pelo Oxido nitrico. Os leucdcitos

mononucleares de pacientes falciformes produzem quantidades normais de 6xido nitrico
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que sdo potencialmente inativadas pela simultanea liberagdo de grandes quantidades de
superdxido liberadas.

Nio foi encontrado aumento da liberagdo de superdéxido pelos granuldcitos dos
pacientes com anemia falciforme estaveis, quando comparadas a de controles sadios. Estes
achados foram inesperados, ja que estas células apresentam maior capacidade de produgdo
dos reativos intermediarios do oxigénio em comparacdo com os leucdcitos mononucleares,
porém esses dados sdo compativeis com outros trabalhos que estudaram os granulécitos de
pacientes falciformes. STRAUSS er al. (1976) ndo encontraram ativagdo excessiva ao
estimular granulocitos de pacientes com anemia falciforme. HAYNES AND OBIAKO
(2002) ndo detectaram ativagdo da NADPH oxidase em granulcitos que promoveram
adesdo de hemdcias falciformes ao endotélio, ¢ MOLLAPOUR et al (1998) ndo
demonstraram ativagdo da NADPH-oxidase na intercrise dos falciformes, apesar da maior
liberagdo de fosfalipase A,. Alguns estudos identificaram alteragdes na fagocitose e

migragdo leucocitaria (BJORNSON & LOBEL, 1987; VILELA er al., 1989; VILELA
et al., 1990).

Esta ndo-demonstragdo da ativagdo dos granulécitos poderia dever-se a saida
dos granulocitos mais ativados da circulagdo, como evidenciado por estudos nos quais
infusdo de citocinas (DEVEREUX er al., 1989) promoveram marginaliza¢cdo e migragdo
dos leucécitos ativados para os tecidos adjacentes. O burst oxidativo nos granuldcitos
acontece em poucos segundos apos o estimulo com PMA, assim, a liberacdo do superéxido
alcancaria rapidamente um “plateau”. (DeLEO et al., 1999) e o desenho deste trabalho
levou em consideragdo a liberagdo apés 60 minutos do estimulo, quando tanto os
granulécitos dos controles como os granulécitos do paciente ja poderiam ter atingido a

liberagcdo méxima de superdxido.

Numa doenga na qual ha aumento da produgdo de &anion superéxido, o
antagonismo quimico entre o Oxido nitrico e superoxido pode provocar situagdes
desastrosas, provocando o desequilibrio entre fatores constritores e relaxadores da
vasculatura, afetando profundamente a atividade do 6xido nitrico no endotélio (MUGGE
et al., 1991) resultando na constri¢do de células musculares lisas (COSENTINO, SILL,
KATUSIC, 1994). Mecanismo semelhante ocorre na hipertensio, na qual, o défict de 6xido
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nitrico (PANZA et al., 1993a) (PANZA et al., 1993b) poderia ser explicado pela produgéo
do NO ser proxima ao normal, porém ele (NO) ser inibido rapidamente pelo excesso do
superoxido (GRUNFELD ez al., 1995) (MONCADA et al., 1991), situagdo parcialmente
revertida em pacientes submetidos a dieta com suplementacdo de L-Arginina
(HISHIKAWA et al., 1992).

Este mesmo mecanismo estd presente na anemia falciforme. Relevante para
estas consideracdes seria o fato de que num modelo de camundongo falciforme, ao ser
administrado L-NAME, inibidor do 6xido nitrico, ocorreu um aumento da pressdo sistolica
de cinco vezes (NATH er al, 2000), sugerindo uma hiperexpressio de fatores
vasoconstritores € demonstrando que a disfungdo endotelial encontrada nos pacientes
falciformes seria causada por uma excessiva degradacdo do Oxido nitrico recentemente
formado.

Na hipertensdo humana hd um aumento da producdo do superoxido pelos
leucocitos (MEHTA et al, 1994). O aumento de superéxido pelos leucécitos
mononucleares de pacientes falciformes foi observado (DIAS-da-MOTTA et al.. 1996),
sugerindo uma alteragio comum nas fisiopatologias, sendo a excessiva produgdo do
superoxido a base para a reduzida atividade do ¢xido nitrico, contribuindo com a
conseqiiente disfungdo endotelial encontrada nestas doengas.

Uma outra conseqiiéncia da interagdo do oOxido nitrico e superéxido seria a
formagdo do peroxinitrito (ONOO-), modulada pela concentragdo da SOD, que converte
superéxido em H,O0,. (BECKMAN et al., 1990). A reagdo entre superdxido e 6xido nitrico
ocorre rapidamente, numa taxa de 6,7 x 10° mol I'. (THOMSON et al., 1995), e ¢ trés
vezes mais rapida do que a reagdo entre superéxido e SOD, com isso, ha sempre superoxido
reagindo com 6xido nitrico. Dentro das condigdes fisiologicas, o sistema anti-oxidante
minimiza estas alteragdes e mantém o ténue equilibrio entre superoxido e éxido nitrico, que
pode ser rompido quando hia um excesso de superoxido. A produgdo aumentada e
persistente do peroxinitrito causa perturbagdo das fungdes fisiologicas, induz dano
oxidativo ao DNA, lipideos e células vasculares, com conseqiiente disfun¢éo vascular
(BALLINGER et al., 2000), além de causar agrega¢do de plaquetas lavadas e favorecer a
reacdo de Haber-Weiss e Fenton com a formagio do radical hidroxila (KANNER, HAREL,

GRANIT, 1991), muito mais reativo e deletério do que o superdxido.
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Os leucocitos, por produzirem grandes quantidades de reativos intermediarios
do oxigénio, deveriam ter o sistema antioxidante proporcionalmente induzido para evitar
sua auto-oxidag@o. Neste trabalho ndo se conseguiu demonstrar diferencas significativas
entre a atividade das enzimas superoxido dismutase e glutationa peroxidase celulares nos
leucécitos de pacientes com anemia falciforme, comparadas aos de controles sadios,

indicando que ndo ha aumento proporcional do sistema antioxidante nesta doenga.

Pequenas doses de reativos intermedidrios do oxigénio sdo indispensaveis para
muitos processos bioldgicos como imunidade, sinais intracelulares, apoptose, e defesa
contra microorganismos (SAHNOUN et al., 1998; SUZUKI et al., 1997), mas, quando ndo
controlados, afetam processos biologicos que levam a disfungdes organicas, e a funcdo do
sistema antioxidante ¢ retira-los, antes que formem compostos mais reativos, que vao

ocasionar severos danos aos tecidos adjacentes.

A produgdo aumentada de superdxido, combinada com capacidade diminuida
do sistema antioxidante, pode contribuir para o desenvolvimento de doengas vasculares,
que incluem: aterosclerose (IDE ez al., 2002), hipertensdo arterial sistémica (MEHTA et al.,
1994), complicagdes do diabetes (COSENTINO et al., 1997) e sindrome da isquemia
seguida da reperfusdio (YOUNG, IKEDA, LEFER, 2001), esta ultima presente e
caracteristica da doenca falciforme.

Numa doénga como a anemia falciforme que tem dano oxidativo aumentado,
sem um aumento proporcional do sistema antioxidante para suportar o excesso do
metabolismo aerébico, ha a possibilidade de um desequilibrio entre os sistemas de
constricdo e dilatagdo vascular nestes pacientes. Estudos tém demonstrado que a
biodisponibilidade dos ROS e o conseqiiente tdnus vascular é modulado por sistemas
protetores como o da SOD (RUBANYI & VANHOUTTE, 1986) pois, ao se promover a
inativagdo da SOD, h4 inibi¢do do relaxamento mediado por 6xido nitrico, indicando que
quando hd menos SOD ha aumento proporcional de superéxido (STRALIN &
MARKLUND, 1994). A ndo elevagdo da atividade da SOD em pacientes falciformes
resulta na maior formagdo do peroxinitrito, vasodilatador muito menos potente que o 6xido

nitrico, com todas as conseqiiéncias ja descritas anteriormente.
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Na anemia falciforme ha evidéncias da presenca de episédios de oclusio
vascular subclinica, proporcionando hipoxia aos tecidos que, apés resolugdo, volta a ser
oxigenado, proporcionando a sindrome da reperfusdo, na qual ha rapido fluxo de
super6xido nos tecidos, liberado em grande parte pela rdpida entrada dos leucécitos no

tecido isquémico (HERNANDEZ et al., 1987; HORIE er al., 1998; HU et al., 2002).

O stress oxidativo tem importante participagdo na disfungdo endotelial
pos-isquemia, com aumento de oxidantes documentado na aorta (ZWEIER ef al., 1994) e
veia umbilical humana (MICHIELS ef al., 1992), além da perda do relaxamento das artérias
coronarias caninas apés oclusdo seguida de reperfusdo, devido a diminui¢do da reserva
vasodilatadora (VANE, ANGGARD, BOTTING, 1990). O sistema antioxidante tem fungéo
importante na protecdo do endotélio na reperfusdo. Protetores contra radicais livres
diminuem a ades@o de leucocitos no endotélio apds oclusdo arterial seguida de reperfusido
(KUROSE et al., 1997), camundongos transgénicos que hiperexpressam CuZn SOD tém
menos acumulo de leucécitos apds oclusdo da artéria mesentérica e posterior reperfusdo
(HORIE er al, 1998) e a SOD aumenta a sobrevivéncia de tecidos isquémicos
(ABLOVE et al., 1996).

Os episodios de oclusdo vascular subclinica e conseqiiente hipoxia-reperfusdo
podem ser agravados com a incapacidade do aumento do sistema antioxidante nos pacientes
falciformes, promovendo desequilibrio entre a biodisponibilidade do Oxido nitrico e

superdxido, podendo ser um fator de risco para as crises de oclusdo vascular.

Nio sé o superdxido, mas também o peréxido de hidrogénio ( H,O; ) produz
efeitos deletérios tanto na vasculatura, como nos tecidos adjacentes. Neste trabalho se ndo
verificou aumento da atividade da glutationa peroxidase intraleucocitaria proporcional ao
aumento do sistema oxidante, o que leva ao acimulo de H,O, e, como consegiiéncia, seus
efeitos na regulagdo do balango redutor/oxidante regional, interferindo na adequada fungao
de algumas células. Peréxido de hidrogénio induz a expressdo da ICAM-1(D'ANNA et al.,
2001), cuja expressdo envolve a participagdo do NFkB e o ativa diretamente (GILSTON
et al., 2001). A glutationa peroxidase parece ter uma participa¢gdo na regulacdo da

modula¢do do NFxB, pois a ativa¢gdo do mesmo ¢ inibida em cé€lulas com complementacdo
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de selénio e facilitada quando ocorre deficiéncia de selénio (MAKROPOULOS,
BRUNNING, SCHULZE-OSTHOFF, 1996), além de mimetizadores da glutationa
peroxidase protegerem o endotélio de alteragdes provocadas pelos granulécitos, induzida
pelo TNF-a, por inibi¢do da transcrigio da E-selectina, VCAM-1 ¢ ICAM-1(MOUTET
et al., 1998).

Recentemente, foi proposto que a glutationa peroxidase poderia catalisar a
reducdo do peroxinitrito (SIES & ARTEEL, 2000), porém pode ser inativada pelo
superéxido (BLUM & FRIDOVICH, 1985), o que a faz ter uma ac3o limitada nas situagdes

em que haja excesso de superéxido.

A hiperexpressdo da SOD extracelular melhora a fungfio do endotélio em
comundongos com hipertensdo, por aumentar a atividade do o6xido nitrico, o que ndo
acontece com a hiperexpressdo da MnSOD, indicando que o super6xido passa por
compartimentos quando no € inativado intracelularmente (FENNELL e al., 2002).

Nédo somente o aumento da produgdo do superéxido pelos leucécitos
mononucleares ativados, mas também a mobilidade deste entre compartimentos e sua
difusdo nos tecidos e células adjacentes, além da incapacidade das enzimas do sistema
antioxidante de penetrarem nas células para inativi-lo (FENNELL et al., 2002), faz com

que o excesso do superéxido produza efeitos vasculares nefastos na anemia falciforme.

Os resultados obtidos nos ensaios da liberagdo do superéxido indicaram que os
leucdcitos mononucleares de pacientes com anemia falciforme liberaram mais superéxido.
O mesmo ndo foi observado em relagdo aos granulocitos. Em vista destes resultados,
optou-se por investigar o sistema NADPH-oxidase somente dos leucécitos mononucleares

de pacientes com anemia falciforme.

Neste trabalho focalizou-se a atengdo no sistema NADPH-oxidase e para
estudar-se a expressdo dos seus componentes em pacientes com anemia falciforme na
intercrise, investigou-se a expressdo do RNA mensageiro dos componentes gp917**, p22-
Phox 5677 proteinas envolvidas na ativagdo do sistema, utilizando-se do método
quantitativo-relativo e da reagdo RT-PCR.
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O RT-PCR € uma ferramenta utilizada para verificar a expressdo dos genes,
tendo grande sensibilidade e poténcia, porém, caso ocorram variagdes entre amostras, 0O
resultado nido se torna confidvel e as comparagdes invidveis. Na técnica adotada neste
trabalho, esse inconveniente foi contornado ao serem executadas rea¢des contendo, além da
amostra-alvo, um controle interno, garantindo um resultado comparavel entre amostras,
mesmo que ocorresse alguma variagdo entre elas, pois o resultado da amplificagcdo da
amostra ¢ dividido pelo resultado do controle, obtendo-se uma razdo que € tomada para
comparag¢des (LEE et al., 1996; PALLANSCH et al., 1990).

Neste trabalho encontrou-se uma expressao aumentada do RNA mensageiro do
componente gp917"** nos leucécitos mononucleares dos pacientes com anemia falciforme e

expressdo das demais proteinas do sistema comparavel com as dos controles sadios.

O citocromo bssg, € 0 componente central da NADPH-oxidase e aparenta
possuir todo o aparato da cadeia de transporte do elétron (BABIOR, 1999), sua auséncia € a
forma mais freqiiente da DGC, principalmente da subunidade gp917"**, mas a presenca das
duas subunidades é essencial para a estabilidade do conjunto (DeLEO et al., 2000).
Acredita-se que a p227"* atue como uma ponte entre os fatores do citosol e a gp917 ha
(DAHAN er al., 2002). A proteina gp 917" parece ser o componente mais induzivel e
reguldvel do sistema (NEWBURGER, DAI, WHITNEY, 1991) e por isso é mais estudada,
sendo interessante lembrar que pacientes com DGC ligada ao sexo geralmente apresentam
quadro clinico mais grave que os portadores da forma autossomica da doenga (FORREST,
FOREHAND, AXTELL, 1988; LIESE et al., 2000), a qual se deve mais freqiientemente a
defeitos na p477** , fato esse que confirma a importancia da expressdo do gene da gp91°

Phox no estado de ativagdo do sistema e corrobora com os achados da presente pesquisa.

Nio se registrou diferenga significativa na expressio da proteina p227"* entre
os pacientes € controles sadios, conforme Fig 14. O componente p227"* localiza-se na
membrana formando o citocromo bssg, sua deficiéncia na DGC € rara, ao redor de 3%, e sua
expressio é menos induzida do que o outro componente do citocromo bsss (NEWBURGER
etal., 1991).
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Ao se estudar a expressio do RNA mensageiro do componente p677"%*
notou-se que nio foi achada diferenca estatisticamente significativa da sua expressdo entre

pacientes com anemia falciforme e controles sadios, como mostra a Fig 15.

A fungio do p677"* ¢ controversa no sistema NADPH-oxidase. Granuldcitos
com deficiéncia da p677"* transferem p477**  normalmente para a membrana
(HEYWORTH er al., 1991), porém a sua presenca € indispensavel para a atividade da
oxidase. Sua fosforilacdo é verificada quando granuldcitos sdo estimulados (BENNA et al,
1997), sendo que somente ao redor de 5% da p67Phox presente no citosol transloca-se para a
membrana durante a ativagio da oxidase (QUINN er al,, 1993; El BENNA, RUEDI,
BABIOR, 1994), onde, mesmo em pequenas quantidades consegue ativar a oxidase de uma
forma catalitica (CROSS ef al. , 1999).

Né&o se estudou a expressdo do RNA mensageiro do componente p407*°*. Nzo
se conhece nenhum paciente com DGC que ndo tenha expressdo desta proteina, e sua ag¢do

neste sistema seria ainda somente especulativa.

A maior expressdo do RNA mensageiro da gp917***, encontrada nos leuccitos
mononucleares de pacientes com anemia falciforme, indica hiper-regulagio transcricional
da sintese da proteina gp91™*”, que é a proteina mais induzivel do sistema
NADPH-oxidase, proporcionando maior liberagdo de superéxido pelos pacientes, podendo
participar da fisiopatologia e da inflamacdo na anemia falciforme, pois os reativos
intermedidrios do oxigénio, além da sua direta agdo toxica nos tecidos, pode também iniciar
¢ amplificar a inflamagdo através da hiper-regulagdo de diferentes genes envolvidos na
resposta inflamatéria, mediante a ativagdo do fator transcricional NFxB (SCHRECK,
RIEBER, BAEUERLE, 1991; SCHMIDT er al., 1995)

O NFxB € um promotor da transcri¢io e como tal participa da inicia¢do
transcricional dos genes e, como conseqiiéncia, da sintese de novas proteinas. Foi o
primeiro fator transcricional descrito como responsivo diretamente ao stress oxidativo
(BAEUERLE & HENKEL, 1994); é um complexo heterodimero, originalmente
identificado em células B, composto por cinco subunidades, p50, p65, RelB, c-Rel e p52.

Como caracteristica, sua ativagio nio requer sintese de novas proteinas, pois em células em
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citoplasma, prevenindo a ligagdo com o DNA. A ativagdo do NFkB envolve a fosforilagdo
e protedlise do IkB, com dissociagdo deste do complexo NFkB / IxkB, permitindo sua
translocagdo para o nucleo, onde vai ligar-se a sua seqiiéncia no DNA. Isto é bem
demonstrado pois a ativa¢do do NFxB coincide com a protedlise do IxB e varios inibidores

da protease previnem a sua ativagio (TRAENCKNER, WILK, BAEUERLE, 1994).

O NFxB ¢ um fator regulador de diversos genes envolvidos na resposta imune e
inflamatéria (BAEUERLE & HENKEL, 1994; SIEBENLIST, FRANZOSO, BROWN,
1994). como: a IL-2, IL-6, TNF-a, e dos genes envolvidos na adesdo como: E-Selectina,
ICAM-1, VCAM, que sdo responsaveis pela adesdo dos leucocitos ao endotélio, facilitando

sua migragdo aos locais de inflamac&o.

Muitos dos agentes que levam a ativagdo do NFkB levam também a formagao
dos reativos intermediarios do oxigénio e, em diversas células, a rapida formagdo dos
reativos intermedidrios do oxigénio induz a formac¢io do NFxB (SCHRECK et al., 1991),
sugerindo um circuito auto-regulatério positivo em condi¢oes patoldgicas, além de que, os
reativos intermediarios do oxigénio podem atuar no processo de ativagdo como um segundo

mensageiro.

A expressio de genes induzidos por NFxB sdo de relevancia em doengas
causadas por aumento na formag@o de reativos intermediarios da oxig€nio (HALLIWELL
& GUTTERIDGE, 1990), incluindo choque séptico, doencas inflamatorias cronicas e
isquemia-reperfusdo.

Numa doen¢a como a anemia falciforme com inflamagdo subclinica, episddios
constantes de hipdxia-reperfusdo, com indugdo de moléculas de adesdo. € esperado que haja
aumento na expressio do NFxB, com participagdo dos oxidantes produzidos pelos
leucécitos, conforme comprovado em estudo envolvendo interagdes entre leucocitos
mononucleares de pacientes falciformes e culturas de células de veia umbilical humana, no
qual demonstrou-se que os leucocitos mononucleares de pacientes com anemia falciforme

estdo ativados e podem aumentar a oclusio vascular através de um processo inflamatério

Discussdo
123



mediado pelo fator NFkB hiper-regulado pelas moléculas de adesdo e fator tissular na
superficie da célula endotelial (BELCHER et al., 2000), e também, no estudo em que a
aderéncia das hem4cias falciformes ao endotélio induziu o dano oxidativo, translocagido do
fator NFxB e migragdo transendotelial de leucécitos mononucleares (SULTANA et al.,
1998).

A interdependéncia entre NFkB e reativos intermediarios do oxigénio na
fisiopatologia das crises de oclusdo vascular que ocorrem na anemia falciforme ¢ sustentada
também pela semelhanga dos mecanismos que os ativam. Varios estimulos patogénicos ou
pro-inflamatérios como LPS, infecgdo viral, citocinas IL-1 e TNF-a, rapidamente levam a
ativagdo do NFkB, assim como desencadeiam as crises de espasmo vascular nos pacientes
com anemia falciforme.

As crises de oclusdo vascular sio sempre acompanhadas por hipéxia, de
diferentes magnitudes, e sempre seguidas de reperfusdo, quando ocorre intensa migragao de
leucocitos (HERNANDEZ er al., 1987) e produgio de grandes quantidades de reativos
intermediarios do oxigénio, com potencial estimulo para o ativagdo do NFkB, como visto
em estudos nos quais o0 NF«kB foi extrema e rapidamente ativado em células submetidas a
hipéxia (KOONG, CHEN, GIACCIA, 1994), quando células hipéxicas foram reexpostas ao
oxigénio (RUPEC & BAEUERLE, 1995; KOKURA et al., 2001), e outro no qual a veia
umbilical humana submetida a hipoxia, e em contato com hemicias falciformes, promoveu
indugdo do fator NFkB (SULTANA ef al., 1999), além da hiperexpressao, apds reperfusio,
de genes pré-inflamatérios que codificam TNF-, IL-1 e ICAM-1.

Uma segunda linha de evidéncia para a idéia da ativagio do NFxB estar
relacionado 4 formagdo dos reativos intermedidrios do oxigénio recai sobre estudos
envolvendo o sistema antioxidante, pois numerosos trabalhos mostram que h4 prevengao
(SCHRECK et al., 1992), e até mesmo supressio (SCHRECK et al., 1991; SCHRECK
et al., 1992; FERRAN er al., 1995) da sua ativagdo quando células sio pré-tratadas com
compostos antioxidantes. O mesmo aconteceu com a expressdo dos genes de proteinas que
codificam TNF-a, IL-1 ¢ ICAM-1 (FERRAN et al., 1995), que sio ativados pelo NFkB.
Células que hiperexpressam antioxidantes também tém ativagio do NFkB comprometida
(SCHENK et al., 1994).
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A metodologia empregada para se estudar a expressdo dos RNA mensageiros
dos componentes do sistema NADPH-oxidase dos leuc6citos mononucleares ndo pode ser
utilizada em relagio ao componente p477"*. O gene NCF1, que codifica a p477"* , tem
um pseudogene, que ¢ 98.6% homologo a ele e localiza-s¢ na mesma regido do
cromossomo 7q11.23 (GORLACH et al., 1997; CHANOCK et al., 2000). Devido a esta
grande homologia entre o gene NCF1 e seu pseudogen, € muito dificil o estudo do RNA
mensageiro utilizando-se a técnica do RT-PCR (DEKKER. DE BOER, ROOS, 2001).
Estudos que utilizaram a técnica do RT-PCR ao estudar a p477"* utilizaram-se do “nested
PCR” (VAZQUEZ et al., 2001), o que impossibilitaria o uso da técnica da quantificagdo

relativa inicialmente proposta.

Foi utilizada outra técnica, que indica indiretamente o estado de ativagdo da
proteina p477"*, através do estudo da fosforilagdo das proteinas celulares dos leucdcitos
mononucleares de pacientes falciformes em comparagdo com a fosforilagdo das mesmas

proteinas de controles sadios.

Os experimentos mostraram que na banda compativel com 47kDa houve maior
incorporagio do fosforo nos leucdcitos mononucleares de pacientes com anemia falciforme
em todos os momentos, quando comparada a dos controles sadios, indicando que a

fosforilagdo dos mesmos € mais intensa e estdo mais ativados.

Alteracdes na atividade do sistema NADPH-oxidase estdo relacionados a
fosforilagio de proteinas citoplasmaticas com massa molecular ao redor de 47kDa
(KREBS & BEAVO, 1979; HAYAKAWA ef al., 1986), com incorporacdo de fosfato
quando os granulécitos ficam ativados e perda deles quando as células voltam ao estado
inativo (HAYAKAWA et al., 1986), ndo sendo verificada esta fosforilagdo em pacientes
portadores de doenga granulomatosa cronica (HAYAKAWA er al., 1986; OKAMURA
et al., 1988), o que indica a importancia desta fosforilagdo na ativagdo do sistema.

O componente citosolico p477"** ¢ a subunidade responsavel pela translocagdo
do complexo formado pelas proteinas citoplasmaticas para a membrana durante a ativagdo
da oxidase. Isto torna-se evidente na medida em que granul6citos que ndo contém esta

proteina s3o incapazes de transferir o restante do complexo (HEYWORTH ez al., 1991).
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Antes de haver a migracdo do complexo citosdlico para a membrana, hi intensa
fosforilagdo da p47%"*, sendo um dos eventos caracteristicos da ativacdo da oxidase. Esta
fosforilagio pode ser dividida em trés eventos sucessivos: fosforilagio parcial da p477"*,
translocagdo da p47”** e demais componentes citosdlicos para membrana e a fosforilagdo
final da p47”"* com aquisigio da atividade do sistema NADPH-oxidase. Nas etapas
iniciais de ativagdo, a p477"* sofre fosforilagio em nove residuos de serina na seqiiéncia
C-terminal, em particular nos residuos $359 e S370, cuja fosforilagio ¢ necessaria para a
ativagdo (JOHNSON ez al., 1998), seguida pelo residuo S379, necessiria para a
translocagdo e ativagdo da oxidase e finalmente a fosforilacdo dos residuos 303 e 304
(EL BENNA et al., 1994; INANAMI er al., 1998), cuja mutagdo resulta em diminui¢io da
atividade da oxidase sem afetar a translocagdo (INANAMI er al., 1998). A fosforilagdo da
p477"* ¢ regulada pela proteina quinase A. Apesar de sua deficiéncia causar uma das
formas de doenga granulomatosa cronica, sua presenga nio € absolutamente indispensavel
para a atividade da oxidase, como demonstrado em estudos com sistemas livres de células,
nos quais foi adicionado o citocromobssg purificado e fatores citosdlicos isolados. A
auséncia da p477"* ndo impediu a formagio do superéxido, sendo sua principal agdo
aumentar em 100 vezes o acoplamento dos outros fatores citosdlicos para a ativagdo da

oxidase (HEYWORTH et al., 1991).
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Os resultados dos trabalhos demonstraram que, nos pacientes com anemia
falciforme homozigotos, estdveis e fora de crises, seus leucdcitos mononucleares e
granulocitos liberam oxido nitrico em quantidade similar aos dos controles sadios; seus
leucocitos mononucleares produzem mais superdxido iz vitro, quando estimulados com
PMA ou ZYM do que leucécitos mononucleares de controles sadios; seus leucocitos
mononucleares e granuldcitos apresentam atividades da SOD e da GSH-Px celulares
semelhantes aos dos controles sadios; seus leucécitos mononucleares expressam mais o
gene que codifica 0 componente gp917"* do sistema NADPH-oxidase do que leucécitos
mononucleares de controles sadios, € que seus leucocitos mononucleares tém a fosforilagao

das proteinas celulares de peso 47kDa mais intensa do que a de controles sadios.

Considerando que na anemia falciforme ha multiplos fatores desencadeantes
para as crises, indicios de inflamag@o crénica, lesdo endotelial e ativagio dos leucécitos
mononucleares, conclui-se que a maior liberagdo de superdxido e a ativagdo de
componentes do sistema NADPH-oxidase, sem aumento proporcional do sistema
antioxidante, em leucdcitos mononucleares de pacientes com anemia falciforme podem
resultar, pelo menos em parte, na inativagdo do 6xido nitrico, constituindo-se um fator de
risco para as crises de oclusdo vascular e perpetuagdo do ciclo vicioso: isquemia - lesao

endotelial - inflamagdo cronica - lesdo tecidual.
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The release of nitric oxide and superokide anion by neutrophils
and mononuclear cells from patients with sickle cell anaemia
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Summary. The aim of this work was to investigate the
release of nitric oxide and superoxide by neutrophils and
mononuclear cells from patients with sickle cell anaemia.
Nitric oxide release was assayed by the ability of leucocytes
to inhibit thrombin-induced washed platelet aggregation.
Superoxide release was assessed by a cytochrome ¢ reduction
assav. Neutrophils from sickle cell anaemia patients released
nitric oxide in a similar manner to those from healthy
controls. because inhibition of platelet aggregation by
neutrophils from sickle cell anaemia or from healthy controls
was blocked by the inhibiter of nitric oxide synthesis
N<-nitro-t-arginine methyl ester (300 us). but not by N=-
nitro-p-arginine methyl ester (300 pv) and was reversed
by t-arginine (1my). Additionally. a similar number of
neutrophils from sickle cell anaemia patients and [rom
healthv controls was required to inhibit platelet aggregation.
Mononuclear cells from sickle cell anaemia patients inhibited
platelet aggregation only in the presence of superoxide
dismutase (60 Uml™!). Phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA. 30num)- or zymosan (100 particles/cell)-induced

release of superoxide by mononuclear cells from sickle cell
anaemia patients was significantly higher than that
observed in mononuclear cells from healthy controls
(P <0001 and P < 0-01 respectively, Mann-Whitney test).
The levels of superoxide released by neutrophils [rom sickle
cell anaemia patients were similar to those from healthy
controls. We conclude that mononuclear cells from sickle
cell anaemia patients release more supercxide than those
from healthy controls. when stimulated with PMA or
zymosan in vitre. Considering that superoxide inactivates
nitric oxide. that nitric oxide is an important endogenous
vasodilator. and that superoxide produces oxidant damage.
this greater production of superoxide by mononuclear cells
from sickle cell anaemia patients may represent an
additional risk factor for the obstruction of the microcircula-
tion and tissue damage in these patients.

Keywords: free radicals. sickle cell disease. microcirculation.
leucocytes. human.

The main pathophysiologic manifestations of sickle cell
anaemia stem directly from the obstruction of bloed flow in
the microcirculation by rigid sickled ervthrocytes (Briehl &
Ewert, 1974: Bookchin & Lew. 1983). The vaso-occlusive
manifestations of sickle cell disease involve a complex and
dynamic sequence of events in the microcirculation {Chien
et al. 1970; Smith et al. 1981; Mosseri et al, 1993).

The endothelium. platelets and leucocytes medulate
vascular tone by the release of vasoactive substances. The
endothelium plavs a major role by releasing relaxing
substances such as prostacvelin (Moncada et al. 1976) and
nitric oxide (Furchgott & Zawadski. 1980). and contracting
factors such as prostaglandin G,/H; (Kato et al. 1990) and

Correspondence: Dr Antonio Condino-Neto. Program I Molecular
Medicine. University of Massachusetts Medical Center, Biotech 11 Park.
373 Plantation Street, Suite 313, Worcester. MA 01605, US.A.

T, 1996 Blackwell Science Ltd

endothelin (Yanagisawa et al, 1988). Platelets are a major
source of thromboxane (Hamberg et al. 1975). which is a
potent vasoconstrictor. Following activation. monocytes/
macrophages release products of the cyclo-oxygenase path-
way such as prostaglandins D;. E; and Fa,. and thrombox-
ane B, (MacDermotet al. 1984). Neutrophils and eosinophils
are a potential source of a wide variety of mediators.
including prostaglandins. thromboxanes. leucotriene By,
platelet activating factor and cytotoxic proteins (Kay &
Corrigan. 1992). These leucocyte-derived mediators con-
tribute to the inflammatory response and in turn affect the
vascular tone and permeability.

Human leucocytes independently release nitric oxide and
superoxide (Condino-Neto et al. 1993). Nitric oxide arises
from the oxidation of the terminal guanidino nitrogen atom
of r-arginine by the action of the nitric oxide-synthases
{Palmer et al. 1988). Nitric oxide relaxes vascular smooth
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muscle and inhibits platelet function through the activation
of soluble guanylate cyclase and the formation of cyclic GNP
{Rapoport & Murad, 1983). The pharmacological actions of
nitric oxide are inhibited not only by haemeglobin and
methylene blue (Martin et al. 1983). dithiothreitol and
hydroguinone (Griffith et al. 1984) but also by superoxide.
The vaso-relaxing effects of nitric oxide are prolonged in the
presence of superoxide scavengers such as superoxide
dismutase {SOD: Gryglewski et al. 1986: Rubanyi &
Vanhoute. 1986} and cvtochrome c¢ (Moncada et al
1986) and are inhibited by conditions favouring superoxide
generation, including Fe'™ (Gryglewski et al. 1986) and
hvperoxia (Rubanyi & Vanhoute. 1986).

Superoxide arises from the one-electron reduction of
oxveen, catalysed in phagocytes by the enzyme nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate (NADPHJ-oxidase (Babior
eral. 1973; Sezal & Abo. 1993). There is abundant evidence
that products of the leucocyte respiratory burst. such as
superoxide, play an important role in defence mechanisms
against infections (Holmes et al, 1967: Curnutte et al. 1974:
Curnutte, 1993} and in tissue injurv associated with the
inflammatory process (Fridovich, 197 8: Babior, 1984).

The aim of this work was to investigate the release ol nitric
oxide and superoxide by neutrophils and menonuclear cells
from patients with sickle cell anaemia.

PATIENTS AND METHODS

Materials. The composition of the Krebs solution was (in
mu): NaCl 137, KCl 2-7, NaHCO; 11-9. NaH,P0O, 0-3.
MgS0, 08, glucose 5-6. and CaCl, 1. The Hanks solution
(HHBSS) consisted of (in mu): NaCl 137, KC1 2-7. Na,HPO,
0-3, KH,PO,4 04, glucose 5-5 and was supplemented with
10 my HEPES at pH 7-4. Superoxide dismutase (from bovine
erythrocytes). v-arginine (free base). N~-nitro-r-arginine
methyvl ester (.-NAME), HEPES, Histopague 1119, Histopa-
que 1077, phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA). zymosan
(ZYM). cytochrome c (type III), N ~-nitro-p-arginine methyl
ester (D-NAME), thrombin (bovine), and indomethacin were
obtained from Sigma. lloprost (prostacyclin} was a gift from
Schering.

Selection of patients and healthy controls. The study included
22 patients with sickle cell anaemia in steady state who had
not received blood transfusions in the last 3 months (13
male. seven female: age 13-32 vears: height 148-162cm:
weight 43-64kg). Diagnosis was based on clinical. familial
and laboratory data such as haemoglobin electrophoresis on
cellulose acetate at pH 89 and on agar gel at pH 62
(Weatherall & Clegg. 1981). a solubility test (Zago et al.
1982). and the estimation of haemoglobin F (Pembrey et al,
1972) and haemoglobin A, (Weatherall & Clegz. 1981}
Healthy male controls ranging in age from 20 to 35 vears
were selected after clinical examination and laboratory
screening. All patients and healthy controls were HIV
negative. Written informed consent was provided by the
participants prior to the study and the protocol was
approved by the Medical School Ethics Committee.

Preparation of washed platelets. Blood from healthy controls
was collected by venepuncture into a plastic flask containing

3-8% sodium citrate {final citrate concentration 0-38%..
Platelet-rich plasma was prepared by centrifuging the blocd
at 2004 for 12 min at room temperature. The platelets were
subsequently collected for washing by a further centnifugs
tion of the platelet-rich plasma at 900g for 8 min at room
temperature in the presence of iloprost (300 ng/ml). The
supernutant was removed and the platelet pellet was
resuspended in 15 ml of calcium-free oxvgenated (957% O,/
5% CQ.) Krebs solution. lloprost (300 ng/ml) was again
added and the platelet suspension was further centrifuged at
900 g for Smin at room temperature. The supernatant was
aspirated and the pellet was resuspended in calcium-lree
Krebs solution (Radomski & Moncada. 1983). The platelet
count was determined automatically (Coulter Counter model
T 890. Hialeah. Fla.. U.S.A.) and adjusted to 1 x 10° cells/
ml. Indomethacin (10 g, to inhibit the formation of cyclo-
oxvgenase products) and CaCly (1 my) were added to the
final platelet suspension.

Isolation of neutrophils and monenuclear cells. Blood samples
from healthy controls and from sickle cell anaemia patients
were collected as described above. Neutrophils and mono-
nuclear cells were obtained as pure cell populations using a
Sigma Histopaque discontinuous density gradient kit (density
1:077g/ml and 1-119g/ml) according to the manufac-
turer’s instructions (English & Andersen. 1974). Contam-
inating erythrocytes were removed by hypotonic lysis. The
leucocyte count was determined automatically (Coulter
Counter model T 890, Hialeah, Fla.. US.A.) and the cell
number adjusted in HHBSS containing 10 g indomethacin
and 1 mu CaCl, to give the desired concentration.

Nitric oxide release by neutrophils and mononuclear cells.
Nitric oxide release by neutrophils and mononuclear celiz
(from sickle cell anaemia patients and [rom healthy control-)
was assessed by the ability of these leucocytes to inhibit
thrombin-induced washed platelet aggregation (Salvemini
et al, 1989). Briefly, a suspension of 1 x 103 cells/ml of
washed platelets (300 pl) was incubated at 37°C for 1 min
in a Payton dual-channel aggregometer (Born & Cross
1963) with continuous stirring at 900rpm and th=o
stimulated with thrombin (30-200mU/ml}). The decrease
in optical density was recorded for 5min after thrombin
stimulation. .

Neutrophils or monenuclear cslls {3 x 107 cells/ml) in 2
volume of 10-30 g were added to the platelet suspension
and the incubation continued for a further 1min before
stimulation with thrombin. When required. SOD {60 U/m!}
was added immediately before the leucocytes. Neutrophiis
and mononuclear cells (5 x 107 cells/ml) were pre-incubated
(50 min. room temperature) in HHBSS alone or with either ¢
arginine (1 mu). the nitric oxide synthesis inhibitor t-NAME
(300 zn: Mocre et al. 1990). its enanthiomer (D-NAME.
300 ) or with both t-arginine (1 my) and t-NAME (300 v
before the cells were added to the platelet suspension. The
experiments were performed in order to determine thr
number of leucocytes which caused 30-60% inhibition of
platelet aggregation in the absence of SOD and 80-90%
inhibition of platelet aggregation in the presence of SOD.

Superoxide anion release by neutrophils and mononuclear celiz.
The release of superoxide by neutrophils and mononu-izer

T 1996 Blackwell Science Ltd. British Journal of Haematology 93: 333-240
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cells (from sickle cell anaemia patients and from healthy
controls) was assessed by a SOD inhibitable cytochrome ¢
reduction assay (McCord & Fridovich. 1969). Briefly. the
neutrophil or mononuclear cell suspension (14 x 10%/ml)
was incubated with PMA (30 nat) or ZYM (100 particles/cell)
in the presence of cytochrome c (80 pv) for 60 min at 37°C.
The spontaneous superoxide release was determined by
incubating leucocytes in HHBSS without PMA or ZYAL Half
of the tubes contained SOD (90 U/m!) at the beginning of
the experiment as a control for nonspecific cytochrome ¢
reduction. The reaction was stopped by placing the tubes in
an ice bath and by adding SOD (90 U/ml) to the tubes which
did not contain it. After centrifuging the tubes (22004 for
15min at 4°C). the supernatant absorbance was measured
at 330nm. The amount of superoxide released was
calculated using an extinction coefficient of 21100 g~
em™'. The results (nmales of superoxide/1-4 x 16° cells/h)
were expressed as a difference spectrum from the tubes
which contained SOD or not. All experiments were
performed in duplicate.

Statistics. The results are represented bv box-plots
(Emerson & Strenio, 1983) which indicate descriptive
statistics as the minimum, 25th percentile, median. 75th
peccentile, and maximum values. Comparisons among
groups were performed by the Mann-Whitney test (Zar.
1988). Values of P < 005 were considered to be significant.

RESULTS

Nitric oxide release by neutrophils and mononuclear cells

The minimum concentration of thrombin required to induce
irreversible washed platelet aggregation within 3 min varied
from 30 to 200 mU/ml. The median numbers of sickle cell
anaemia and healthy control neutrophils which caused 30—
60% inhibition of platelet aggregation were respectively 43
and 4-2 x 10" cells/ml (n = 9. detailed descriptive statistics
in Table I). Preincubating sickle cell anaemia or healthy
control neutrophils with 1 mat t-arginine did not potentiate
the inhibitory effect of these cells on platelet aggregation
(P> 005 in both situations. n = 9. Mann-Whitney test.
Fig 1). Under these conditions. the respective median
numbers of sickle cell anaemia and healthy control
neutrophils which caused 30-60% inhibition of platelet
azgregation were 44 and 43 x 10° cellsyml (n=9.
detuiled descriptive statistics in Table I).

In contrast, preincubating sickle cell anaemia or healthy
control neutrophils with the inhibitor of nitric oxide
svnthesis t-NAME (300 ;o) abolished the capacity of these
cells to inhibit platelet aggregation (n=9. Fig 1). The
enanthiomer o-NAME (300 ) did not affect the inhibitory
capacity of sickle cell anaemia or healthy control neutrophils
on platelet aggregation when compared to standard
neutrophils (P > 0-03 in both situations. n= 9. Mann-
Whitnev test. Fig 1). The respective median numbers of
sickle cell anaemia and healthy control neutrophils which
caused 50-60% inhibition of platelet aggregation after
incubation with o-NAME were 4-5 and 4-4 x 10° cells/m
(n = 9. detailed descriptive statistics in Table I).

The effect of L-NAME was reversed by preincubating

neutrophils with both -NaSTE (300 uM) and vr-arginine
(1 mu). Under these conditions. the median numbers of
sickle cell anaemia and healthy control neutrophils which
caused 30-60% inhibition of platelet aggregation were
respectively 45 and 44 x 10° cells/ml (n = 9. detailed
descriptive statistics in Table I). which were statistically
similar values compared to standard neutrophils (P > 0:05
in both situations, n = 9. Mann-Whitney test, Fig 1).

Superoxide dismutase (60 U/ml) potentiated the inhibitory
effect of sickle cell anaemia and healthy control neutrophils
on platelet aggregation. The same number of cells which
caused 50-60% inhibition of platelet aggregation in the
ahsence of SOD. inhibited 80-90% of platelet aggregation in
the presence of SOD (n = 9. Fig 1).

Sickle cell anaemia moncnuclear cells inhibited thrombin-
induced washed platelet aggregation only in the presence of
SOD (60 U/ml. n = 9. Fig 2). The median numbers of sickle
cell anaemia and healthy control mononuclear cells which
caused 80-90% inhibition of platelet aggregation in the
presence of SOD were respectively: 3-3 and 3-3 x 108 cells/
ml (n = 9. detailed descriptive statistics in Table II). Under
these conditions. preincubating mononuclear cells with the
inhibitor of nitric oxide synthesis t-NAME (300 p) abolished
the capacity of these cells to inhibit platelet aggregation
(n=29, Fig 2).

In the presence of SOD. the enanthiomer p-NAME
(300 um) did not affect the inhibitory capacity of sickle cell
anaemia or healthy control mononuclear cells on platelet
angregation when compared to standard monenuclear cells
(P > 0-05 in both situations. n = 9. Mann-Whitney test. Fig
2). The respective median numbers of sickle cell anaemia
and healthy control mononuclear cells which caused 80-
907% inhibition of platelet aggregation after incubation with

Table [. Number of sickle cell anaemia or healthy control neutrophils
{maximum. 7 5th percentile. median. 235th percentile and minimum)
which caused 30-60% inhibition of thrombin-induced (50-
200 mU/m!) washed platzlet aggregation in the absence of super-
oxide dismutase (n=9). Results from neutrophils which were
pre-incubated (60 min. room temperature) in HHBSS alone or with
r-arginine (1 mu), =-NAME (300 g or with both 1-NAME (300 )
and t-arginine {1 mul.

L-NAME
HHBSS r-Arginine  p-NAME  + L-arginine

Sickle cell anaemia neutrophils x 10%/ml

Maximum 30 50 30 49
7 5th percentile 48 17 1 18
Median 43 44 43 43
25th percentile  4-3 42 $2 13
Minimum 40 3-9 41 41
Healthy control neutrophils x 10°%/ml
Maximum 30 50 +3 30
75th percentile 46 17 17 18
Median 42 13 44 14
25th percentile 41 42 42 43
Minimum 40 42 41 40

T 1996 Blackwell Science Lid. British Journal of Haematolegy 93 333-340
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Nitric oxide release by NEU from a SCA patient (4.5 x 10° cells/ml)
-sop

+ S0D

L-ARG
D-NAME
L-ARG + L-NAME

L-NAME

T 50 muU

-ARG
D-NAME

L-ARG + L-NAME

L-NAME

T 50 mU

Nitric oxide release by NEU from a healthy control (4.2 x 108 cells/ml)

-S0D

+ 50D

L-ARG
D-NAME
L-ARG + L-NAME

L-NAME

T50 mU

p-NAME were 36 and 34 x 10" cells/m] (1 = 9. detailed
descriptive statistics in Table II).

The effect of L-NAME was reversed by preincubating
mononuclear cells with both -NAME (300 pv) and t-
arginine (1 mu). Under these conditions, the median
numbers of sickle cell anaemia and healthy control mono-
nuclear cells which caused §0-90% inhibition of platelet
aggregation were respectivelv 36 and 35 x 10° cells/m!
(1 = 9. detailed descriptive statistics in Table [l which were
statistically similar values compared to standard mono-
nuclear cells (P > 0-03 in both situations. n =9, Mann-
Whitney test, Fig 2)

L-Arginine (1 my) did not restore the ability of sickle cell

s

Fig 1. Nitric oxide release bv neutrophils (NEL)
from patients with sickle cell anaemia
(representative trace in panel A, 45 » 10°
cells;ml) and fram healthy controls
(representative trace in panel B, 42 x 108/
cells ml). N =-nitro-t-arginine methy| ester
(L-NAME, 300 pw), but not N=-nitro-p-arginioe
methyl ester (0-NAME, 300 pw). reduced the
inhibitory effect of the neutrophils on thrombin.
induced (T. 30 mU,/ml} washed platelet
aggregation. This reduction was reversed by
simultaneously incubating the neutrophils with
L-NAME (300 uv) and t-arginine (1 ma).
t-Arginine alone (1 mu) did not potentiate the
basal release of nitric oxide by neutrophils.
Superoxide dismutase (SOD. 60 U/ml)
potentiated the inhibitory effect of neutrophils
on platelet aggregation

L-AR
D-N.AME
L-ARG + L-NAME

L-NAME

T50 mU

anasmia mononuclear cells to inhibit platelet aggregation in
the absence of SOD (n = 9, Fig 2). nor did it potentiate thr
platelet aggregation inhibitory effect of these cells in the
presence of SOD. when compared to standard mononuclear
cells (P > 0-05 in both situations. n = 9, Mann-Whitney
test, Fig 2). The median numbers of t-arginine preincubated
sickle cell anaemia and healthy control monenuclear cells
which caused 80-90" inhibition of platelet aggregation =
the presence of SOD were respectively: 3-3 and 3 4 x 10°
cells/ml (n = 9, detailed descriptive statistics in Table [1). I
the absence of added leucocytes, SOD (60 U, ml) had no effer :
on thrombin-induced (50-200mU/ml) washed plateie:
aggregation.

1996 Blackwell Science Lid, Britisht Journal of Haematology 93: 333-340
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Nitric oxide release by MON from a SCA patient (3.5 x 106 cells/ml)

-S0D

L-ARG
D-NAME
L-ARG + L-NAME
L-NAME
A
T50 muU

Nitric oxlde release by MON from a healthy control (3.3 x 108 cells/ml)
+S0D

-sS0D

N\
L-ARG
: D-NAME
L-ARG + L-NAME
L-NAME
B
T 50 mU

Superoxide anion release by neutrophils and mononuclear cells
The median spontaneous PMA- and Z¥M-induced release of
superoxide by neutrophiis from sickle cell anaemia patients
were respectively 3-4, 367 and 13-5 nmoles of superoxide/
14 x 10° cells/h (n = 22. Fig 3). For neutrophils from
healthy controls. these values were respectively 2-9. 35:2
and 134 (n = 17, Fig 3). There was no significant difference
between these two sets of data (P > 0-05 in all situations.
Mann-Whitnev test].

The median spontaneous PMA- and ZYM-induced release
of superoxide by mononuclear cells from sickle cell anaemia

+SOD

L-ARG
D-NAME
L-ARG + L-NAME

L-NAME

TS50 mU

Fig 2. Mononuclear cells (MON) from patients
with sickle cell anaemia {representative trace
in panel A. 33 x 10° cells/ml). but not from
healthy controls {representative trace n
panel B, 3-3 x 10° cells/ml) failed to inhibit
thrombin-induced (T. 30 mU/ml) washed
L-ARG platelet agaregation in the absence of

ME superoxide dismutase (SOD. 60 U/ml}. In the
L-ARG presence of SOD (60 Uymll. N ~-nitro-L-

+ L-NAME arainine methy] ester (L-NAME. 300 ).
but not N--nitro-p-arginine methyl ester
{-NAME. 300pw). reduced the inhibitory
effect of sickle cell anaemia or heaithy
control manonuclear cells on washed
platelet ageregation. This reduction was
reversed by simultanecusly incubating these
mononuclear cells with -NAME (300 pw)
and t-arginine (1ms). L-Arginine alone
(1mw} did not restore the ability of
mononuclear cells from sickle cell anasmia
patients to inhibit plateler aggregation in
the absence of SOD nor did it potentiate the
basal release of mitric oxide from these cells
in the presence of 50D

L-HAME

T 50 mU

patients were respectively 2-1. 313 and 11-3nmoles of
superoxide/1-4 x 10" cells/h (n= 22, Fig 3). For mono-
nuclear cells from healthy controls these values were
respectively 2-5. 13-2 and 61 (n = 17. Fig 3). The PAMA-
and ZY\-induced release of superoxide by mononuclear
cells from sickle cell anaemia patients was significantly
higher than that observed in mononuclear cells from healthy
controls (P < 0-001 and P < 00l. respectively. Mann-
Whitney test). The spontaneous release of superoxide by
mononuclear cells from sickle cell anaemia patients and rom
healthy controls was similar (P > 0-05, Mann-Whitney testh.

T 1996 Blackwell Science Ltd. British Journal of Huematology 93: 333-330
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Table 1. Number of sickle cell anaemia or healthy control
mononuclear cells (maximum. 73th percentile, median, 25th
percentile and minimum} which caused S0-907% inhibition of
thrombin-induced ( 30-200mU/ml) washed platelet aggregation in
the presence of superoxide dismutase (60 U/ml. n = 9). Results from
menonuclear cells which were pre-incubated (60min. room
ternperature) in HHBSS alone or with t-arginine (1 mum). p-NAME
(300 pot) or with both -NAME (300 gy and r-arginine (1 mw)

-NAME
HHBSS 1-Arginine  o-NAME  + v-arginine

Sickle cell anaemia mononuclear cells x 10%/ml

Maximum 40 18 40 39
75th percentile 37 16 38 37
Median 33 33 36 1)
25th percentile  3-2 33 33 34
Minimum 30 32 il 31
Healthy control mononuclear cells x 10%/ml
Maximum 35 10 +0 39
7 5th percentile  3:7 37 38 36
Median 33 34 34 33
23th percentile  3-2 3:2 33 4
Minimum 30 30 32 31
50 =
A
5 £ 40+
=i
€8 5
5%
i -
=% -
C =~ —
£3
@ £ 10
=
o
af 50 =  amm—,
wI
B
2z
W= 40
~E
=l
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32 20+ —
03B
> E
5% 104
51
-
e -
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Fig 3. Spontanecus and PAMA- or ZYM-induced superoxide anion
(05 | release by neutrophils (A1 and mononuclear cells (B) from sickle
cell anaemia patients in= 22, solid boxest and from healthy
controls (1 = 17, open boxes) represented as box-plots (minimun.
25th percentile, median, 73th percentile. maximum). Mononuclear
cells from sickle cell anaemia patients release greater amounts of
superoxide anion (under PMA or ZWM stimulation) than the
corresponding cells from healthy controls (respectively *"P < 0 001
and "P < 0-01. Mann-Whitney test)

DISCUSSION

Nitric oxide inhibits platelet aggregation through a ¢GMF
dependent mechanism (Radomski et al. 1987a-d). Our
results clearlv show that neutrophils from sickle cell
anaemia patients release nitric oxide in a similar manner
to those from healthv controls. because inhibition of washed
platelet aggregation by neutrophils from sickle cell anaemia
patients or from healthy controls is blocked by L-NAME
{(Moore et al, 19901, but not by n-NAME. and is reversed by
t-arginine. Additionally. a similar number of neutrephils
from sickle cell anaemia patients and from healthy controls
is required to inhibit platelet aggrezation.

Superoxide depresses endothelium-dependent relaxations
by inactivating nitric oxide in transit (Gryglewski et al. 1986:
Rubanyi & Vanhoute. 1986: Moncada et al, 1986) and is the
specific substrate of SOD (McCord & Fridovich. 1969). We
show that SOD potentiates the inhibitory effect of sickle cell
anaemia neutrophils on platelet aggregation. clearly indi-
cating that superoxide interferes with the abilitv of these
cells to inhibit platelet aggregation.

It is noteworthy that the release of nitric oxide by
mononuclear cells from sickle cell anaemia patients. but
not from healthy controls. is detected only in the presence of
SOD. One has to consider three sources of superoxide in our
experimental svstem: platelets (Joseph et al. 1987). leuco
cytes (Babior et al. 1973} and Krebs solution (Warner et al,
1989). Considering that the platelets and the buffer used to
assay the release of nitric oxide by both neutrophils and
mononuclear cells were identical. the mononuclear celiz
from sickle cell anaemia patients are the most likely source of
the increased superoxide.

Qur results clearly indicate that the PMA- or ZYM-induce
release of superoxide by sickle cell anaemia mononuclear
cells is significantly higher than that observed in healthv
control menonuclear cells. suggesting that these cells are
hyper-responsive. These results raise the possibility that miid
stimulation such as the stirring that occurs during aggregs -
tion experiments. and also the shear stress in the circulatiz
in vive, could cause the release of superoxide which wouls
impair the nitric oxide-mediated vasodilation. Therefors
mononuclear cells from sickle cell anaemia patients rar
release normal amounts of nitric oxide but it may he
inactivated by the simultaneous release of greater amounts
of superoxide.

Cyclo-oxygenase products such as prostaglandin endo
peroxides (Hamberg et al. 1974) and thromboxane A,
(Hamberg et al. 19731 alse cause platelet activation. Th
hypothesis that menonuclear cells from sickle cell anaen
patients produced cvclo-oxvgenase products which cauvses
the platelet aggregation or stimulated these cells to releac-
more superoxide is unlikelv in our study. since indomethacu
was used in all experiments.

We conclude that moncnuclear cells from sickle nr?
anaemia patients release more superoxide than monc
nuclear cells from healthy controls when stimulated with
PMA or ZYAM. Considering that superoxide inactivates nitri~
oxide (Gryglewski et al. 1986: Rubanyi & Vanhoute, 1555
Moncada et al, 1986). that nitric oxide is an impoariain
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endogenous vasodilator (Furchgott & Zawadski, 1980) and
that superoxide produces oxidant damage (Fridovich, 1978;
Babior, 1984}, this phenomenon could represent an addi-
tional risk factor for the obstruction of the microcirculation
and tissue damage in sickle cell anaemia patients. Whether
mononuclear cells from sickle cell anaemia patients are
hyper-responsive or have a defective antioxidant system is
currently under investigation.
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[2029] Upregulation of gp91 PhoY Gene Expression in Mononuclear Leukocytes from Sickle Cell
Anemia Patients.

Pericles M Dias-de-Maoita, Constance B. Whitney., Sarah 7.0, Saad, Fernando - Costa, Peter L. Newhurger,
lntonio Condino-Neto. Centro de Investigag@o em Pediatria, Universidade Estadual de Camptnas. Canpinas
S Brazil: Depr. Pediatries, 1 v, Massachusetis Medical Sehool. Worcester, N1 Hemoceniro,

[ niversidade Fstadual de Campinas, Campinas, S P, Brazil

Monday. December 10, 2001, 10:00 AM. Poster Session Sickle Cell Discase: Basic Investigation (10:00
AM-6-30 PM] Hall C. Poster Board Number 14

Sickle cell ancmia (SCA) isa genetic disorder affecting red blood cells and characierized by chronic hemolysis
and cpisodic vaso-occlusive crises. A single point mutation results in a clinically heterogencous disorder.
suggesting that different mechanisms may be involved in this discasc. 1t is still not completely understood how
sickle ervihrocyies wnterrupt blood flow. Current evidence indicates that endothelial damage and subchinical
inflammation contributc 1o the initiation and progression of vascular occlusion. The role of leukocyies in the
tissuc injury of SCA paticnts is a current subiect of investigation. The NADPH oxidase system of professional
phagocy tes catalyzes the onc clectron reduction of oxygen to superovide anion. a polential lissue imjury
mediator. We have previously shown an increased release of superoxide anion by mononuclear leukocytes from
SCA paticnts (Dias da Moita el al.. Br. J. Haemaiol . 9% 333-340, 1996). In the present study we have
investigated the expression of the gene encoding gp9 1" the heavy chain component of cviochrome bsss of
the phagocyic NADPH ovidasc. in mononuclear lcukocytes of SCA patients. Total RNA obtained from
mononuclear leukocytes of 21 steady state SCA patients (without tecent or ougong infection) and 23
comparablc healthy indiv iduals subjects was uscd in a quantitative-relative reverse transcripiase-polymerasc
chain reaction (RT-PCR}. This technique uses 2 patrs of primers st in a single PCR teaction. onc to amphfy
<DNA of gp91"" and the other to amnlify a inicrnal control {18S-rRNA) to normalizc the results. We
determined the relative levels ol gp¥ ("% gene cxpression in SCA and healthy individuals. The median
relative level of gp91™™ gene expression in mononuclear leukocyies of SCA patients was (.57 {range (LUSG -
1.6). In healthy controls. the relative level was 0 37 median (range 0.15 - 0 82). These results indicate that
gpl)lr’lm gene eapression 1n mononuclear leukocyics of SCA was significantly higher than in healthy
individuals (p=0 03, Mann-Whitney test) Transcription factors such as NF-xB and AP-1. which arc
redox-sensitive. have been shown to be activaied during oxidative stress and inflammation. leading to the
upregulation of a nwmber of pro-inflammatory gencs in endothelial cells including E-selectin, vascular ccll
adhesion molecule-1. intercetlular adhesion molecule-1. and granulocyte-macrophage colony-stimuliling
factor Thus the observed upregulation of gp? 1M gepe expression in mononuclear leukocy tes may serve. al
lcast in part. to dysrcgulatc the microvascular bed and to amplily and maintain inflammation in SCA
Keywords: Phagocvie | NADPH oxidase | Sickle cell
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