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RESUMO

AVALIAQAO DA SINALIZACAO PURINERGICA EM PLAQUETASE
LINFOCITOS DE PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME

AUTORA: Livia Gelain Castilhos
ORIENTADORA: Daniela Bitencourt Rosa Leal

As hemoglobinopatias constituem uma das principais e mais frequentes doencas genéticas que
acometem os seres humanos. A anemia falciforme (AF) é a forma mais prevalente e com maior
gravidade clinica e hematoldgica, sendo geneticamente determinada pela homozigose da
hemoglobina S. A AF esta associada a um estado inflamatorio sistémico e crénico, e a um
fendtipo pro-adesivo e pro-coagulante sendo a maioria das mortes relacionada as oclusdes
vasculares. Os nucleotideos extracelulares ATP, ADP, AMP e o nucleosideo adenosina sdo
importantes moléculas sinalizadoras que modulam as a¢des de plaquetas e linfécitos, sendo
essenciais para o inicio e a manutencao das reacoes inflamatdrias. Também atuam efetivamente
na regulacdo da resposta vascular ao dano endotelial por exercerem efeitos nas plaquetas. Os
niveis extracelulares destes nucleotideos sdo fisiologicamente controlados pela acdo de um
complexo enzimatico formado pelas enzimas E-NTPDase, E-5’nucleotidase e E-ADA. Estas
enzimas estdo localizadas na superficie de plaquetas e linfécitos e desempenham um papel
importante na manutencdo da hemostasia normal, prevenindo a excessiva agregagéo
plaquetaria, e estando relacionadas a resposta inflamatéria. Sendo assim, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o perfil inflamatorio e, a atividade e expressdo destas ecto-enzimas em
linfécitos e plaquetas de pacientes com AF. Os resultados revelaram que algumas citocinas
séricas (TNF-o e IL-6) mostraram-se significativamente reduzidos nos pacientes com AF
guando comparado com o controle. Foi observado um aumento na atividade da E-NTPDase
(hidrélise de ATP e ADP) nos linfdcitos e plaquetas dos pacientes com AF. O aumento em sua
atividade leva a manutencdo dos niveis fisioldgicos destes nucleotideos no meio extracelular,
impedindo um maior dano tecidual e inflamatério e, prevenindo a formacdo de trombos por
equilibrar o metabolismo do ATP e ADP. Embora a atividade da E-NTPDase encontra-se
aumentada, uma diminuicdo na porcentagem de plaquetas que expressam CD39 foi observado
nos pacientes com AF, a qual pode estar diretamente relacionado com a terapia utilizada por
estes pacientes. Quando avaliou-se a enzima E-5’-nucleotidase, nenhuma diferenca estatistica
foi observada quanto a sua atividade e expressdo nas plaquetas destes pacientes. Como um
aumento na atividade da E-NTPDase foi observada, sugere-se que 0 AMP formado esteja sendo
reconvertido a ADP pela acdo da adenilato kinase 1 (AK1), ja que as plaquetas destes pacientes
sdo conhecidas por circular em estado ativado, apresentando alterada agregacdo plaquetéria.
Um aumento na atividade da E-ADA foi observado também nos linfocitos e plaquetas destes
pacientes. A adenosina é liberada pelas celulas endoteliais em casos de hip6xia, sendo portanto
este aumento na atividade da E-ADA positivo, uma vez que elevadas concentracdes desta
molécula no meio extracelular é prejudicial na patologia da AF, por levar indiretamente a
falcizacdo dos eritrocitos. Dessa forma, podemos concluir que o perfil de citocinas dos
pacientes com AF foi alterado e que a regulacéo extracelular dos nucleotideos em resposta a
hipoxia e inflamacg&o pelas ecto-enzimas representam um importante controle da mediacéo das
purinas nesta patologia.

Palavras-chaves: Anemia falciforme. Linfocitos. Plaquetas. Citocinas. Sinalizacéo
purinérgica.



ABSTRACT

AVALIAQAO DA SINALIZACAO PURINERGICA EM PLAQUETASE
LINFOCITOS DE PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME

AUTOR: Livia Gelain Castilhos
ADVISOR: Daniela Bitencourt Rosa Leal

Sickle cell anemia (SCA) is a hemoglobinopathy characterized by hemolysis and vaso-
occlusions caused by rigidly distorted red blood cells, genetically determined by homozigous
hemoglobin S (HbSS). The SCA is associated with inflammatory conditions that may result
from pro-adhesive and procoagulant phenotype and lead to the majority of deaths related to
vascular occlusions. Extracellular nucleotides such as ATP, ADP, AMP and the adenosine
nucleoside are important signaling molecules that are necessary for the maintenance and
modulation of inflammatory reactions in the platelets and lymphocytes. They also act
effectively in the regulation of vascular response from endothelial damage exerting effects on
platelets. The extracellular levels of these nucleotides are physiologically controlled by the
action of an enzyme complex formed by E-NTPDase, E-5'nucleotidase and E-ADA. These
enzymes are located on the surface of platelets and lymphocytes with the aim of maintaining
the normal hemostasis and preventing excessive platelet aggregation, as well as modulating
inflammatory response. Thus, the function of this study was to evaluate the inflammatory
profile, activity and expression of these ecto-enzymes in lymphocytes and platelets of patients
with SCA. The results revealed a decrease in the TNF-a and IL-6 serum levels in SCA patients
when compared to normal subject (control). Moreover, there were significant (P<0.05)
elevations in E-NTPDase and E-ADA activities in lymphocytes and platelets of SCA patients
when compared to the control. The increase on its activity leads to the maintenance of
physiological levels of these nucleotides in the extracellular environment, preventing a greater
tissue damage and inflammation, and preventing the thrombus formation by the balance of the
ATP and ADP metabolism. Furthermore, a significant (P<0.05) decrease in the percentage of
platelets expressing CD39 was observed in SCA patients, which may be directly related to the
therapy used were these patients. In addition, no significant (P<0.05) differences were observed
in the E-5'-nucleotidase enzyme activity and expression in SCA platelets and normal subjects.
This study suggests that the decreased pro-inflammatory cytokine levels by use of hydroxyurea
may have occurred in order to reduce the pro-inflammatory response and prevent vaso-oclusive
crisis. Also, the increased E-NTPDase activity could be a compensatory mechanism associated
with the low expression of CD39" in platelets. Also, the AMP formed may be converted to ADP
by the action of adenylate kinase 1 (AK1) and this may be attributed to the altered platelet
aggregation in SCA patients. The observed increase in ADA activity in SCA may be linked to
the release of adenosine by endothelial cells, since high concentration of adenosine in the
extracellular environment is detrimental to SCA. Besides, alteration of these enzymes activities
may suggest that the purinergic system could be involved in the thromboregulatory process in
SCA patients. We therefore conclude that the cytokine profile was modified and the
extracellular regulation of nucleotides in response to hypoxia and inflammation by ecto-
enzymes in SCA patients on chemotherapy.

Keywords: Sickle cell anemia. Lymphocytes. Platelets. Cytokines. Purinergic Signalling.
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1 INTRODUCAO

A Anemia Falciforme (AF) foi apresentada na literatura pela primeira vez em 1910 pelo
médico inglés James Bryan Herrick, o qual observou eritrocitos alongados e em formato de
foice na distensdo sanguinea de um estudante negro originario da Jamaica. O mesmo
apresentava um quadro anémico grave acompanhado de ictericia, complicacGes pulmonares e
Ulceras de membros inferiores (VERNON, 2004). Em 1927, Hahn e Gillepsie descobriram que
a falcizacdo dos eritrocitos era dependente da baixa tensdo de oxigénio. J& em 1947, Accioly,
na Bahia, sugeriu que a falciformagdo ocorria em decorréncia de uma heranga autossomica
recessiva, a qual foi confirmada em 1949 por Linus Pauling e colaboradores por meio de
técnicas de eletroforese mediante identificacdo da HbS. Ingram, em 1956, elucidou a natureza
bioquimica dessa doenca quando, através de um processo de eletroforese bidimensional
associada a cromatografia, fracionou a hemoglobina e estudou os seus peptideos.

A mutacdo genética responsdvel por esta patologia surgiu ha muitos séculos no
continente Africano, podendo portanto ser encontrada em varias populacdes de diversas partes
do mundo. A alta incidéncia da AF se encontra na Africa, Arabia Saudita e india. No Brasil,
devido ao grande contingente da populacdo africana desenraizada de seus paises, esta doenca
se encontra muito presente, cuja populacdo tem em sua base de constituicdo os povos africanos
(BANDEIRA et al., 1999; SILLA, 1999).

As hemoglobinopatias constituem uma das principais e mais frequentes doencas
genéticas que acometem os seres humanos e, dentre elas, AF é a doenca hereditaria mais
prevalente no Brasil. De acordo com os dados do Programa Nacional de Triagem Neonatal, no
Brasil, nascem cerca de 3.500 criancas por ano com doenca falciforme ou 1/1.000 nascidos
vivos e 200 mil portadores do traco falciforme, com tendéncia a atingir uma parcela cada vez
mais significativa da populacéo, devido ao alto grau de miscigenacdo em nosso pais. No estado
da Bahia ha 1 falcémico para cada 650 nascidos, no Rio de Janeiro esse indice é de 1/1.300, e
nos estados de Minas Gerais e S&o Paulo é de 1/1.400 nascidos vivos (BRASIL, 2013). A
incidéncia de nascidos vivos diagnosticados com a doenca falciforme no estado do Rio Grande
do Sul é de 1:11.000, enquanto que a incidéncia de nascidos vivos diagnosticados com traco
falciforme é de 1:65.

O termo hemoglobinopatia refere-se a doengas genéticas que afetam a hemoglobina
(Hb). A Hb é uma hemeproteina localizada no interior das hemacias dos mamiferos, cuja

principal funcéo é a absorcao, transporte e distribuicdo do oxigénio para os diversos tecidos do
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organismo. Possui uma estrutura globular e quaternaria (Figural), constituida de quatro
subunidades iguais, duas a duas, composta por dois pares de cadeias polipeptidicas, sendo um
par denominado de cadeias do tipo alfa (alfa ou zeta) e dois pares de cadeias do tipo ndo-alfa
(beta, delta, gama ou épison). Cada subunidade é quimicamente unida a um grupo prostético
contendo ferro (Fe*?), a ferroprotoporfirina IX (grupo heme), que detém a propriedade de
receber, ligar e/ou liberar o oxigénio nos tecidos (BAIN, 2006; BUNN; FORGET, 1986;
PERUTZ et al., 1960).

grupo heme

cadeia o Tl cadeiaf}

Hemacia

cadeiaf}

forma helicoidal da
cadeia polipeptidica

Figura 1: Representacdo da estrutura quaternaria da hemoglobina mostrando as quatro cadeias polipeptidicas,
duas cadeias alfa e duas cadeias beta. Cada cadeia polipeptidica contém um grupo prostético heme ao qual se liga
0 O3, Disponivel em https://www.lume.ufrgs.br. Data acesso: 24/02/2016.

As hemoglobinopatias sdo doencas genéticas caracterizadas por alteracdes na por¢do
globinica da molécula de Hb, cujas alteragdes podem ser classificadas como estruturais ou de
sintese. As alteracdes estruturais decorrem de mutag¢fes pontuais de uma ou mais bases que
codificam os aminoacidos e incluem a substituicdo, delecdo ou inser¢cdo de um ou mais
aminoacidos, como também a fusdo de duas cadeias globinicas diferentes causando a formacao
de uma Hb anormal (variante). J& as alteracGes de sintese (talassemias) caracterizam-se pela
sintese reduzida ou nula de um ou mais tipos de cadeias globinicas (BUNN; FORGET, 1986;
STEINBERG; NAGEL, 2001).

A sintese das cadeias globinicas é regulada por mecanismos genéticos, cujos genes estao
localizados nos cromossomos 11 e 16 (GALIZA NETO; PITOMBEIRA, 2003). As diversas
cadeias de proteinas combinam-se dando origem as diferentes hemoglobinas desde o periodo
embrionario até a fase adulta. A producgéo das hemoglobinas embrionérias ocorre nos primeiros

meses do inicio da evolucdo gestacional, sendo que em grande parte da vida intrauterina
16



prepondera a producgdo da hemoglobina fetal (HbF) (a2y2). O gene da cadeia beta globinica é
expresso, com pouca intensidade nas primeiras seis semanas de vida fetal, mas a partir deste
periodo ocorre uma mudanca, quando a sintese de cadeia gama é amplamente substituida pela
sintese de cadeia beta, dando origem a producdo da hemoglobina A (HbA) (a2B2),
permanecendo presente por toda a fase adulta. A producéo das cadeias delta tem seu inicio por
volta da 30* semana da gestagdo em concentracdes reduzidas permanecendo assim até o
nascimento, e aumentando lentamente até sua estabilizacdo por volta do sexto més de vida em
diante. Estas cadeias, quando ligadas as cadeias alfa, dardo origem a hemoglobina A2 (HbA?)
(0202). A HbA: estard presente nos eritrocitos proximo dos seis meses iniciais de vida e por toda
a fase adulta, sendo composta por dois pares de cadeias polipeptidicas (Figura 2) (DUCATTI
etal., 2001).

u

504

b

30~

10 4

0

% de sintese total de globinas

T T T > T T T T
6 18 1) Nascimento g 18 30 42

Idade pré-natal (semanas) Idade pos-natal (semanas)

Figura 2: Sintese das diferentes cadeias globinicas ao longo da ontogenia humana. Adaptado de Weatheral; Clegg
(1981).

As hemoglobinas HbA (02B2), HbA2 (0282) e HbF (0z2y2) sdo aquelas encontradas em
individuos normais. Cada uma dessas fracGes tem concentracdes bem definidas em cada fase
do desenvolvimento, sendo que em adultos, os niveis de HbA variam de 96% a 98%; de 2,5%
a 3,5% para a HbA: e de 0% a 1% para a HbF (XU et al., 2009).

As doencas falciformes englobam um grupo de anemias hemoliticas hereditarias que
tém em comum a presenca da hemoglobina S (HbS) nos eritrécitos. A HbS, quimicamente
representada por a4 85, € uma variante da Hb normal, a HbA a4 B4, e originada devido a uma

mutacdo genética que afeta uma das bases nitrogenadas do DNA que compde 0 gene que
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sintetiza a globina beta (NAOUM, 2000). A HbS ¢é originada quando no gene da globina beta
ha a substituicdo de uma base nitrogenada do c6don normal GAG para GTG, resultando na
substituicdo do sexto aminoacido da globina beta - o &cido glutamico (GAG) — por outro
aminoacido diferente - a valina (GTG) (Figura 3) (CHIRICO; PIALOUX, 2012;
GUIMARAES; COELHO, 2010; STEINBERG, 2008).

Glu 6

Val 6

Normal ; Hemoglobina S

Figura 3: Representagdo da estrutura da hemoglobina normal e hemoglobina S. Esquerda: hemoglobina normal,
com o aminoacido acido glutamico na posigdo 6 da cadeia da p-globina. Direita: hemoglobina S, com o aminoacido
valina na posi¢éo 6 da cadeia da B-globina. Disponivel em www.hemoce.ce.gov.br. Acessado em 23/02/2016.

Indmeras variantes de Hb ja foram identificadas. Em sua maioria, resultam da
substituicdo de um Unico amino&cido nas cadeias alfa ou beta globina e podem interferir na
estabilidade ou nas propriedades funcionais da Hb (WEATHERALL; CLEG, 2001). As
doencas falciformes sdo constituidas por varios gendtipos com predominio da HbS sobre outras
hemoglobinas, com manifestacdes clinicas especificas e de intensidades variaveis. Os genotipos
mais comuns que caracterizam as doengas falciformes sdo HbS/Btalassemia, HbS/C,
HbS/Persisténcia hereditaria da Hb fetal e o gendtipo HbS/S, o qual caracteriza a anemia
falciforme (FRENETTE; ATWEH, 2007).

Geneticamente a AF é determinada pela homozigose da HbS (HbSS), além de ser a
forma mais prevalente entre as doencas falciformes € a que apresenta maior gravidade clinica e
hematologica (BANDEIRA et al., 2004; NAOUM, 2000; PELIZARO et al., 2012). O principal
determinante da severidade da doenca é a taxa e a extensdo da polimerizacdo da HbS. Por ser
uma anomalia da globina beta, as caracteristicas clinicas desta doenca somente podem ser

percebidas apos a estabilizacdo da producéo das globinas, fato que ocorre por volta do sexto
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més de vida, quando a sintese da globina gama (atuante na fase fetal) é interrompida, enquanto
que o gene beta sintetiza em sua plenitude globinas beta normais (NAOUM, 2000).

Nos individuos portadores do traco falciforme ha a producédo tanto de HbA quanto de
HbS, o que resulta em um fendtipo normal. Estes individuos ndo apresentam a doenca e nem
possuem anormalidades na forma dos eritrocitos. Alguns estudos demonstraram um modesto
aumento do fator VIII da coagulacdo e do fator de Von willebrand quando comparado a
individuos com fen6tipo HbAA, sugerindo um leve aumento no estado de hipercoagulabilidade
destes pacientes, porém ainda ndo muito bem elucidado até o momento (FOLSOM et al., 2015;
WESTERMAN et al., 2002).

Os eritrocitos cujo conteudo predominante é a HbS, sofrem polimerizacdo quando em
condicdes de hipoxia (Figura 4) (COSTA, 2001; INIGUEZ et al., 2003; SUN; XIA, 2013). A
partir do momento em que a oxi-HbS perde o oxigénio e se torna desoxi-HbS, ocorre a formacao
de pontes de hidrogénio entre os aminoacidos valina da posi¢cdo 1 da globina beta S, e a valina
mutante que substituiu o acido glutamico. A formacao dessas pontes de hidrogénio modifica a
estrutura espacial da molécula de HbS e promove contatos intermoleculares com outros
aminoacidos da globina beta S que participam da formacdo de agregados de filamentos
(NAOUM, 1997; PELIZARO et al., 2012; STEINBERG, 1998; 2008). Como consequéncia,
estes agregados de filamentos se polimerizam e alteram a estrutura globular da molécula de
HbS, modificando também a morfologia discoide do eritrocito, causando o seu afoicamento. A
forma caracteristica de foice apresenta uma reducéo da flexibilidade, o que encurta a vida média
destas células na circulacdo, provocando complicacdes clinicas e prejudicando o
desenvolvimento, a qualidade de vida e até mesmo podendo levar o individuo ao 6bito
(CHIRICO; PIALOUX, 2012; ZAGO et al., 2004).
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Figura 4: Fisiopatologia da HbS. Adaptado de Steinberg (1999).

A membrana eritrocitaria € muito afetada durante a falcizacdo, caracterizada por
desarranjos das proteinas e geracao de radicais livres oxidantes. A nivel circulatdrio, a alteracdo
da plasticidade normal dos eritrdcitos desencadeada pelos efeitos polimerizantes da HbS tornam
os eritrocitos falcémicos com maior possibilidade de aderirem ao endotélio vascular
(STEINBERG, 1998). Como consequéncia destas repetidas polimerizacbes da HbS, ocorre
hemolise intravascular e crises vaso-oclusivas, desencadeando a geracao de espécies reativas
do oxigénio, reducdo da biodisponibilidade de oxido nitrico, lesdo endotelial, aumento da
expressdo de moléculas de adesdo de células sanguineas e endoteliais, e um processo
inflamatério cronico (CHIRICO; PIALOUX, 2012; REES; GIBSON, 2011; SUN; XIA, 2013).

O afoicamento dos eritrocitos € a caracteristica marcante da AF, pois além de causar
anemia hemolitica crénica, ainda é responsavel pela obstrucdo de vasos sanguineos com
consequentes episodios dolorosos recorrentes, infarto e necrose dos 0ssos, articulacoes, e de
6rgdos como bago, pulmdes, rins, dentre outros (PALLIS, 2011; ZAGO et al., 2004). Dentre
outras intercorréncias relevantes provocadas pela AF, podemos citar o acidente vascular
cerebral, retinopatias proliferativas, retardo na maturagdo sexual, desenvolvimento de Ulceras
nas pernas, priapismo (erecdo peniana persistente e dolorosa sem estimulo sexual), dentre outras
(BODAS et al., 2013; KASSIM; DEBAUM, 2013; RIBEIRO et al., 2008). Esta patologia esta
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ainda associada com um estado de hipercoagulabilidade (DE FRANCESCHI et al., 2011,
TOMER et al., 2001) e a um decréscimo nos niveis de proteinas anticoagulantes naturais,
agravando-se ainda mais durante as crises vaso-oclusivas (ATAGA et al., 2008;
WESTERMAN et al., 2002).

Sabe-se também que a AF pode estar associada a desarranjos no plasma e mecanismos
homeostaticos celulares, os quais podem transmitir uma tendéncia trombogénica para essa
patologia (YEE et al., 2005). Acredita-se que essas mudancas possam ser devido a sobrevida
reduzida das plaquetas e ao aumento nos niveis plasmaticos de ADP e epinefrina (STUART;
SETTY, 2001). Além disso, altos niveis de trombina e pré-trombina tém sido relatados nestes
pacientes (TOMER et al., 2001). Alguns estudos tém demonstrado niveis aumentados do fator
de Von Willebrand (VWF) no plasma de pacientes com AF (SCHNOG et al., 2006; WICK et
al., 1993; ZHOU et al., 2009). Em condi¢des hemoliticas como acontece na AF, os eritrocitos
liberam uma quantidade excessiva de Hb extracelular no plasma, a qual inibe a clivagem do
VWEF, uma proteina multimérica em circulacdo sanguinea com funcdes homeostéticas. Através
do blogueio da clivagem de FVW ocorre a ligacdo da Hb aos multimeros deste fator nao
clivados, os quais se acumulam no plasma promovendo adeséo celular e eventos como trombose
e oclusdo vascular, uma vez que sdo hiperativos na ligacdo as plaquetas e as hemacias
falciformes (Figura 5) (ZHOU et al, 2011).
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Figura 5: Diagrama esquematico da condi¢do patofisiolégica da AF. Hemoglobina circulando livres no plasma
impedindo a clivagem do fator de Von Willebrand e o acimulo do mesmo no plasma causando vaso-ocluséo.
Adaptado de Zhou et al. (2011).
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Na patologia falciforme, o bloqueio vascular pelos eritrocitos falcizados é a causa do
processo inflamatorio, assim como, a inflamacao desencadeada mediante este bloqueio também
¢ a causa da doenca vascular, pois ambos ocorrem como um ciclo vicioso, com a inflamacéo e
a oclusdo vascular estimulando uma a outra reciprocamente (ESMON, 2005; REES et al.,
2010). O processo inflamatdrio esta frequentemente associado com a ativacdo da coagulacdo
sanguinea, com desencadeamento da expressdo anormal de moléculas de adesdo, com
consequente deplecdo do o0xido nitrico e alteracdo na vasorregulacdo (CINEL; OPAL, 2009;
HEBBEL, 2004; SUN; XIA, 2013).

As crises vaso-oclusivas dolorosas desencadeadas pelo aprisionamento dos eritrocitos e
leucdcitos na microcirculagdo levam a obstrucdo vascular e a isquemia tecidual (Figura 6). A
oclusdo vascular é o resultado da intera¢do dindmica entre os eritrécitos e o endotélio vascular,
resultando em episddios de oclusdo microvascular e isquemia, seguido pelo restabelecimento
do fluxo sanguineo, que, além disso, promove leséo tecidual mediada por reperfusdo. Estes
ciclos de isquemia e reperfusdo ocasionam um processo inflamatorio e de estresse oxidativo,
aumentando a expressdo de moléculas de adesdo endotelial, um aumento na sintese de
moléculas inflamatdrias, causando também um quadro de leucocitose (BELCHER et al., 2003;
FRENETTE, 2002).

Leucdcitos
aderentes

Células normais

Células falcizadas

Recrutamento
leucdcitos

Oclusdo vascular

Figura 6: Fendmeno da vaso-oclusdo. Adaptado de Frenette; Atweh (2007).
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Em termos laboratoriais, a contagem de reticuldcitos encontra-se elevada na faixa de 10
a 20% nos pacientes com AF. O volume corpuscular médio (VCM) e a concentragdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) encontram-se normais, porém a varia¢do no tamanho
das hemacias (RDW) é marcadamente observado e correlaciona-se com a gravidade da doenca
(BAIN, 2006; WEATHERALL et al., 2001).

De fato, a AF esta associada a um estado inflamatorio sistémico e crénico, evidenciado
por uma elevacéo cronica da contagem de leucocitos (ADRAGNA et al., 1994; STEINBERG,
2008), fenotipo ativado de células endoteliais circulantes (pro-adesivo, pro-coagulante e pro-
oxidante), expressdo aumentada dos receptores endoteliais como VCAM e P-selectina
(HEBBEL et al., 2009).

Segundo Lanaro et al., (2009) resultados conflitantes tém sido notados, referentes aos
niveis plasmaticos de citocinas nos pacientes com hemoglobinopatia. De acordo com
Raghupathy et al., (2000) os niveis plasmaticos de IL-2 e IFN-y ndo mostraram-se alterados
nos pacientes homozigotos para HbS, quando comparado com o0s controles. Quanto ao
marcador I1L-4 um aumento foi observado nos pacientes com AF. No estudo de Pathare et. al.,
(2004) niveis séricos de IL-1B, IL-6 e IFN-y encontraram-se aumentados nos pacientes com a
doenca falciforme quando comparado ao grupo controle, enquanto que os niveis de TNF-a e
IL-2 ndo mostraram-se diferentes significativamente. Ja para Lanaro et al., (2009), elevados
niveis de mediadores inflamatdrios tais como TNF-o e IL-8 foram observados nos pacientes
com AF, porém naqueles pacientes que faziam uso da terapia com hidroxiuréia (HU), notou-se
que os niveis de TNF-a retornaram aos seus niveis basais, € uma reducao nos niveis de 1L-10
foi observado.

Citocinas tais como IL-1B, IL-8, TNF-a sdo secretadas por plaguetas circulantes em
estado ativado (LOPPNOW et al., 1998; SU et al., 1996). Além disso, essas citocinas
inflamatdrias sdo também produzidas por mondcitos e macrofagos presentes no local da
isquemia tecidual. Segundo Zennadi et al. (2008), os neutréfilos, mondcitos e linfécitos também
podem contribuir para a patofisiologia da AF. A aderéncia destas células ao endotélio vascular
podem induzir a producdo de maultiplas citocinas e estimular o endotélio vascular a aumentar a
expressao de ligantes de moléculas de adesao para células sanguineas.

E provavel que outros mecanismos também desencadeiem uma resposta inflamatdria,
como por exemplo 0 meio ambiente hipoxico, que na microcirculagdo poderia desencadear um

aumento na auto-oxidacgao da hemoglobina, levando a uma elevagdo na producéo de superoxido
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pelos eritrocitos. A consequente liberagdo de H20> pelos globulos vermelhos difundindo-se
pelo endotélio levaria assim ao recrutamento de leucécitos (KIEFMANN et al., 2008).

A hidroxiuréia (HU) é o unico farmaco disponivel e aprovado pelo FDA para o
tratamento da AF, sendo considerado o farmaco terapéutico para o controle das complicacdes
clinicas (BRASIL, 2012). A HU possui um radical que, ao ser metabolizado, gera a producao
de dxido nitrico, o qual estimula diretamente a producéo de cadeias y globina, aumentando,
consequentemente, os niveis de HbF (PLATT, 2008). De acordo com Smith et al. (2011), o
inicio da resposta ao tratamento com HU da-se em cerca de 10 semanas de uso, incluindo
alteracOes nas hemécias e nos indices de reticulécitos, além do aumento dos niveis de HbF. A
HU promove a reducdo da hemdlise e de crises vaso-oclusivas, diminuindo a necessidade de
transfusao sanguinea e o risco de ébito (GREEN; BARRAL, 2014).

Em um estudo conduzido por Finnegan et al. (2007), foi observado que os
polimorfonucleares de individuos tratados com HU aderem menos as celulas endoteliais e,
consequentemente, capturam menos eritrécitos comparados a individuos sem uso de HU. Ja
Haynes et al. (2008) observaram que os neutréfilos ativados, dos pacientes com AF, apresentam
um aumento na exposicéo de fosfatidilserina presente nas células vermelhas, o que facilita sua
adesdo ao endotélio vascular, no entanto, a HU também mostrou-se capaz de atenuar esse
processo.

O Unico porém de seu uso € que a mesma promove o desenvolvimento de macrocitose,
dificultando o reconhecimento da deficiéncia de &cido folico, portanto o uso HU é aconselhado
concomitantemente com o uso de &cido folico como medida profilatica (CANCADO et al.,
2009). Outro recurso terapéutico destes pacientes é o transplante de células tronco
hematopoiético, Unico tratamento capaz de curar o doente falciforme, com o objetivo de
restabelecer a hematopoiese normal do individuo (FERRAZ et al., 2012).

A hipdxia desempenha um papel critico nos sujeitos portadores da HbS/S, promovendo
a falcizacdo dos eritrocitos com consequente extravasamento de Hb e do nucleotideo adenosina
trifosfato (ATP) na circulacdo (SUN; XIA, 2013). Os nucleotideos da adenina, tais como ATP,
ADP (adenosina difosfato) e AMP (adenosina monofosfato), e seu derivado nucleosideo
adenosina, sao secretados por leucdcitos, plaquetas e células endoteliais danificadas sinalizando
vias de grande importancia que medeiam diversos efeitos biologicos (RALEVIC;
BURNSTOCK, 1998). Estes nucleotideos extracelulares sdo importantes moléculas

sinalizadoras e essenciais para o inicio e manutencdo das reagdes inflamatdrias. Além disso,
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sdo também efetivos na regulacdo da resposta vascular ao dano endotelial por exercerem
diversos efeitos nas plaquetas (BIRK et al., 2002).

Os nucleosideos sdo moléculas resultantes da unido de uma base nitrogenada (purica ou
pirimidica) a uma pentose. Quando estes nucleosideos sdo fosforilados por quinases especificas
formam moléculas denominadas de nucleotideos (ATKINSON et al., 2006). Em condigdes
fisioldgicas, os nucleotideos e o nucleosideo adenosina encontram-se em baixas concentragdes
no meio extracelular, normalmente em quantidades nanomolares, podendo chegar até as
quantidades micromolares em determinadas situacdes (DI VIRGILIO et al., 2001). Quando em
altas concentragdes (ATP), pode atuar como molécula citotoxica e levar a morte celular, pela
formacdo de grandes poros na membrana plasmatica (PODACK et al., 1985; YOUNG et al.,
1986).

O sistema purinérgico € composto por trés principais componentes: 0s nucleotideos e
nucleosideos extracelulares, os quais sdo 0s mediadores da sinaliza¢éo; os receptores, atraves
dos quais estes nucleotideos e nucleosideos exercem seus efeitos e, as ectoenzimas,
responsaveis pelo controle dos niveis extracelulares destas moléculas (Figura 7) (YEGUTKIN,
2008). Este sistema é caracterizado por ser uma via de sinalizacdo importante em diversos
tecidos, desencadeando mdaltiplos efeitos celulares, na resposta imune, na inflamac&o, na dor,

na agregacao plaquetaria, na proliferacdo e morte celular (BURNSTOCK; KNIGHT, 2004).
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O ATP € capaz de estimular a producéo de citocinas inflamatorias como IL-1 e TNF-a
e ainda estimular a proliferacéo de linfocitos (BOURS et al., 2006). O ATP também exerce
efeitos na tromborregulacéo, pois é liberado dos granulos plaquetarios, juntamente com o ADP,
no momento que ocorre a ativacao das plaguetas (SOSLAU; YOUNGPRAPAKORN, 1997).

O ADP ndo possui um papel definido nos linfocitos (DI VIRGILIO et al., 2001). Porém,
nas plaquetas, ele age como um importante mediador da agregacdo plaquetéria e da
tromborregulacdo, podendo ser liberado na circulacdo sanguinea apds danos teciduais
(ZIMMERMANN, 1999). Em situac6es de disfuncdo ou dano vascular, o ADP ¢ liberado do
interior de granulos existentes nas plaquetas, sendo entdo considerado o agonista mais
importante do recrutamento plaquetério e o indutor da formac&o de trombos no interior de vasos
(MARCUS et al., 2003).

Ja o AMP é um metabdlito intermediario da hidrolise do ATP (BARSOTTI; IPATA,
2004) que exerce a funcdo de sinalizador em situagdes de desequilibrio no metabolismo,
servindo também como substrato para a formacdo da adenosina (CUNHA, 2001; LATINI;
PEDATA, 2001). A adenosina é reconhecida por possuir propriedades anti-inflamatorias
(CRONSTEIN, 1994), vasodilatadoras (JACOBSON et al., 2006), e imunossupressoras
(SPYCHALA et al., 1997), além de atuar como um potente inibidor da agregacdo plaquetéria
(BOROWIEC et al., 2006).

Os nucleotideos extracelulares ndo atravessam a membrana plasmatica, mas exercem
suas acOes bioldgicas através de receptores especificos presentes na superficie celular,
denominados receptores purinérgicos (DI VIRGILIO et al., 2001). O ATP extracelular e seus
metabdlitos sdo reconhecidos por duas familias de receptores purinérgicos, P1 e P2, presentes
na superficie de diversas células cujos membros sdo ativados pela adenosina e por ATP e ADP,
respectivamente (BURNSTOCK, 2007). Os purinoreceptores P2 podem ainda ser divididos em
duas subclasses: acoplados a proteina G (metabotropicos), chamados de P2Y e os ligados a
canais iénicos, designados P2X (Figura 8) (DI VIRGILIO et al., 2001).
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Figura 8: Receptores envolvidos na resposta fisiologica dos nucleotideos e nucleosideos extracelulares de adenina
(http://ars.sciencedirect.com/content/image/1-s2.0-S0005273612000065-gr1.jpg). Data de acesso: 26/02/2016.

A liberacdo de grande quantidade de ATP intracelular durante o processo inflamatério
aumenta a sinalizac&o purinérgica através da ativacéo do receptor P2X7 desencadeando eventos
pro-inflamatorios. A liberacao da principal citocina, a IL-1p, durante o processo inflamatério,
estd associada com a atividade do receptor P2X7 (LISTER et al., 2007). Estudos relacionando
a ativacao do receptor P2X7 e a liberacdo e ativacao de outras citocinas como IL-1a, IL-2, IL-
4, 1L-6, IL-13, IL-18 e TNF-a também tém sido descritos (JACOB et al., 2013; LOOMIS et al.,
2003; MEHTA et al., 2001; SMITH et al., 2001).

O controle dos niveis extracelulares dos nucleotideos da adenina e da adenosina, bem
como a consequente sinalizagdo purinérgica por eles induzida através dos receptores, é
fundamental na manutencao dos processos fisioldgicos (ROBSON et al., 2006). Este controle
é realizado por uma variedade de enzimas ancoradas a superficie celular ou localizadas no meio
intersticial de forma solavel (ZIMMERMANN et al., 2007). Tais enzimas sdo conhecidas como
ectonucleotidases e podem ser classificadas como E-NTPDase (nucleosideo trifostato 5°-
difosfohidrolase ou apirase; EC 3.6.1.5), E-NPP (ecto-nucleotideo
pirofosfatase/fosfodiesterase; EC 3.1.4.1) e E-5’-nucleotidase (EC 3.1.3.5) sendo amplamente
distribuidas nos tecidos (Figura 9) (ZIMMERMANN, 2000; 2012). Outra ectoenzima também
importante no metabolismo purinérgico € a adenosina deaminase (E-ADA; EC 3.5.4.4)),

responsavel pela desaminacao do nucleosideo adenosina (ZIMMERMANN, 2001; 2012).
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Figura 9: Enzimas envolvidas na degradacao extracelular de nucleotideos e nucleosideos de adenina. Adaptado
de Yegutkin (2008).

Estas enzimas atuam formando uma cadeia enzimatica que tem inicio com a agdo da E-
NTPDase e da E-NPP, as quais catalisam a hidrolise do ATP e do ADP, formando AMP. A
seguir a enzima E-5’-nucleotidase hidrolisa a molécula do AMP formando adenosina
(GODING, 2000; ZIMMERMANN, 2001). Ainda, seguindo a sequéncia de degradagdo dos
nucleotideos, a enzima E-ADA regula as concentracfes de adenosina, através da formagéo de
inosina (BOURS et al., 2006; ZIMMERMANN, 2000).

As NTPDases sdo uma familia de enzimas responsaveis pela hidrolise de nucleotideos
di e trifosfatados a seus monofosfonucleotideos correspondentes (ZIMMERMANN et al.,
2012). As enzimas da familia das NTPDases sdo expressas pelos genes ENTPD, sendo que oito
membros desta familia ja foram identificados e diferem quanto a especificidade de substratos,
distribuicdo tecidual e localizacdo celular (BIGONNESSE et al., 2004; SHI et al., 2001;
ZIMMERMANN, 2001). Quatro destes membros estdo localizados na membrana celular com
o sitio catalitico voltado para o meio extracelular (NTPDase 1, 2, 3, 8) e requerem Ca?* ou Mg?*
para sua maxima atividade, sendo inativas na auséncia destes cations; e quatro exibem uma
localizagéo intracelular (NTPDase 4,5,6,7) (KUKULSKI et al., 2005; ROBSON et al., 2006;
ZIMMERMANN, 2001).

Vaérios estudos tém mostrado uma atividade alterada da enzima E-NTPDase em
pacientes com diferentes condi¢des patoldgicas como o diabetes (LUNKES et al, 2003), a
esclerose multipla (SPANEVELLO et al., 2010), o infarto agudo do miocérdio (BAGATINI et
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al., 2008), e na sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (LEAL et al., 2005). A primeira
a ser identificada e descrita foi a NTPDase-1, como proteina CD39 em células linféides,
representando um marcador de ativacdo de linfocitos B (MALISZEWSKI et al., 1994).
Subsequentemente, também foi identificada em linfocitos NK, linfécitos T ativados, mondcitos,
assim como em células dendriticas e plaquetas (ATKINSON et al., 2006; FAVALORO, 1993;
GODING, 2000; KANSAS et al., 1991; ROBSON et al., 2006). No sistema vascular, a
NTPDase-1 desempenha um papel importante no sistema hemostatico, uma vez que ela controla
os efeitos pro-tromboticos e pro-inflamatorios de nucleotideos como o ATP e o ADP,
prevenindo assim a formac&o de coagulos e a vaso-oclusdo (YEGUTKIN, 2008).

A NTPDase-2, é particularmente associada com as superficies adventicias dos vasos
(ROBSON et al., 2005) e células do sistema nervoso central e periférico (ROBSON et al.,
2006). A enzima presente no sistema vascular pode regular ou inibir a agregacdo plaquetaria
induzida pelo ADP ou ATP (YEGUTKIN, 2008). Destaca-se por uma atividade hidrolitica
preferencialmente a nucleosideos trifosfatados, podendo induzir consequentemente ativacdo
plaquetaria por hidrolisar o ATP a ADP, e desfosforilar o ADP a AMP muito lentamente
(KUKULSKI et al., 2005; ZIMMERMANN, 2001).

Por sua vez, a enzima E-5"nucleotidase (eN, CD73, E.C. 3.1.3.5) é responsavel pela
desfosforilacdo de ribo- e desoxirribonucleossideos 5’ monofosfatados como AMP, CMP,
UMP, IMP e GMP, porém com uma maior afinidade pelo AMP, sendo por isto considerada a
principal enzima responsavel pela formacdo de adenosina (ZIMMERMANN et al., 2012). A
eN é uma proteina ancorada a membrana plasmatica via um glicosil fosfatidilinositol (GPI) com
seu sitio catalitico voltado para o meio extracelular (Figura 10) (HUNSUCKER et al., 2005;
ZIMMERMANN, 2001). Ela é amplamente encontrada em uma variedade de tecidos, como no

endotélio vascular, plaquetas e células do sistema imune (COLGAN et al., 2006).

Ecto-5"-
Nucleotidase

NH.,

Figura 10: Estrutura da ecto-5’nucleotidase ancorada & membrana plasmatica. Adaptado de ZIMMERMANN
(2001).
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A enzima adenosina desaminase também faz parte do conjunto de enzimas responsaveis
pela degradacédo sequencial dos nucleotideos e nucleosideos da adenina (YEGUTKIN, 2008).
A E-ADA é responsavel pela desaminacéo irreversivel da adenosina e 2’-deoxiadenosina em
inosina e 2’-deoxinosina, respectivamente (RESTA et al., 1998; ROBSON et al., 2006). Esta
enzima € encontrada em praticamente todos os vertebrados.

Em humanos existe na forma de duas isoenzimas classificadas como ADA1 e ADA2,
cada uma com suas particulares propriedades bioquimicas (SHAROYAN et al., 2006). A ADA1
€ uma isoenzima encontrada em todas as células e tecidos humanos, cuja localizacdo é
principalmente citosolica. Apresenta alta atividade em linfocitos e mondcitos, sendo que quase
toda atividade da ADA humana é atribuida a esta isoenzima (ZAVIALOV; ENGSTROM,
2005). Além disso, apesar de sua localizacdo intracelular, ADAL pode estar combinada com
uma proteina combinante, formando um complexo que constitui uma ecto-ADA, localizada na
superficie celular (TSUBOI et al., 1995).

Ja a ADA2 apresenta diferencas tanto estruturais quanto cinéticas e é encontrada
predominantemente no soro de individuos normais (UNGERER et al., 1992). Dados recentes
tém sugerido que ADA2 no plasma humano pode ser secretada por mondcitos ativados em
processos inflamatdrios, tendo a habilidade de regular a proliferacéo celular IWAKI-EGAWA
et al., 2006).

A regulacdo da concentracdo da adenosina extracelular, foi uma das primeiras funcdes
fisioldgicas atribuidas a ecto-ADA, logo apds sua descoberta na membrana celular (FRANCO
et al., 1997). A adenosina pode ser liberada pelas células, como também pode ser proveniente
da degradacé@o do ATP extracelular pela agdo das ecto-nucleotidases. O controle da sinalizagédo
adenosinérgica também pode ser exercido através da via de recuperacdo da adenosina através
de transportadores de nucleosideos, seguida por fosforilacdo a AMP pela adenosina quinase ou
desaminac&o a inosina pela ecto-ADA (Figura 11) (HASKO; CRONSTEIN, 2004).
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Figura 11: Principais vias envolvidas no metabolismo da adenosina. Adaptado de HASKO; CRONSTEIN (2004).

A ecto-ADA por ser principalmente encontrada em linfocitos de sangue periférico de
humanos, desempenha um papel chave no sistema imune, uma vez que estd diretamente
relacionada com a proliferacdo, a maturacao e a fungéo destas células (GORELL et al., 2001).
Além de maior porcentagem de células B expressarem ADA na sua superficie, o nimero de
moléculas de ADA na membrana plasmatica das células B é muito maior do que das células T,
entretanto, a atividade enzimatica da ecto-ADA é muito maior em células T do que em células
B. Portanto, alteragcbes na atividade da ecto-ADA podem ocorrer como consequéncia da
variacdo em sua expressdo em tecidos e células (ARAN et al., 1991; FRANCO et al., 1997).

As acOes da adenosina sdo exercidas atraves de um grupo de receptores metabotropicos
classificados como ADORAL, ADORA2A, ADORA2B e ADORAZ3, no entanto somente 0s
receptores ADORAZ2B sdo regulados positivamente nos casos de hipdxia (ELTZSCHIG et al.,
2003; KONG et al., 2006). A elevada concentracdo de adenosina no meio extracelular leva a
estimulacdo dos receptores ADORA2B promovendo a falcizacdo dos eritrocitos por induzir a
producdo de 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG). Tanto a concentragdo de adenosina quanto a de
2,3-DPG encontram-se elevadas nos pacientes com AF. A 2,3-DPG é um metabdlito especifico
dos eritrdcitos que reduz a afinidade do oxigénio pela hemoglobina (NARITA et al., 1981;
SASAKI; CHIBA, 1983). A adenosina regula a produgdo de 2,3-DPG nos eritrocitos
controlando a afinidade do oxigénio pela hemoglobina. Entretanto, nos pacientes com AF esse
mecanismo se torna prejudicial por reduzir a afinidade do oxigénio com a HbS fazendo com
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que facilite o aumento da polimerizagdo da deoxi-HbS e consequentemente a inducdo da

falcizacdo dos eritrécitos (Figura 12) (ZHANG et al., 2011).
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Figura 12: Elevada concentra¢do de 2,3-DPG por estimulagdo de elevada concentragdo de adenosina na condicao
de hipdxia leva a falcizag@o dos eritrécitos. Adaptado de Zhang et al. (2011).

Com base no acima mencionado, o sistema purinérgico desempenha funcdo importante
na manutencdo da hemostasia prevenindo excessiva agregacdo plaquetdria e estando
relacionado a resposta imune e inflamatdria. Portanto € de interesse cientifico avaliarmos a
sinalizacdo purinérgica em pacientes com AF, j& que esta doenca é caracterizada pela falcizacao
e aprisionamento dos eritrocitos na microcirculacdo levando ao desenvolvimento de um

processo inflamatério e desencadeamento de processos vaso-oclusivos
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi avaliar a sinalizacdo purinérgica em plaquetas e
linfocitos de pacientes com anemia falciforme, como também investigar a modulagdo da

resposta imune frente a esta patologia.

1.1.2 Objetivos especificos

e Avaliar aatividade das enzimas E-NTPDase e E-ADA em linfécitos de pacientes
com AF.

e Avaliar a atividade das enzimas E-NTPDase, E-5’-nucleotidase e E-ADA em
plaquetas de pacientes com AF.

e Verificar o efeito in vitro dos farmacos Hidroxiuréia e Acido félico sobre a
atividade das enzimas E-NTPDase, E-5’-nucleotidase e E-ADA em linfécitos e plaquetas;

e Determinar a expressao de CD39 e CD73 em plaquetas;

e Determinar os niveis séricos de citocinas referentes as respostas Thl, Th2 e
Thil7.
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APRESENTACAO

Os resultados desta tese estdo apresentados sob a forma de um artigo publicado e um
manuscrito aceito, 0s quais encontram-se nos itens “ARTIGO e MANUSCRITO ACEITO”.
As secOes Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias encontram-se nos proprios
artigos e representam a integra deste estudo.

Os itens DISCUSSAO e CONCLUSOES, encontrados no final desta tese, apresentam
interpretacdes e comentarios gerais a respeito dos resultados apresentados nos artigos. As
REFERENCIAS referem-se somente as citacdes que aparecem nos itens INTRODUCAO e
DISCUSSAO desta tese.
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2 ARTIGO 1

Anemia falciforme induz alteracdes na atividade da E-NTPDase/E-ADA em linfdcitos
periféricos e na secrecao de citocinas em pacientes sob tratamento

Sickle cell anemia induces changes in peripheral lymphocytes E-NTPDase/E-ADA
activities and cytokines secretion in patients under treatment

Livia G. Castilhos, Pedro H. Doleski, Tatiana M.D. Bertoldo, Daniela F. Passos, Claudia de M.
Bertoncheli, Jodo F.P. Rezer, Josiane B. Schlemmer, Daniela B.R. Leal.

Publicado na revista “Biomedicine & Pharmacotherapy”
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Shciche ol Jresmia

Liddecell anemia (SCA) i characterizad by hemaoglabin palymeriztion that resmlts in sickle.chaped ned
blood cells. ﬁ:mmhﬂ'nh:md:im by sickle erythrocytesi s often inflammatory, and puriner gic sys tem
ecto playan role in modulating the inflammatory and immune response. This study
aimmed hm*hmm:mdmmnﬂmw}mdﬂm patients, as weell 25
werify the oytoldne profile in this population Fifteen SCA treated patients and 30 health sub jeds (ol
group ) wene s=lecisd. The peripheral lymphooyies wene isolated and E-NTPase= and E-ADA activities
e from diot farmation for the cytald nes quantificat on. E-NTPliass
{ATF and AD Pas substraie)and E-ADA (adenosine as substrate ) 2ot vities wene i noreased in ly mphooytes
from SCA patients (P-: @O01). The THF-x and Il serum oytokines showed decnessed on SCA patients
comparing to contnal (F e @001} The regulation of exracellular nuclsotides nelegssd in nesponse to
hypaia and inflammation through E-NTPOa=z= and E-ADA smrymes represent an impartant aomntral of
purine-medizied in the SCA disease, avoid ing elevated aden osne | eves in the extraod] ular mesdiom and
CONSsqUENt argamn injuris hth:mpnﬁmh.f}up‘n-:hﬂmrqhhu decrmsed levels by use of
the pro-infl and prevent vaso-oclusive oisis.

n!ﬂ]SEhnﬂ' Mamson SAS. All rights neserved.

E-NTPDuse drtermined Serum was s}
Cyoiine

hyd reocyurea ooour in attempt to nedy
1. Introdisction

Homorygois sickle cell anemis (SCA ) 5 an sistoSomal mece st ve
chronic hemoglobinophathy charaderized by sbnomal globin
chain of hemoglobin content of the red blood cells (EBC) which
result it s sickle shapes, sttraction of RBCS o each o ber, and
polimerization in a low oxygen environment The molecular
alte ration of the sickle hemaoglabin is a point mutation | GAG-GTG)
in exon 1 of the 8 glabin gene resulting in the substitution of
glutamic acid by valine |1]

Two major pathophysiological processes drive the manifesta-
tions of this disere: vaso-oocluson with ischemis-reperfusion

* Comegponding authers at Deg e Micmbiologia ¢ Parasindogia) 005
LPFSM, Ui rsicka e Fevlem] e Santa Marla (UFSM) Friio 70 - Sala 410
Tel: +55 55 3230 958,
E-mudl atremes: Tiiagelain@gmail com (LC. Casrilhe), daniela lea Mhufsm br
[DER Lal}

Thivgpe: e sad ang 1 01 01 6] Eedapha 20150501 1
0753-330%}e 1015 Buevker Macoon SAS. AN rights ressrvad

injury and hemolytic anemia Acute vaso-ooclusive min is caused
by entrapment of enythmcytes and lewcocytes in the microc rous
lation, caising vasoular obstrsct on and tissee ischemia Although
this process redquires HbS polymerization, the event that triggers
the vascular olstrwction by sickle erythrocytes is often inflamma-
tory 2]

Inflamma tory mechanisms play a major role in the pathobiol-
ogy of sickle cell disease (5CD) |3] lschemia and reperfusion
injury with resultant sctivation of inflammatory cells has been
implicated a5 an important contributor to the pathophysiology
and disesse mechanism of vascular eochsion during sickle cell
disease |4] The lymphocytes may alio be important in the
vascular pathology of SCD and they are all involved in leukocyte-
RBC adhesion In fact, T-lymphocyte responses appear to be the
mast altered in 50D |5

lschemic events produced by the occlusion of both large and
small blood vessels are stresaiul and involve intricate interad ions
betwean red bilood cells, the endothelivm, and leukocytes |6). The
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T cells, subdivided based on their ssociated cytokines, play a
crudal role ininflammatory responses, 2 nd ¢he bl e of cytolkine
responses is believed to play an important role in ooondinating
an effective immiune response, even wnder inflammatorny comdi-
tions |7]

Pathologic conditions swch a5 inflammation and ischemia are
msocisted with the extracellular release of nucleotides, particu-
lady of ATP and ADP |8 | In response of that, ATP is relessed from
intracellular storage podls inte the extracellular compartment
from cells and converted to sdenosine (ADD), increxsing the
extracellular adenosine levels from nanomolar range up to
millimolar range 9] This ADD production is increased and
mediated by two sequentisl enrymes, E-NTPDase (CD39) and 5'-
NT niecleatidase (CD73) E-NTPDase, s member of the ectomue] eo-
tide triphosphate diphoipholydmilse family, converts ATP and
ADP into 5-AMP, whereas 5NT, converts 5-AMP into ADD
[10). ADD levels sre controlled by ADD kinsse (AKL which
rephosphorylstes ADD, and by ADA which converts ADD into
insine |11

Considering that trigeers the vasular abstrudion by scke
erythrocytes is ofen inflammatory, and the purinergic system
ecto-enzymes play an important rele in modulating the inflam-
matory and immune response [ymphocytes, it is estremely
relevant to evalisate the E-NTPDase and E-ADA in lymphocytes
of SCA trested patients, 25 well 2 the hematolagical parameters

and cytokine profile.

2. Material and noet hods
2.1 Chemicalk

The substrates ATP, ADP, adenosine, a5 well a5 Trizma base,
Coomassie Brilliant Blue G amd bovine serum slbumin wene
obitzined from Sigma Chemicsl Co (S Lowis, MO, USA) and KaHPO,,
from Rasgen All the ofler chemicals used in this e xperiment wene
of the highest purity.

22 Parients and samples

The sample consisted of 15 SCD patients and 30 healthy
subjects 25 & contral group. The dizgnosis of 50D was based on
International Statistical Clussification of Diseases and Related
Health Prablems (ICD 10 (D 57.0057.1) [12] All patients were
v g curme ntmedications, sch s Folic Acid and Hydroxyres
The subjects gave written informed consent to participate in this
study and the Human Ethics Committee of the Health Sciemce
Center from the Federsl University of Santa Maria approved the
protocel under niember 512074 In this study, subjects with
altered bood pressure, sl ool ism, o garette smaking or di sgnostic
of diigbetes mellitus, sutoimmune disease and i mmunode fice ncy
were excluded from this study. Sickle cell anemia patients who
received blood trandusion st lexst two months before were also
exicluded Four milliliter s of bl ood were olbitained from each patient
and used for lymploces preparation amd oflser bischemical
determinations. The same procedure was camried out for the

oonitrol growp.
2.3 Hematological detersnation

A complete blood count was peformed in the sam ples collected
in tubes containing 72 mg dipotassdum EDTA anticospulant and
processed on SYSMEX XT-18004 Roche Diagnost IC, USA equip-
ment Fetal hemoglobin wat mesured by the Betle method
acconding to Masum (1987) |13

2.4 [solation of hrmphoacytes from human blood

Lymphocytes-rich mononuclear cells were isolated from
periphersl hiuman blood collected with 72 mg dipotassivm EDTA
a5 anticoagulant and separated on Ficoll-Histopague density
gradients a5 described by Biyum [14] The percentage of
Iymplocytes was superior o 93% x5 previowsy outhined | 15] Right
after lymphocytes separation, cell viability was determined by
mexsuring the activity of lactate dehydroge nase (LDH) present in
the sample, using the knetic method of the Labquest 2 pparatus
(Diagnostics Gold Anslyrer) The procedure was repasted before
and after the incubstion period and samples with more than 10%
of disrupted cells were excluded

2.5 Protein derermination

Protein was mesared by the Comasse Bl method scoonding
o Bradfond (1976) |16] using semwm albumin as standard.

2.6 E-NTPDa:ze activiry daermination

The E-NTPDase activity in lymphocytes was determined as
previously described by Leal et sl (2005) [17) in wihich the
resction medium contained 0.S5mM Call, 120 mM Mall, 5 mM
Kol 80 mM glucose and 50 mM Tris-HO buffer at pH &0, with
a final volume of 200 pl Twenty micrditers of the intact
i dear cells dedd in saline solution was added to
the reaction medivm | 2-4 pg of protein), and pre-incubated for
10 minat37 °C; incubation proceeded for 70 min. Thereactionwas
imitisted by the addiion of substrate (ATP of ADP) st & final
concentration of 2.0mM and stopped with 200 pl of 10%
trichloracetic acid (TCAL The released inorganic phosphate (Pi)
was asmayed by a method previously described by Chan et sl
(1986) | 18] using malachite green as colorimetric reagent and
KHaPOy &5 standard Controls were camied out by adding the
enzyme preparation sfter TCA sddition to correct for non-
enzymatic nucl sotide hydrolysis. Al samples were runin triplicate

and the specific activity is reported 25 nmol of Pi rele xoed/min/mg
of protein

2.7. E-ADA acthvily determ ination

ADA asctivity in lymphocytes was measured by the method of
Giusti and Galanti (1984) [15], which is based on the direct
messurement of the krmation of ammonia prodsced, w hen ADA
ads in exaess of sdenosine Briefly, 25 pl of lymphocytes reacted
with 21 mM of the substrate | adenosine |, pH 6.5, and imcubation
was carried outfor 1 at 37 °C The reaction was stopped by adding
106 miM and 1678 mM sodiem fitroprusiste and hypochlonte
solution. Ammoniem sullste of 75 pM was wied 25 ammonwm
standarnd All the experiments were performed in triplicate and
thee valwes were expressed in UL for ADA sctivity. Ome wnit (1)
of ADA is defined a5 the amount of enzyme required to relexse
1 mmol of ammonia per minwte from adenosne at standard assay
oot o

2.8 Invitrogecrs of drugs used in the treatment of SCD patients o
E-NTPDaze and E-ADA ocihvifies

The it vitro efects of Folic acid and Hydmogyurea on E-NTPDase
amd ADA activities were evaluated lsalated lymphocytes from
Toeealth sibject s were incubated with Falic scid and Hydrsyunes in
thee mediem reaction x5 previously described The concentraticns
of this dnegs wsed in vitro were based on the mean plasma valwes
of the medications [2021]
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2.9 Separation of Mood senmm

The bload sampiles were collected in tubes without anticoagu-
lant and sfter the clot formation were centrifuged st 1400 g for
15 min at room temperature. The resultant serum samples were
aliquotted in microtubes and kept on jce until the cytokines
quant ification

2.1, Cytokines meos iremenl

Serum cytokines were simult amneously mes siired by Cytome tric
Besd Array. The b ma nTh1Th2Th17 kit BDBistciences, Sanjose,
CA, L5A) was applied following manufscturer instrod ions
Qruantitative realts wene generated using Accur (low cytome ter
and FCAP Array software.

2.11. Statistical analysis

Variables were expressed as mean +standard emors mean
[SEML The duts abtxined vwere snalyzed sutistielly by the Students
t test for independent sxmples and one-way ANOVA followed by
Dunnetts Multiple Comparison Test Diflerences were condsidered
significant when probability was P < 005

3. Results
1.1 General and hematological characterisiics of the patiens

The samples were constituted of 30 healthy patients with a
means male age of 29 (range: 19-37 years old) and mean kmale
age of 23 (range: 18-35 years odd), 25 2 control growp. The HbES
group (5CA) was composed of five male and ten emale patients
with a2 mean male sge of 33 ( range: 31-38 years old) and mean
female age of 26 (range: 18-51 years old) These patients were
using for reatment & dose of Smgkgiday and 35 mg/kgiday of
Falic Acid and Hydrmsyures, respectively. Hematologcal dete mmi-
nation in SCA patients and control group are expresed in
Table 1. The results obiained for HbF (P< @01, n= 151 WBC
(P < 00D, i =151 RIW (P < 0001, #t=15) and platelets count
(P <0001, n=15) have shown increased in patients with SCA
when compared to cont rol group Already, the results ol sined for

Takde 1
[Hraa oo o | e A A e i it i shciche ool aneimia (0] and coaanal

groop.

Tnem Commed SCh R Qo
WEC (= 1%L} E33+033 115500 1E0-11.00
Memphils [ 10%pl) 5542003 490034 LS0-To0
Lymphocyes (= 10%pl) 344000 3552009 LOD-450
Monscyres [ I0%pL) 073005 Q91000 QI0-Lo0
[x1fjul} 024003  0IE+00E 0-050
Euasophils |« 10 L} OO4+000  ODS+0U00 o-aIn
BEC [ = 10l ATEX0JD  257x01F 4061
HEA [ g} 14152031 R3O 115-TTE
HEF X} 151 +087 2253+40F  00-20
HCT (X} 4174072 M4Ex08T 363
BACV (P} ETAI+0HE  SESE+0ED S0
BACHC (AL} IEEE004  IIOS+041 31-3
BN (X} 1303 +000  1933:07F 135
Flarehers (=« 10 L} J4IE+ 1157 ATE+4L87  140-30

Continoos varlabhes ane pesented 25 means T and rhe o wiabls aE
shvem & peenge Coaps conmrol and SCA (shcie ool anemia). [ (] india e
e e e i e g, P 000 Solioveed by P 0000, wihn= 15 (Sosdes'sr
me M e el T ). WEC: wliine Blowd] ool BEC: e Bodoand el HEWA
heemogibbdn A HbF: ool Demogibbde; HCT: hemorooric; MOV: metan cospesoalar
ke, BATHC: meran I godin EDWE: mad el
il widh,

* Taben frem Failase (D03 )

RBC (P < 0,001, it= 15 L HBA(P < 0., si= 15) and HCT (P < 0,001,
= 15) are decreased in patients with SCA scconding to control
Broup.

3.2 E-NTPDue adiviry determingtan

Fig. | Aand B shows the ATP and ADP lydrolysis by E-NTPDaxse
in lymphooytes of patients with SCA and control group. Resulis of
Iymiphocytes E-NTPDase activity with ATP a5 sulsirate are shown
in Fig 1A The hydrolyss of ATP is sltered in patients with SCA
(598 nmal of Pijminmg of protein; SEM = 63; n=15; P < 005
demonstrating that ATP hydralysis & 52.5% increase when
compared to the contral group (C) (392 nmol of Pifminfmg of
protein; SEM=2.4; n =300 ln sddition, results obtained for the
Iymipleecytes E-NTPDase activity with ADP a5 substrate are shown
in Fig. 1B, where the ADP hydrolyss is alo increased by 692%
in the SCA group (648 amel Piminfmg SBM =70 &= 15
P = 0U05) wiven compared toC (383 nmal of Pifmin/mg ol protein;
SEM=29; n=30)

3.1 E-ADA activily deferimination

Resulis obtained for sdenosine deaminastion by E-ADA are
shown in Fig. 2. The ademnotine deaminat jon is altered in patiemnts
with SCA_ This activity is 788X higher in SCA patients (47 21L/L;
SEM =217, n=15 P 005) than control patiemts (264000
SEM = 21T7: i =30)

34 Invitro effeds of drigs used in the freatment of SCD patients on
E-NTPDdee dafid E-ADA acfiviries

Results obtained for the in vitro effects of E-NTPDase and ADA
activities are shown in Table 2. Both enzymes were not altened
wihen folic acid and hydrmosgures dregs were whed in the resction
medium (P = 005 n=15)

A

ATP hydrobysis
{nmal PUmin/mg pratain)

"w- M
I
i .-
qo| R W

Fig- 1. AT (A} and ADP (B) hydraiysis in lpmphocyies of SCA andcanted parkents.
Excryme: spaciflc a0 Bvities are mpanad a3 named of P ree e diminimg of praein.
Wbl ¥ il ool ot et [ SE DA ). [ et
mettam+ SEML ] indicares o significang P 0U000, with e - 30 [ooamaland a=- 15
[SCA] (Sradenr’s ¢ sy for indepenadent mphes]
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1.5 Serum cytokines levds of S04 and @nirol patients

As show in Fig 3, the average serum leveis fior INFy and 1L-17
pro-inflammatory cylokines showed no statistical differemce
etween control group and SCA patients (P 05, = 151 Other
pro-inflammatory cytokines, such a5 IL-6 and THF-a, showed
sigmifi cant statistical difference from cont rol growp to SCA patients
The I-6 levels decressed GR4% in SCA patients {59 pgjml:
SEM =009 fi=15; P<005) compared to contral (187 pejml:
SEM =46, = 15 ), while THF-x diminished 3883 itslevels( 1.6 pgf
ml: SEM=07; fi=15; P«c001) according to control group
(1428 pgiml: SEM =371 fi= 151 The ather three ctokines
evalusted (IL-2, 1L-4 and 1L-10) showed no statisticsl difference
(P 0005, = 15)

4. Discussion

Sickle cell anemis i characte rized by hemagl obin polyme iz a-
Gon that results in sickle-shaped red Hood cells, vaso-ooc] wsion,
Ivemoidytic amemia, and vascuhem-e ndothe lial dy st on, causing
pain, argan injury, and eafy morality. Clinicsl symplams begin
with a physiclogical declime in feisl hemaogiobin conoentration
(HIF) |2 Fetal hemoglabin is 2 knmwn genetic modifier of sickde
oell diseste Furthe more, high HbF levels decresse the i diensces
and severity of vaso-occhsive scute painful episodes, slong with is
associsted with increased survival |22

In the present study, we evaleated the HBF levels in patients
with SCA The levels are incresse in these patients when companed
to health subjects. The higher HEF levels within red cells may
reduce SCA severity due to its shility to dilete and inhibit HbS
pohymerization and redice the mean compuscilar HES comnoentrs-
tiom [223) The increased in HbF levels observed in our study, can
e attribiuted to the hydnosyunea [HU) wsed by these SCA patients
HU is & cytoststic sgent, which depletes the intrscellular poal of

Tabile 3
b v e v o HLY el Findic Akl oo E- TP Dz | AT amedl ADVP by iy s and E-
ADA acivisies in hymphorytes of SCA patiens and conmol guap.

ATP iydvaly ADP brydirciy MDAty
(i P i/ (marmecd Fijmin/ (L}
i paceEn; i |proasing
Comral 5835 £ 459 4EEE5H 1253+353
Follic il 053351 4500 4. IET+438
Hyroayune 5144335 518430 ILTT 15T
Exzyme specific d, d vy and

L. Gremps: © (conmed], AF (folic acid) and HU (bydrovyone ) Variables were
PR 35 I o S e o of St et (SEMAL P QU06, et = 5 a1
ANIDVA-Denme's Malvipls Comparios Test).

deaxyribonucleotides required for synthesis and repair of DNA,
and this action & due min}ﬂﬁﬁ:mnfutzjm.t ribonucleatide
reductase s hematological effects include incresses in HbF
percentage, reducing hemaolyss and proven clinical eficacy for
preventing aquite vao-ooclsive events [24] The wse of HU
produces macrodytosis, hindering the recognition of folic acid
deficiency, thus it & recommended concomitant prophylactic
employment of folic acidin this patients |25

Among others parameters evalwated inthis study, the RDW and
platelets count are incresss in SCA patients, when compared to
control subjects and the reference range. Cormoborating with our
resuits, Bowers et al (2013) |26] and Olaniyi (2014) |27] found
platel ets comncentration; RIW and WEBC increased when companed
Tsealtlvy patients and subjects with sickle cell disasse. Signifbeantly,
elevated platelet and white cell count in SCA patients confirm
chronic inflamma tion a5 a oontr butory pathogenic mechanism in
SCA

Recument vaio-occusions, hemolytic events and endothelial
cell activation indwe 2 continwows inflammatory response in SCA
|28, and bislogical markers sweh a8 leukooytosis huve been linked
1o disesse severity [ 29.30] The present study shiw s us an incresse
on WEC muember in SCA patie nts when compared to heath subjects
According to Bandeira et . (20014) |31], SCA patients have an
imcrea sedinflammatory profile, and the sdhberent leukocytes play a
direct rode in the vascular occlusions caused by sickle cell disesse,
which manifests 25 increased levels of infl ammatory cytokines
decrexied biomailability of nitric oxide, and axidative stress
|32 Inflammatory cytokines, swch 26 THF-a, IL-5, and 1L-17, have
been shivwn o be important in the inflammatory process They
are produced by sctivated endothelial cells and in tum play
a sgnﬁum mele in vaso-ooclusive crisis in Sickle cell disease
[33-36L

Previous studies have demonstrated incressed levels of
circulating THF-a in 5CA individuak in steady-state [37] and
during crigs events |38] With regard receiving hydroxyurea
therapy, decressed levels of TNFa were observed on hydroxy-
urea-treated patients in our study. Comoborating studies as
Lanarget al. (2009) |39 found that HUtherapy decre xsed plasma
TMF -txlevels sigmifbea iy Thessme ha ppens d with Keild ssi etal
(2013 |40), where decressed levels of THF-a were observed on
hydroxyurea-treated patients compared to those not receiving
hydmoyures

The HU has several well-defined beneficial efects that could
comitrbaste by & reaction in the adbedve properties of erythrocytes,
leukocytes and adhesive properties [41) which an also been
ol atifeg the ctakines production in this contesxt Colella et al
(2012 |42 ] say that the HU therapy can modulate the cytokines
markers in patients with 5CA, and it is associated with reduced
levels of THF- In this study we ako find THF-w, 25 well x5 16
leve] decreasedin SCA patients. Studies have indicated that THF-x
is the main mediator of the scute inflammatory response and that
elevated plasma levels of TNF-a stimul ste the production of 1L-6
which in turn is also responsible for the relexse of scute phase
proteins in inflammation |43,44 ]

In responde (o hypois and inflammation in 5CA pathology,
damage-sssnciated moleculsr pattern maoleciles (DAMPs) are
relessed from erythrocyte hemolysis and others injured cells all
the time |45] The nucleotide ATP is increasingly released from
these cells into the extracellilar space, sl can modilsting the
immune response through its capacity to bind and sctivate
maultiple nucleotide receptors family members |46.47]

Physiological concentrations of extracellular mucleotides are
ususlly in nanomolar range [48), whilst injury amnd ofher
pathological conditions, swch a5 inflammation, hypoxia and
ischvemia, induce the ma sive relexe of ATP and ADP from damage
and stressed cells into the extracellulsr space [43) In high
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comcentration, ATPand ADP act a5 tssiee-derived distres signak as
DAMPS that initiate immume responses | 50 Extracelhiar ATP and
adenosine levels, x5 well 25 the sulsequent purinergic signaling,
can be physiologically 2 nd dymamically contralled by the action of
ectonuclestidases expresed in immune cells |51] E-NTPDase
(CD3%) is the membrane-bound enryme involved in the break-
devwn af ATP and ADP o AMP, wihich is 5 qu entially nydrobyzed by
F-nucleotidate to sdenosine |52 E-ADA i another important
enzyme that catalyzres the irreversible deamination of adenosine
amsdl F-densy sdenosine 1o inosine and 27 -deaoinosine regpective-
Iy, therefore contributing to the removal of adenosine from the
extracellular compartment |53 This enzyme has fndamental
bialogical ol in the proliferston and differs ntiation of lymphaid
cells, particulady T hymphocytes, and maturastion of monsocytes,

performing an important function in the immune system and
inflammatony proceses.

Base on that, we investigate the sctivity of E-NTPDuse and E-
ADA in lymphodytes of treated patient s with SCA The resulis show
anincrease on E-NTPDase sctivity (ATP and ADP) in SCA patients
when compared to individiuals without hemoglobinopathies
Alterations in this enryme sctivity have been sko observed in
lymphocytes of others hypoxia and inflammation conditions
[46.54] bust still not in hemoglobinopathies patients. Inoersed
activity of E-NTPDase leads to incressed ATP and ADP hydrolysis,
leading to the maintenance of their appropriste levels, since high
concentrations of ATP in the extracellular medium activate the
pro-inflammatony pirinergic PIXT receplor and contribites to
tissue damage amd inflammation |55]
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To be sure that E-NTPDase increased asctivity is from 5CA
disexie, we also investigate by in vitno assay, if Folic Acid and HU
could be modulating the E-NTPDase activity. The results showed
that both drigs could net modily the E-NTPDme sctivity in
Iympihoaytes, may then xsign that this activity is from E-NTPDase
present on SCA lymphocytes cell surface Silva-Pinto et al (2014)
|56] studied the cell surface expressions of CD39 and CO73 ecto-
enzymes in SCA patients, but no modulastion of CD39 expresion
by HUin these cells was found. It comoborate with our study wiven
we found that HU did not modulste the E-NTPDase sctivity.

Multiple lines of evidence have demonstrated that ADD,
prodiect 25 a result of the coondinsted function of E-NTPDase, is
pivotal in protecting tissue sgains hypoxic and ischemic insults
|57 In many indances, ATP dgmaling drives pro-inflammatory
respondes, and hyposds-de pendent enhancement of ATP conver-
Sion o ADD hunctions as an endoge nous fee dback loop to dampen
exceddive inflammatory injury [58) Knowing sbout ADD impor-
tance in this context, we il investigate the E-ADA sctivity in
Iymphooytes of SCA patients, and we find an incressed activity
when compared to health subsjects.

Hypoxia and inflsmmation are sssocisted with incressed
production of adenosine from its precursor molecules, thereby
& uil'ti g thee balamce from pro-i nflamma tory ATP s gnaling towards
anti-inflammatory ademnosine sgnaling |55) Since these enrymes
act in & cascade, we can suggest that the 5°-nucleotidase activity
oold be sl5oincreased resulting ina grester amount of sdenos ne
inthe extracellulsr medium 1o compendate the pro-inf]amma oy
effects of ATP.

Adenine levels are s gnificantly elevated in the circulation in
SCD patients and mice, and can signal th ADDRAZE to
ot baste to s ckding, multitissse damage [45 ] As observed in our
results, the increase on E-ADA activity contributes to avaid
elevated adenotine levels in the extracellular medium and organ
imjueries, and beddes contribate to increase the inodine |evels in the
extracellular medium. Inosine is another endogenows purine
nucleos de, which has multiple anti-inflammatory efects and is
able to decrease the production of 4 host of pro-inflammatory
mediators, and suppress THF-a |60

As done with E-NTPDuse invitro assay, we alo evalusted il the
treatment used for SCA could be modulating the E-ADA activity
in this patients. According to Silva-Finto et al. (2014) [56] the
(D26 (which binds to ADA that converts ADD into iosime)
expression is higher in T lymphocytes and NK cells than in B
Iymphocytes, but there was no modulation of its expression by
HU on these cells This result comoborate with owrs when we
Tound that the both drugs could not modily the E-ADA activities
in hympiocytes.

The regulation of extracellular nuclestides relessed in
responde bo hypoiia and inflammation through E-NTPDase and
E-ADA enrymes represent an important contral of purine-
mediated in the SCA disease Besides, E-ADA enzyme was able
o convert sdensine rapidly avoiding elevated sdenos ne levels
inthe extracellular medium and organ injuries in these patients.
The cytoki nes profi le regarding HU tre sted patient s is modified in
attempt o reduce the pro-inflammatory response and prevent
vaso-oclusive crisid In all, forther studies will be conducted by
our research group to quantify the expression of purinergic
enrymes and receptors in order to contribute o a better
e ratamding of purinergc signaling modulation and the illness
[IEE T
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Abstract

Sickle cell anemia (SCA) is a hemoglobinopathy characterized by hemolysis and vaso-
occlusions caused by rigidly distorted red blood cells. Sickle cell crisis is associated with
extracellular release of nucleotides and platelets, which are critical mediators of hemostasis
participating actively in purinergic thromboregulatory enzymes system.This study aimed to
investigate the activities of purinergic system ecto-enzymes present on the platelet surface as
well as CD39 and CD73 expressions on platelets of SCA treated patients. Fifteen SCA treated
patients and 30 health subjects (control group) were selected. Ecto-nucleoside triphosphate
diphosphohydrolase (E-NTPDase), ecto-5'-nucleotidase (E-5'NT) and ecto-adenosine
deaminase (E-ADA) activities were measured in platelets isolated from these individuals.
Results demonstrated an increase of 41 % in the E-NTPDase for ATP hydrolysis, 52% for ADP
hydrolysis and 60 % in the E-ADA activity in SCA patients (P <0.05); however, a two folds
decrease in the CD39 expression in platelets was observed in the same group (P <0.01). The
increased E-NTPDase activity could be a compensatory mechanism associated with the low
expression of CD39 in platelets. Besides, alteration of these enzymes activities suggests that
the purinergic system could be involved in the thromboregulatory process in SCA patients.

Keywords: Sickle cell anemia; Platelet; CD39; CD73; Adenosine deaminase

44



1. Introduction

Sickle cell anemia (SCA) is a consequence of a point mutation in the gene encoding p-
globin resulting in a single amino acid substitution of -6 glutamic acid to valine, leading to
sickle shaped hemoglobin (HbS). This hemoglobin polymerizes after deoxygenating to form
polymer crystals within the erythrocyte in individuals with two copies of the mutated allele [1].
Vaso-occlusive crisis is the main clinical manifestation and caused by a mechanical obstruction
of small blood vessels by rigidly distorted (sickled) red blood cells [2]. Ischemia and
reperfusion injury with resultant activation of inflammatory cells have been implicated as
important contributors to the pathophysiology and disease mechanism of vascular occlusion
during SCA [3].

Sickle cell crisis is associated with the extracellular release of nucleotides, particularly
adenosine triphosphate (ATP) and adenosine diphosphate (ADP) [4]. Platelets are well known
for their function as critical mediators of hemostasis including platelet adhesion, aggregation,
and subsequent formation of a platelet thrombus [5]. Circulating platelets in these patients are
chronically activated and platelet aggregation may be increased [6;7]. This could be attributed
to the increased number of young, metabolically active platelets or increased plasma levels of
platelets agonists including the adenosine diphosphate or thrombin in the blood of sickle cell
patients [8;9].

Nucleotides released into the extracellular compartment, ATP (and ADP) functions as
agonist on purinergic P2 receptors. After activation of ATP receptors, P2 signaling is terminated
by diffusion of ligand away from its receptors, and hydrolyzed to adenosine. This process
occurs in two separate steps under control of specific ectonucleotidases [10]. During hypoxia,
adenosine (ADOQ) production is increased and mediated by two sequential enzymes; E-
NTPDase and E-5-nucleotidase. These enzymes have similar orientation toward the

extracellular compartment. E-NTPDase (CD39); a member of the ectonucleoside triphosphate
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diphosphohydrolase family, converts ATP and ADP into adenosine monophosphate (AMP),
whereas E-5'-nucleotidase (CD73); converts AMP into ADO [11;12]. Following these steps,
ADO levels are controlled by ADO kinase which rephosphorylates ADO, and E-ADA, which
converts ADO into inosine [13].

The nucleotide ADP is the main promoter of platelet aggregation [14], whereas
adenosine is a potent inhibitor of this aggregation and an important modulator of vascular tone
[15]. Moreover, studies have demonstrated that ATP has a complex role in the regulation of
platelet aggregation. High ATP concentrations inhibit aggregation induced by ADP, but low
concentrations can contribute to enhanced collagen, thromboxane A2, and thrombin-induced
aggregation [16].

The importance of purinergic signaling ectoenzymes and platelets in homeostatic
regulation of several cases of ischemia and reperfusion have been reported [17;18]. However,
there is limited information on the effects of these enzymes in SCA patients. Based on this
novelty, it is extremely relevant to evaluate the ectonucleotidases activities such as CD39,
CD73 and E-ADA, as well as their expressions in platelets of SCA patients, since these enzymes

are platelet membrane-bound and are able to control the extracellular nucleotide levels.

2. Material and methods

2.1 Chemicals

The substrates ATP, ADP, AMP, adenosine, as well as trizma base, coomassie brilliant blue G
and bovine serum albumin were obtained from Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA) and

K2HPOs, from Reagen. All the other chemicals used in this experiment were of the highest

purity.
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2.2 Patients and samples

The sample consisted of 15 SCA patients and 30 healthy subjects as a control group. The
diagnosis of SCA was based on International Statistical Classification of Diseases and Related
Health Problems (ICD 10) (D 57.0/57.1) [19]. All patients were currently receiving
medications, such as folic acid and hydroxyurea. The subjects gave written informed consent
to participate in this study and the Human Ethics Committee of the Health Science Center from
the Federal University of Santa Maria approved under the registration number; 512.074.
Subjects with altered blood pressure, alcoholism, cigarette smoking or diagnostic of diabetes
mellitus, autoimmune disease and immunodeficiency were excluded in this study. SCA patients
who received blood transfusion at least two months earlier were also excluded. Four milliliters
of blood were obtained from each patient, used for platelets preparation. The same procedure

was also carried out for the control group.

2.3 Platelet preparation

PRP was prepared by the method of Pilla et al. [20] with slight modification by Lunkes et al.
[21]. Briefly, peripheral blood was collected in 129 mM sodium citrate as anticoagulant and
centrifuged at 160 g for 15 min. Afterwards, the PRP was centrifuged at 1400 g for 30 min and
washed twice with 3.5 mM HEPES buffer, pH=7.0, containing 142mM NaCl, 2.5mM KCI and

5.5mM glucose. The washed platelets were suspended in 3.5 mM HEPES buffer, pH=7.0.

2.4 Protein determination

Protein was measured by the Comassie Blue method according to Bradford [22] using serum

albumin as standard.
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2.5 E-NTPDase and E-5’-NT activities

The E-NTPDase enzymatic assay in platelets was carried out in a reaction medium containing
5 mM CacCl,, 100 mM NaCl, 4 mM KCI, 5 mM glucose and 50 mM Tris-—HCI buffer, pH=7.4,
at a final volume of 200 puL as described by Lunkes et al. [21]. For AMP hydrolysis, the E-5’-
NT activity was carried out as previously described, except that the 5 mM CaCl, was replaced
by 10 mM MgCl,. Twenty microliters of the isolated platelets (8-12 ug of protein) was added
to the reaction mixture and pre-incubation proceeded for 10 min at 37°C. The reaction was
initiatedbythe addition of ATP or ADP at a final concentration of 1 mM, and AMP at a final
concentration of 2 mM, and the time of incubation for 60 min. Both enzyme assays stopped by
addition of 200 uL of 10% TCA to provide a final concentration of 5%. Subsequently, the tubes
were chilled on ice for 10 min. The inorganic phosphate (Pi) released was measured by the
method of Chan et al. [23] using malachite green as the colorimetric reagent and KH2PO4 as
standard. Controls were carried out to correct the non-enzymatic hydrolyses of nucleotides by
adding enzyme preparation after 10% TCA addition. All samples were tested in triplicate.

Enzyme-specific activities were reported as nmol of Pi released/min/mg of protein.

2.6 E-ADA activity

E-ADA activity from platelets was determined according to Giusti and Galanti [24] based on
direct measurement of the ammonia formation, produced when adenosine deaminase acts in
excess of adenosine. Briefly, 50 pL of platelets reacted with 21mM of adenosine were incubated
at 37 °C for 60 min, pH 6.5. Afterwards, the reaction was stopped by adding a solution of 106.2
mM phenol and 167.8 uM sodium nitroprussiade and a 0.082% hypochlorite solution. The
amount of ammonia produced was measured at 620 nm and results reported as U/L.One unit
(1U) of ADA is defined as the amount of enzyme required to release 1mmol of ammonia per

minute from adenosine at standard assay conditions.
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2.7 In vitro effects of drugs used in the treatment of SCA patients on E-NTPDase, E-5’-
NT and E-ADA activities

The in vitro effects of folic acid and hydroxyurea on E-NTPDasee, E-5-Nucleotidase and ADA
activities were evaluated. Isolated platelets from health subjects were incubated with folic acid
and hydroxyurea in the medium reaction as previously described. The concentrations of this

drugs used in vitro were based on the mean plasma values of the medications [25].

2.8 Flow cytometry analysis

To analyze the CD39and CD73 expression on platelets of SCA patients, the blood was collected
in tubes containing 7.2 mg dipotassium EDTA anticoagulant. Anti-human monoclonal Ab
specific for CD61, CD39 and CD73 were conjugated to fluorescein isothiocyanate (FITC),
Peridinin Chlorophyll (PerCP) and phycoerythrin (PE) from BD Biosciences (San Jose, CA).
Platelets were analyzed by flow cytometry using an Accuri C6 flow cytometer (BD

Biosciences).

2.9 Statistical analysis

Variables were expressed as meanzstandard errors mean (SEM). The data obtained were
analyzed statistically by the Student's t test for independent samples and one-way ANOVA
followed by Dunnett's multiple comparison test. Differences were considered significant when

probability was P < 0.05.

3. Results
3.1 General characteristics of the patients
The samples comprise of 30 healthy patients with an average male age of 29 (range: 19-37

years old) and average female age of 23 (range: 18—-35 years old), as a control group. The HbSS
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group (SCA) was composed of five male and ten female patients with a mean male age of 33
(range: 31-38 years old) and mean female age of 26 (range: 18-51 years old). These patients
were administered 5 mg/kg/day and 35 mg/kg/day doses of folic acid and hydroxyurea

respectively.

3.2 E-NTPDase and E-5’-nuceotidase activities

Fig. 1A and B shows the ATP and ADP hydrolyses by E-NTPDase in platelets of patients with
SCA and control groups. Results for platelets E-NTPDase activity with ATP as substrate are
shown in Fig. 1A. The hydrolysis of ATP is altered in patients with SCA (11.0 nmol of
Pi/min/mg of protein; SEM=0.9; n=15; P < 0.05), demonstrating that ATP hydrolysis is 41.1%
higher in this group when compared to control (7.8 nmol of Pi/min/mg of protein; SEM=0.8;
n=30). In addition, results obtained for platelets E-NTPDase activity with ADP as substrate are
shown in Fig. 1B, where the ADP hydrolysis is also increased (52.6%) in the SCA group (7.5
nmol Pi/min/mg; SEM=0.6; n=15; P < 0.01) when compared to control (4.9 nmol of Pi/min/mg
of protein; SEM=0.4; n=30). The figure 1C shows the AMP hydrolysis by E-5’NT in platelets
of patients with SCA and control group. The hydrolysis of AMP is not altered in patients with
SCA (3.5 nmol of Pi/min/mg of protein; SEM=0.3; n=15; P > 0.05), demonstrating that during
SCA the E-5°NT activity is not modified, comparing to control group (3.9 nmol of Pi/min/mg

of protein; SEM=0.4; n=30).

3.3 E-ADA activity
Results obtained for adenosine deamination by E-ADA are shown in Fig. 2. The adenosine
deaminase activity was altered in patients with SCA. This activity was 60.1% higher in SCA

patients (14.0 U/L; SEM=2.1; n=15; P < 0.05) than control patients (8.7 U/L; SEM=1.3; n=30).
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3.4 In vitro effects of drugs used in the treatment of SCD patients on E-NTPDase, E-5’NT
and E-ADA activities

Results obtained for the in vitro effects of E-NTPDase, E-5’NT and E-ADA activities are shown
in Table 1. The results revealed that none of the enzymes were altered when folic acid and

hydroxyurea drugs were used in the reaction medium (P > 0.05, n=15).

3.5 Flow cytometry analysis

Flow cytometry revealed significant decreased (twofolds) CD39* expression on platelets
surface of SCA patients compared with the control group (n=15, P<0.01; Figure 3A). The flow
cytometric analysis showed no significant difference for CD73 platelets expression between

SCA and control patients (n=15, P>0.05; Figure 3B).

4. Discussion

The blood cells of patients with SCA have tendencies to adhere to vascular endothelium,
start a a cell—-vessel wall adhesive interactions and vaso-occlusive crisis [26]. These findings
have led to the current postulation that an enhanced tendency of red blood cells (sickled and
non-sickled) to adhere to vascular endothelium and activate platelets and leukocytes as primary
causative factors of vaso-occlusion [27;28]. Circulating platelets in SCA patients are
chronically activated and this contributes to increased thromboembolic events, drives
inflammation and vascular injury [29].

Given the potential involvement of platelets in the pathophysiology of vaso-occlusion
in SCA and the crucial role that ectonucleotidases play in several physiological events, through
controlling nucleotides in the extracellular environment, we investigated the E-NTPDase and

E-5’nucleotidase activities in platelets of patients with SCA that are currently on drug treatment
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(folic acid and hydroxyurea). The observed increase in E-NTPDase activities (both in the
conversion of ATP to ADP and ADP to AMP) in SCA patients when compared to the healthy
subjects, could be attributed to erythrocyte destruction initiated by oxidative cellular injury and
activated thrombin action [30]. This agrees with previous results obtained from our research
group where increased E-NTPDase activity was also observed in lymphocytes of SCA patients
[25] and in vaso-oclusive condition [31]. In addition, alterations in these enzymes activities
have been observed in platelets of hypoxia and inflammation conditions [32;33].

Furthermore, a low CD39 expression in platelets of SCA patients when compared to
healthy subjects could be as a result of chemotherapy (hydroxyurea and folic acid) administered
during the experiments. These drugs may have modulated the E-NTPDase activity thereby
causing reduced expression of CD39. This is in agreement with the work of Silva-Pinto and
colleagues (2014) [34] where intriguing evidence for a reduction in the expression of CD39 on
T-lymphocytes and CD73 in natural killer cells of hydroxyurea (HU)-treated patients.
Furthermore, both CD39 and CD73 were also reported to be hypoxia-responsive and thus
reduction in their expression may directly or indirectly affect anemia [27]. Koziak et al. (1999)
[35] reported that the attenuation of E-NTPDase/CD39 expression in platelets and endothelial
cells of healthy individuals. However, the modulation of E-NTPDase/CD39 expression was
associated with platelet activation, thrombus formation and may be possible chemotherapeutic
targets [36].

Reduced degradation of ADP by ectonucleotidases contributes to the amplification of
ADP evoked aggregation [37]. To be sure that this E-NTPDase increased activity is from SCA
disease and not a result from therapy used by these patients, we also investigate by in vitro
assay if folic acid and HU could affect the activity of E-NTPDase. The results showed that both
drugs could not modify the E-NTPDase activity in platelets. This may be adjudged that this

activity is solely from the enzyme present on the cell surface of SCA platelet.
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The generated AMP by E-NTPDase/CD39 is further metabolized through the E-
5’nucleotidase/CD73 following the purinergic enzyme cascade [38]. In this study, it was
observed that there was no significant difference in E-5’NT activity between the SCA patients
and healthy subjects. This suggests that the AMP produced by E-NTPDase activities may have
been reconverted to ADP by adenylate kinase-1 (AK1) which plays a pivotal role in the
metabolism of circulating ADP [39]. The activity of AK1 activity has been proposed to be
distributed in the human plasma, platelets and red blood cells [40]. AK1 can be considered a
crucial enzyme of nucleotide homeostasis and as cellular energy regulator site in cases of
hypoxia and metabolic stress through ADP anabolism [39;41]. This study therefore suggests
that the ADP generated by AK1 could contribute to increased platelet aggregation in SCA
patients; since their platelets are known to circulate in activated state and result into altered
platelet aggregation [42]. In addition, Proenca-Ferreira et al. [42] also reported that treatment
with HU in SCA patients did not alter the adhesion ability of platelets when compared to SCA
patients who used HU treatment.

Adenosine is a purine nucleoside generated by the breakdown of adenosine
monophosphate (AMP) from the degradation by the consecutive action of ectonucleotidases
[43]. High adenosine levels have been identified in the plasma of patients with SCA [44].
Adenosine is known as one of the most important endogenous molecules able to prevent tissue
damage in cases of ischemia and reperfusion. Therefore, the excess in extracellular levels of
adenosine is identified by several authors as the main cause of priapism development
(prolonged and painful erection process of the penis without sexual stimulation) in SCA
patients, thus revealing the negative role of adenosine in disease sickle [43;45]. In view of these
roles, this study investigated and compared the E-ADA activity in platelets of SCA patients and
health subjects. The results revealed a significant increase in E-ADA activity in SCA patients

when compared to healthy subjects. This corroborates with the previous work in our laboratory
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where an increased E-ADA activity was reported in lymphocytes of SCA patients [25].
Furthermore, the results also reveal that increased E-ADA activity in platelets of SCA patients
may lead to an increase in extracellular inosine production. Inosine is a purine nucleoside
formed during the deamination of adenosine by E-ADA. Inosine have anti-platelet activity by
inhibiting platelet function and thus prevent thrombus formation and ischemic process [46;47].
In addition, an in vitro study was performed to verify if SCA patient’s therapy could modify
the enzyme activity. The results show that there was no alteration in the enzyme activities by
Folic Acid and HU; however, this may be attributed to the activity of E-ADA cell surface.

In conclusion, the results revealed that the activities of E-NTPDase and E-ADA are
increased in platelets of SCA patients. This could be attributed to the thromboregulatory
processes and vaso-occlusive crisis associated with SCA. However, low expression of CD39
observed in SCA patients could be a compensatory mechanism that could help in activating
high energy phosphate for several physiological processes in SCA patients. Further studies are
ongoing in our laboratory to quantify the purinergic nucleotides and nucleosides in serum of

SCA patients in order to shed more light on purinergic signaling modulation in SCA disease.
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Figures legend

Figure 1. ATP (A), ADP (B) and AMP (C) hydrolysis in platelets of SCA and control patients.
Enzyme specific activities were reported as nmol of Pi released/min/mg of protein. Variables
were expressed as mean * standard error of the mean (SEM). Bars represent mean + S.E.M.
(“*”) indicates a significant (P<0.05) difference between the SCA patients (n=15) and control
(n=30). (“**”) indicates a significant (P<0.01) difference between the SCA patients (n=15) and

control (n=30). Student's t test for independent samples was used for all the analyses.

Figure 2. Adenosine deamination in platelets of control and patients with SCA. Enzyme
activities were reported as U/L. Variables were expressed as mean + standard error of the mean
(SEM). Bars represent mean + S.E.M. (“*”) indicates a significant P<0.05, with n=30 (controls)

and n=15 (SCA) (Student's t test for independent samples.).

Figure 3. CD39 (A) and CD73 (B) expression on platelets were analyzed using flow cytometry
in control and sickle cell disease groups. Data were gated on CD61/CD39 or CD61/CD73 plots.
Bars graph summarizing mean + S.E.M. (“**”) indicates a significant P<0.01, with n=15

(controls) and n=15 (SCA) (Student's t test for independent samples.).
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Table 1
In vitro effects of HU and Folic Acid on E-NTPDase (ATP, ADP hydrolysis), E-5°’NT (AMP

hydrolysis) and E-ADA activities in platelets of healthy subjects.

ATP hydrolysis ADP hydrolysis AMP hydrolysis E-ADA activity

(nmol Pi/min/mg protein) (nmol Pi/min/mg protein) (nmol Pi/min/mg protein) (U/L)

Control 10.19+0.96 5.03+0.86 1.19+0.35 3.33+0.18
Folic acid 10.58+1.83 4.98+0.51 1.27+0.27 4.00+0.35
Hydroxyurea 10.69+2.30 6.00+0.33 1.47+0.22 2.96+0.74

Enzyme specific activities were reported as nmol of Pi released/min/mg of protein and U/L. Groups:
C (control), AF (folic acid) and HU (hydroxyurea). Variables were expressed as mean * standard
error of the mean (SEM). P>0.05, with n=15 (one-way ANOVA- Dunnett's Multiple Comparison

Test).
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4 DISCUSSAO

A AF é uma hemoglobinopatia caracterizada pela presenca da homozigose da HbS nos
eritrocitos que, mediante condigdes de hipoxia leva a sua polimerizacdo. Os sintomas clinicos
decorrentes da patologia iniciam mediante o declinio da concentracdo de HbF nos eritrocitos,
sendo portanto sua taxa de extensdo o principal determinante da severidade da doenca
(NAOUM, 2000). Em detrimento disso, os niveis de HbF nos eritrocitos dos pacientes com AF
foram avaliados no presente estudo. A porcentagem de HbF mostrou-se elevada nestes
pacientes quando comparado aqueles sujeitos que ndo apresentavam a hemoglobinopatia.

Este aumento nos niveis de HbF contribui para a reducdo da severidade da doenca, ja
que acaba por diluir a concentracdo de HbS nos globulos vermelhos, reduzindo assim a sua
polimerizacdo em casos de hipdxia. Portanto, acredita-se que o aumento na porcentagem da
HbF seja decorrente da terapia medicamentosa com HU utilizada como tratamento em todos os
pacientes envolvidos na pesquisa, pois a mesma quando metabolizada leva a producéo de 6xido
nitrico, estimulando diretamente a producdo de cadeias y globina, aumentando,
consequentemente os niveis de HbF (PLATT, 2008).

Além da HbF, outros indices hematoldgicos também foram avaliados no estudo.
Parametros como o0 RDW e a contagem de plaquetas mostraram-se elevados nos pacientes com
AF quando comparado aos controles. Corroborando com nossos resultados Bowers e col.
(2013) e Olaniyi (2014) também verificaram um aumento no namero de plaquetas, alteracdo no
RDW e um aumento no nimero de leucdcitos quando compararam 0s pacientes sem alguma
hemoglobinopatia com aqueles que apresentavam AF. O RDW elevado nos pacientes com AF
indica a presenca de anisocitose, ou seja, uma desigualdade no tamanho das hemécias, a qual é
justificada pelo aumento na porcentagem de reticuldcitos nesses pacientes (ARAI et al., 2011).
A elevada contagem de plaquetas e leucécitos confirma a presenca de um processo inflamatorio,
0 que contribui para o agravo da patologia.

O marcador bioldgico de leucocitose tem sido muito associado com a severidade na
doenca falciforme (LITOS et al., 2007; OKPALA, 2006). O presente estudo verificou também
gue os pacientes com AF apresentavam um aumento no nimero de leucécitos quando
comparado aos sujeitos controles. De acordo com Bandeira e col. (2014) os pacientes com AF
apresentam um aumento no perfil inflamatério e, os leucdcitos aderentes desempenham um

papel direto nas oclusdes vasculares causadas pelos eritrocitos falcémicos, o qual se manifesta
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pelo aumento nos niveis de citocinas inflamatorias, reducdo da biodisponibilidade do éxido
nitrico, levando também ao desenvolvimento de estresse oxidativo (MAKIS et al., 2000).

As citocinas pré-inflamatorias tém sido apontadas como importantes sinalizadores
inflamatdrios. Estudos indicam que o TNF-a é o principal mediador da resposta aguda
inflamatoria e que elevados niveis estimulariam a producéo de IL-6 (BILATE, 2007; REES;
GIBSON, 2011). As citocinas pro-inflamatérias séo produzidas por células endoteliais ativadas,
plaquetas ativadas, mondcitos e macrofagos presentes no local da isquemia tecidual
desempenhando um papel significativo na patologia falciforme (MALAVE et al., 1993;
PATHARE et al., 2004; SU et al., 1996; VILAS-BOAS et al., 2010). Lanaro e col. (2009)
mencionam que a terapia com HU leva a uma diminuicdo nos niveis plasmaticos de TNF-a. O
mesmo foi observado por Keikhaei et al. (2013) quando avaliaram pacientes que faziam o uso
da HU com aqueles que ndo a utilizavam. A HU apresenta muitos efeitos benéficos ja bem
definidos, dentre eles o de modular a producdo de citocinas, estando associada a reducao nos
niveis de TNF-o (COLELLA et al., 2012).

Em concordéncia com estudos anteriores, um decréscimo nos niveis de TNF-a
circulantes também foram observados em pacientes com AF que faziam uso do medicamento
HU neste presente estudo, reforcando a hip6tese que a HU apresenta efeitos anti-inflamatorios,
0s quais presentam efeitos benéficos aos paciente. Além da alteracdo nos niveis TNF-a nos
também observamos reduzidos niveis de IL-6 nos pacientes com AF que faziam uso da terapia
com HU. Este efeito provavelmente se deve aos baixos niveis de TNF-a, ja que o mesmo ¢
capaz de modular os niveis da IL-6.

Em resposta a hipdxia e a inflamacdo na patologia falciforme, padr6es moleculares
associados ao dano (DAMPS) sdo liberados de eritrécitos falcizados e outras células endoteliais
danificadas do meio intra para 0 meio extracelular, entre eles 0 ATP e ADP (GLADWIN;
OFORI-ACQUAH 2014; SUN; XIA, 2013). Em decorréncia disto, nosso trabalho também
investigou a atividade da E-NTPDase, E-5’nucleotidase ¢ E-ADA, as quais sdo enzimas que se
encontram ancoradas na membrana de linfécitos e plaquetas e, responsaveis pelo controle dos
niveis fisioldgicos destes nucleotideos e nucleosideo no meio extracelular.

Um aumento na atividade da E-NTPDase (hidrolise do ATP e ADP) foi observado tanto
nas plaquetas quanto nos linfécitos dos pacientes AF. Isto ja era esperado uma vez que a E-
NTPDase & conhecida como uma enzima chave que desempenha um papel importante na
inflamacdo e na tromborregulacdo. Este aumento em sua atividade leva a um aumento na

hidrolise dos nucleotideos ATP e ADP liberados durante os casos de hipdxia com o intuito de
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manter seus niveis fisioldgicos, ja que elevadas concentracbes de ATP no meio extracelular
acabariam contribuindo para um maior dano tecidual e inflamatério. Neste sentido, a E-
NTPDase, que é a maior promotora da inibicdo plaquetaria via metabolismo do ATP e ADP,
estaria também reduzindo o recrutamento e a ativacdo plaquetaria.

Além da atividade da E-NTPDase, 0 presente estudo também avaliou a expressdo desta
enzima nas plaquetas de pacientes com AF. POde-se observar que a porcentagem de plaguetas
que expressam CD39 mostrou-se reduzida nestes pacientes quando comparado ao grupo
controle, o que pode estar diretamente relacionado a terapia medicamentosa (HU) utilizada por
estes pacientes. Portanto, sugere-se que a HU possa estar modulando a expressdo da CD39 nas
plaquetas, pois este dado vem de encontro com o trabalho de Silva-Pinto e col. (2014) onde os
mesmos observaram uma reducdo na porcentagem de células linfocitos T e células T
reguladoras (Tregs) que expressam CD39 em de pacientes com AF e que faziam uso da HU
quando comparado com aqueles que ndo faziam uso da HU e com pacientes controle. Além
disso uma reducéo da expressdo da CD73 em células NK de pacientes tratados com HU também
foi observado. De acordo com Koziak (1999) a atenuacdo da expressdo da CD39 em plaquetas
estd associada com a ativacdo plaquetaria e a formacao de trombos, portanto podemos sugerir
que a reducdo da expressdo da CD39 possa ser um fator que contribui indiretamente com os
processos vaso-oclusivos ocorridos na patologia falciforme.

Nos casos de hipdxia e inflamagdo, o aumento na producdo de adenosina dos seus
precursores moleculares ocorre na tentativa de alterar o equilibrio da sinalizacdo pro-
inflamatdria desencadeada pelo ATP em direcdo a sinalizacdo anti-inflamatoria da adenosina
(POTH et al., 2013). No nosso estudo, observamos um aumento na atividade da E-NTPDase
nos linfdcitos de pacientes com AF, tanto para a hidrolise do ATP quando do ADP. J& que as
enzimas do sistema purinérgico atuam em cascata e que a atividade da E-5’-nucleotidase nédo
foi avaliada nos linfécitos de pacientes com AF, nds podemos sugerir que sua atividade também
esteja aumentada, resultando em uma quantidade aumentada de adenosina no meio extracelular
a fim de compensar os efeitos pro-inflamatérios e agregantes da sinalizacdo das moléculas de
ATP e ADP.

A E-5’-nucleotidase € uma importante enzima com capacidade de catalisar a
desfosforilacdo do nucleotideo AMP em nucleosideo no meio extracelular, tendo o nucleotideo
AMP como substrato preferido para geracdo de adenosina (COLGAN, et al.; 2006; HASKO;
CRONSTEIN, 2004; YEGUTKIN, 2008). Ja nas plaquetas, a atividade da E-5’-nucleotidase

foi avaliada, porém a hidrélise do nucleotideo AMP ndo mostrou-se alterada, ou seja, nenhuma
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diferenca significativa foi observada na atividade desta enzima em plaguetas de pacientes com
AF quando comparado com o grupo controle.

Em decorréncia do aumento na atividade da E-NTPDase (hidrolise do ATP e ADP) em
plaquetas de pacientes com AF, pode-se sugerir que uma quantidade de AMP esta sendo gerada
para além de seus niveis fisiolégicos. Um possivel aumento dos niveis de AMP nos leva a
pensar que 0 mesmo pode estar sendo reconvertido a adenosina difosfato (ADP), pois um
consequente aumento na atividade da E-5’nucleotidase ndo foi observado. Isso pode ser
sugerido pelo fato de que certa quantidade de adenilato quinase (AK1) é liberada de plaquetas,
glébulos vermelhos, células endoteliais e circula livremente no sangue, regulando o anabolismo
do ADP (HASLAM; MILLS, 1967; YEGUTKIN et al., 2007, 2012). Portanto, este possivel
aumento de ADP gerado pela AK1 poderia também estar contribuindo para o aumento da
agregacao plaquetaria nos pacientes com AF, ja que o ADP é conhecido como um indutor da
agregacdo plaquetaria e as plaquetas destes pacientes sdo conhecidas por circular em estado
ativado, apresentando alterada agregacdo plaquetéria.

A adenosina, € um purino nucleosideo gerado da desfosforilagdo consequente do ATP,
através da acdo consecutiva da E-NTPDase e E-5’-nucleotidase, como também pode ser
encontrada no meio extracelular por ser liberada pelas células endoteliais nos casos de hipdxia
(MARSHALL, 2000). Elevados niveis de adenosina tém sido identificados no plasma de
pacientes com AF (ZHANG et al., 2011), portanto quando se avaliou a atividade da E-ADA no
presente estudo, ja era esperado que a mesma se encontrasse elevada nestes pacientes. Um
aumento da E-ADA tanto nos linfécitos quanto nas plaquetas foi observado, levando a um
aumento na producdo de inosina extracelular, a qual apresenta atividade antiplaquetéria,
ajudando assim na prevencgéo da formagéo de trombos e no processo isquémico (FUENTES et
al., 2014; HSIAO et al., 2005). Ademais, a inosina € um nucleosideo com propriedade anti-
inflamatoria sendo capaz também de suprimir o TNF-o (HASKO et al., 2000). Como a atividade
da E-ADA mostrou-se aumentada nos pacientes com AF e que a inosina apresenta a propriedade
de suprimir o TNF- a, isto também pode ter uma relagdo direta com o decréscimo nos niveis de
TNF-a encontrado no soro dos pacientes com AF no presente estudo.

O aumento na atividade da E-ADA nos pacientes com AF vem a contribuir
positivamente, uma vez que 0 excesso nos niveis extracelulares de adenosina é identificado
como a causa principal do desenvolvimento de priapismo (processo de erecdo prolongada e
dolorosa do pénis sem estimulo sexual) nestes pacientes, relevando assim o papel negativo da

adenosina na doenga falciforme. Além do mais, 0 aumento nos niveis de adenosina extracelular
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levaria a estimulacdo dos receptores ADORA2B promovendo a falcizagdo dos eritrocitos por
induzir a producdo de 2,3-DPG, o qual reduz a afinidade do oxigénio pela hemoglobina
(NARITA et al., 1981; SASAKI; CHIBA, 1983). Para os pacientes com AF esse aumento da
adenosina circulante se tornaria, portanto, prejudicial por reduzir a afinidade do oxigénio com
a HbS fazendo com que facilite 0 aumento da polimerizacéo da deoxi-HbS e consequentemente
a inducdo da falcizagdo dos eritrocitos.

Em decorréncia de tudo que foi mencionado anteriormente, e para se ter certeza de que
todas estas atividades enzimaticas investigadas no presente estudo sdo decorrentes da propria
patologia falciforme, investigou-se também, por meio de ensaios in vitro, se as medicacoes
utilizadas por estes pacientes (acido fdlico e a HU) poderiam modular a atividade da E-
NTPDase, E-5’-nucleotidase e E-ADA nos linfocitos e plaquetas dos pacientes com AF. Os
resultados encontrados nos mostram que ambas medicagdes ndo interferem na atividade das
ecto-enzimas, confirmando portanto, que a terapia utilizada pelos sujeitos da pesquisa néo
interfere na hidrélise dos nucleotideos e nucleosideo da adenina.

Em suma, a regulacdo dos nucleotideos através das enzimas E-NTPDase e E-ADA em
resposta a hipoxia e a inflamacdo, representa um importante controle na regulacdo da
concentracdo das purinas no meio extracelular na patologia falciforme. Além disso, a adenosina
desaminase foi capaz de reduzir os niveis de adenosina no meio extracelular contribuindo para
a reducdo da falcizagdo dos eritrdcitos e consequentemente reducao de danos aos 6rgaos. Com
isso, podemos afirmar que as ectoenzimas do sistema purinérgico estdo envolvidas e
desempenham um papel muito importante nos processos inflamatdrios e vaso-oclusivos
decorrentes da falcizacdo dos eritrocitos. A alteracdo na atividade destas em células do sistema
imune, tais como linfécitos e plaquetas sé vem a contribuir para a melhora e reversdo do

processo inflamatdrio e vaso-oclusivo.
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5 CONCLUSOES

- O aumento na atividade da E-NTPDase em linfocitos de pacientes com AF representa um
importante controle da mediacdo das purinas no processo inflamatorio, promovendo a
regulacdo dos nucleotideos extracelulares liberados em resposta a hipoxia e a inflamacéo na
doenca falciforme. Ja a atividade exercida pela E-NTPDase presente nas plaquetas, induz a um
equilibrio destes nucleotideos a nivel extracelular com consequente redugdo do recrutamento e
ativacdo plaquetaria, exercendo um efeito direto na prevencéo e formacéo de trombos na doenca

falciforme.

- A elevada atividade da E-ADA observada nos linfécitos e plaguetas de pacientes com AF vem
a contribuir para a redugdo do excesso de adenosina presente no meio extracelular, a qual em
elevadas concentracGes é considerada prejudicial na patologia falciforme. Além disso, o
aumento na atividade da E-ADA favorece a producdo de inosina, contribuindo assim para a

prevencdo de trombos e processo isquémico.

- Os farmacos HU e 4cido félico nao interferiram na atividade das ectoenzimas (E-NTPDase,
E-5’nucleotidase ¢ E-ADA) em linfécitos e plaquetas, confirmando portanto, que a terapia
utilizada pelos sujeitos da pesquisa néo interfere na hidrolise dos nucleotideos e nucleosideo da

adenina.

- A reducéo na porcentagem de plaquetas que expressam a enzima CD39 nas plaquetas dos
pacientes com AF pode ser um fator contribuinte para 0s processos vaso-oclusivos ocorridos

na patologia falciforme.

- O perfil de citocinas nos pacientes com AF tratados foi modificado com a utilizagéo da terapia

com HU, no intuito de reduzir a resposta pré-inflamatdria e prevenir as crises vaso-oclusivas.
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6 PERSPECTIVAS

Outros estudos pretendem ser conduzidos pelo nosso grupo de pesquisa, a fim de discutir
melhor os resultados apresentados até o momento. Pretende-se ainda quantificar os
nucleotideos e nucleosideo da adenina no soro, quantificar o 6xido nitrico, verificar a agregacao
plaquetéria, determinar a expresséo dos receptores P2X7 e ADORAZ2B nos pacientes com AF.

Estuda-se ainda a possibilidade de realizacdo de testes de estresse oxidativo.
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Apresentagdo do Projeto:

0 projeto s= intituls “Awaliacio da sinalizacdo purinérgica em plaguetas = linfocitos de pacientss com
anemia falciforme”™ e se constitui projeto de tese do Programa de Pds-Graduacio em Ciéncias
Farmacéuticas da UFSM.

Ma p. 3 consta que o pelo projeto s propde a avaliar a sinalizacso purinérgica em plaquetas e linfocios de
pacientes com anemia falciforme. Esta dite que "as hemoglobinopatias constituem uma das principais 2
mais frequantes doengas genéticas que scometem os seres humanos. A anemia falciforme (AF) € a forma
mais prevalente & com maior gravidade clinica & hematologica, sendo genseticamente detzrminada pela
homozigose da hemoglobinag 5. & anemia falciforme estd associada a um estado inflamatdnio sistémico =
cronico, & @ um fendtipe prd-adesivo & pro-coagulants sendo 3 maioria das mortes relacionada 3s oclusbes
vasculsres. Os nucleotideos extracelulares ATP, ADP e AMP & o nucleosideo adenasina s3o0 importantes
moléculzs sinalizadoras que modulam as apdes de plaguetas e linfocitos, sendo essenciais pars o inicio e a
manutencao das resgbes inflamatorias. Também stuam efetivaments na regulagdo da resposta vasculsr so
dano endotelial por exercerem diversos efeitos nas plaquetas. Os efsitos destas moléculss =50 promovidos
através da ativacSo de receptores purinérgicos especificos, fais como o receptor PEXT,
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cuja interscdo & dependente da stividade de um complexo enzimatico, formado pelas enzimas E-NTFDase,
E-MPP, E-5;-nucleotidass e adencsing desaminase. Estas enzimas estao localizadas na superficie de
plaguetas e linfdcitos & desempenham um papsl importants na manutzngio da hemostasis normal,
prewenindo 3 excessiva agregacio plaguetsria, & estando relacionadas 3 resposta inflamatoria. Sende
assim, sabendo-se gue a patolopia da AF =513 associada a um aumento na adesividade celulsr & ao
processo inflamatdrio, os guais desencadsiam processos vaso-oclusivos.”

Ma p. 13 consta a seguinte descricao para os critérios de inclus3o = exclusao: "Serao incluidos na pesguiza
individuos com AF. previaments diagnosticados e atendidos no Servigo de Hematologia e Oncologia do
HUSM & do HCPA, de acordo com pardmetros cinicos e oritérios laboratoriais. Mo grupo de pacientes com
AF, sardo excluidos de estudo individuos com AF gue passuirem algum tipe de doenca auto-imune ou outra
imunodeficiéncia, pacientes com outro tipo de doenca inflamatoria crinica, diabéticos, fumantss =
hipercolesterolémicos conforme prévia avaliacso clinica = laboratorial, registro de prontudrio e entrevista [.].
Indiwiduos com AF g que recsberam transfusdo de sangue pelo menas 2 meses antes da coleta tambem
serSo0 excluidos. O grupo confrole sera composio peor individuos saudaveis, nio fumantzs, que nao
apresentam doengas suto-imunes, inflamatdrias ou com slteragbes plaguetarias, o que sera verificade
através da realizacdo de testes labaratoriais.”

Oz procedimentos previstos no Smbito do projeto envolvem: coleta dos dados clinicos e pessosis, coleta das
amastras bioldgicas dos pacientes com AF, coleta das amostras do grupo controle, Armazenaments das
amostras, Iselamente de plagustas e linfocitos de sangue periférico, Determinagdo de proteing,
determinagao da atividade enzimatica da E-NTFDase & E-5;-nucleotidase em plagustss e linfocitos,
determinscio da stvidade da E-MFF em plaguetas = soro, determinagdo da stividade enzimatica da E-A04
em plaguetas, linfcitos, eritrdcitos & soro, determinagdo enzimatica in vitro com 3 terapia utilizada contra
AF, detzrminac3o da express3o de COT3 2 CD39 em plaguetas e linfdcitos por citometria de fluxe,
determinacdo da expressio de P2XT = CO3E em plaguetas & infdcitos por westam blot, determinacdo da
expressag do receptor P2XT em linfdcitos por FOR em tempo real, determinacio da agregacio plaguetaria,
determinacdo dos niveis séncos de citocinas por citometria de flwo, determinacdo das concentracdes de
ATP, ADF, AMP e adenosina no soro.
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Mz p. 10 consta que analise estatistica dos dados sera feita pelo "teste £ Os resultados serdo considerados
significantes quando P=0,05."

Consta do texto revisdo bibliografica inicial, cronograma e orcamento.

Objetivo da Pesguisa:
Ma p. 11 consta gque o objetive geral € "avaliar a sinalizacdo purinérgica em plaguetas = linfocitos de
pacientes com anemia falciforme.”

Js objetives especificos s80:

“- avaliar a atividade 4z E-NTPDase em plaguetas & linfocitos:

- avaliar 3 stividade da E-NPF em plaguetas e soro;

- awaliar 3 stividade da E-5;nucleotidase em plaguetas;

- avaliar 3 stividede da E-ADA em plagquetas, infdcitos, eritrdcitos & sorg;

- guantificar o5 nucleotideos e nucleosides da adening em soro;

- analizar o perfil de agregacdo plaguetnia:

- werificar o efeito in vitra da hidroxiuréia & outros farmacos sobre a atividade das enzimas E-NTPDase, E-
PP, E-5;nuclectidase & E-A0A4 em Enficitos e plaguetas;

- detzrminar 3 expressSo de COT3 & CD38 em plaquetss & inficios:

- determinar a express3o0 do receptor purinérgics P2XT em plagquetas 2 linfocitos:

- determinar os niveis séncos de citocings referentss &s respostas Thl, ThZ e Th17."

Avazliagdo dos Riscos e Beneficios:
Ma p. 30 consta 3 seguinte descricdo de riscos = beneficios:

“Procediments e riscos: Na coleta de sangus havera o risco de um pequena desconforts devido 3 picada da
agulha. O local da coleta podera ficar dolorido ou arroxeads, voltande ao normal em powcos dias, ndo
causando problemas 3 sua satde. Providéncias serfo tomadas a fim de s2 evitar os riscos da coleta,
partanio, se o kecal da coleta ficar armoxeado, sera realizado uma compressao no local durante pelo menos
dois minutes & compressas frias serSa utilizadas auxiliande na redugdo da dor. Ao responder ac
quastiondric vocé poderd sentir um leve cansago. Benefitios: Os resultados ndo irdo trazer bensficios
dirstos, porém sea contribuicdo € importsnte. Fara aprimorarmes nossos conhecimentes sobre a svolucdo =
tratamento da doenga. Ao participar
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desta pesguisa o senhor n3o terd gasio ou lucro financeiro & ndo sera feito gualguer fipo de pagamento pels

su3 participacdo na pesquisa.”

Entende-s= que es5a descricao & suficients.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Consideragies sobre os Termos de apresentagaoe obrigatoria:
Termo de confidencialidade: foi apresentado de modo suficients.

TCLE: foi apresentado de modo suficients.

Autorizacdo institucional: foi apresentada de modo suficients.
Recomendagdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadagquagdes:
Situagdo do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagac da COMEP:
MEo

Consideragoes Finais a critério do CEP:
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