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RESUMO 

 

 

AVALIAÇÃO DA SINALIZAÇÃO PURINÉRGICA EM PLAQUETAS E 

LINFÓCITOS DE PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME 

 

AUTORA: Lívia Gelain Castilhos 

ORIENTADORA: Daniela Bitencourt Rosa Leal 

 

As hemoglobinopatias constituem uma das principais e mais frequentes doenças genéticas que 

acometem os seres humanos.  A anemia falciforme (AF) é a forma mais prevalente e com maior 

gravidade clínica e hematológica, sendo geneticamente determinada pela homozigose da 

hemoglobina S. A AF está associada a um estado inflamatório sistêmico e crônico, e a um 

fenótipo pró-adesivo e pró-coagulante sendo a maioria das mortes relacionada às oclusões 

vasculares. Os nucleotídeos extracelulares ATP, ADP, AMP e o nucleosídeo adenosina são 

importantes moléculas sinalizadoras que modulam as ações de plaquetas e linfócitos, sendo 

essenciais para o início e a manutenção das reações inflamatórias. Também atuam efetivamente 

na regulação da resposta vascular ao dano endotelial por exercerem efeitos nas plaquetas. Os 

níveis extracelulares destes nucleotídeos são fisiologicamente controlados pela ação de um 

complexo enzimático formado pelas enzimas E-NTPDase, E-5’nucleotidase e E-ADA. Estas 

enzimas estão localizadas na superfície de plaquetas e linfócitos e desempenham um papel 

importante na manutenção da hemostasia normal, prevenindo a excessiva agregação 

plaquetária, e estando relacionadas à resposta inflamatória. Sendo assim, o objetivo deste 

trabalho foi avaliar o perfil inflamatório e, a atividade e expressão destas ecto-enzimas em 

linfócitos e plaquetas de pacientes com AF. Os resultados revelaram que algumas citocinas 

séricas (TNF-α e IL-6) mostraram-se significativamente reduzidos nos pacientes com AF 

quando comparado com o controle. Foi observado um aumento na atividade da E-NTPDase 

(hidrólise de ATP e ADP) nos linfócitos e plaquetas dos pacientes com AF. O aumento em sua 

atividade leva a manutenção dos níveis fisiológicos destes nucleotídeos no meio extracelular, 

impedindo um maior dano tecidual e inflamatório e, prevenindo a formação de trombos por 

equilibrar o metabolismo do ATP e ADP. Embora a atividade da E-NTPDase encontra-se 

aumentada, uma diminuição 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 diferença estatística 

foi observada quanto a sua atividade e expressão nas plaquetas destes pacientes. Como um 

aumento na atividade da E-NTPDase foi observada, sugere-se que o AMP formado esteja sendo 

reconvertido a ADP pela ação da adenilato kinase 1 (AK1), já que as plaquetas destes pacientes 

são conhecidas por circular em estado ativado, apresentando alterada agregação plaquetária. 

Um aumento na atividade da E-ADA foi observado também nos linfócitos e plaquetas destes 

pacientes. A adenosina é liberada pelas células endoteliais em casos de hipóxia, sendo portanto 

este aumento na atividade da E-ADA positivo, uma vez que elevadas concentrações desta 

molécula no meio extracelular é prejudicial na patologia da AF, por levar indiretamente a 

falcização dos eritrócitos. Dessa forma, podemos concluir que o perfil de citocinas dos 

pacientes com AF foi alterado e que a regulação extracelular dos nucleotídeos em resposta à 

hipóxia e inflamação pelas ecto-enzimas representam um importante controle da mediação das 

purinas nesta patologia.  

 

Palavras-chaves: Anemia falciforme. Linfócitos. Plaquetas. Citocinas. Sinalização 

purinérgica.  
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ABSTRACT 

 

 

AVALIAÇÃO DA SINALIZAÇÃO PURINÉRGICA EM PLAQUETAS E 

LINFÓCITOS DE PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME 

 

 

AUTOR: Lívia 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-α 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 INTRODUÇÃO 

 

 

A Anemia Falciforme (AF) foi apresentada na literatura pela primeira vez em 1910 pelo 

médico inglês James Bryan Herrick, o qual observou eritrócitos alongados e em formato de 

foice na distensão sanguínea de um estudante negro originário da Jamaica. O mesmo 

apresentava um quadro anêmico grave acompanhado de icterícia, complicações pulmonares e 

úlceras de membros inferiores (VERNON, 2004). Em 1927, Hahn e Gillepsie descobriram que 

a falcização dos eritrócitos era dependente da baixa tensão de oxigênio. Já em 1947, Accioly, 

na Bahia, sugeriu que a falciformação ocorria em decorrência de uma herança autossômica 

recessiva, a qual foi confirmada em 1949 por Linus Pauling e colaboradores por meio de 

técnicas de eletroforese mediante identificação da HbS. Ingram, em 1956, elucidou a natureza 

bioquímica dessa doença quando, através de um processo de eletroforese bidimensional 

associada à cromatografia, fracionou a hemoglobina e estudou os seus peptídeos.  

A mutação genética responsável por esta patologia surgiu há muitos séculos no 

continente Africano, podendo portanto ser encontrada em várias populações de diversas partes 

do mundo. A alta incidência da AF se encontra na África, Arábia Saudita e Índia. No Brasil, 

devido ao grande contingente da população africana desenraizada de seus países, esta doença 

se encontra muito presente, cuja população tem em sua base de constituição os povos africanos 

(BANDEIRA et al., 1999; SILLA, 1999).  

As hemoglobinopatias constituem uma das principais e mais frequentes doenças 

genéticas que acometem os seres humanos e, dentre elas, AF é a doença hereditária mais 

prevalente no Brasil. De acordo com os dados do Programa Nacional de Triagem Neonatal, no 

Brasil, nascem cerca de 3.500 crianças por ano com doença falciforme ou 1/1.000 nascidos 

vivos e 200 mil portadores do traço falciforme, com tendência a atingir uma parcela cada vez 

mais significativa da população, devido ao alto grau de miscigenação em nosso país. No estado 

da Bahia há 1 falcêmico para cada 650 nascidos, no Rio de Janeiro esse índice é de 1/1.300, e 

nos estados de Minas Gerais e São Paulo é de 1/1.400 nascidos vivos (BRASIL, 2013). A 

incidência de nascidos vivos diagnosticados com a doença falciforme no estado do Rio Grande 

do Sul é de 1:11.000, enquanto que a incidência de nascidos vivos diagnosticados com traço 

falciforme é de 1:65.   

O termo hemoglobinopatia refere-se a doenças genéticas que afetam a hemoglobina 

(Hb). A Hb é uma hemeproteína localizada no interior das hemácias dos mamíferos, cuja 

principal função é a absorção, transporte e distribuição do oxigênio para os diversos tecidos do 
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organismo.  Possui uma estrutura globular e quaternária (Figura1), constituída de quatro 

subunidades iguais, duas a duas, composta por dois pares de cadeias polipeptídicas, sendo um 

par denominado de cadeias do tipo alfa (alfa ou zeta) e dois pares de cadeias do tipo não-alfa 

(beta, delta, gama ou épison). Cada subunidade é quimicamente unida a um grupo prostético 

contendo ferro (Fe+2), a ferroprotoporfirina IX (grupo heme), que detém a propriedade de 

receber, ligar e/ou liberar o oxigênio nos tecidos (BAIN, 2006; BUNN; FORGET, 1986; 

PERUTZ et al., 1960). 

 

 

 

Figura 1: Representação da estrutura quaternária da hemoglobina mostrando as quatro cadeias polipeptídicas, 

duas cadeias alfa e duas cadeias beta. Cada cadeia polipeptídica contém um grupo prostético heme ao qual se liga 

o O2. Disponível em  https://www.lume.ufrgs.br. Data acesso: 24/02/2016. 

 

 

As hemoglobinopatias são doenças genéticas caracterizadas por alterações na porção 

globínica da molécula de Hb, cujas alterações podem ser classificadas como estruturais ou de 

síntese. As alterações estruturais decorrem de mutações pontuais de uma ou mais bases que 

codificam os aminoácidos e incluem a substituição, deleção ou inserção de um ou mais 

aminoácidos, como também a fusão de duas cadeias globínicas diferentes causando a formação 

de uma Hb anormal (variante). Já as alterações de síntese (talassemias) caracterizam-se pela 

síntese reduzida ou nula de um ou mais tipos de cadeias globínicas (BUNN; FORGET, 1986; 

STEINBERG; NAGEL, 2001).  

A síntese das cadeias globínicas é regulada por mecanismos genéticos, cujos genes estão 

localizados nos cromossomos 11 e 16 (GALIZA NETO; PITOMBEIRA, 2003). As diversas 

cadeias de proteínas combinam-se dando origem às diferentes hemoglobinas desde o período 

embrionário até a fase adulta. A produção das hemoglobinas embrionárias ocorre nos primeiros 

meses do início da evolução gestacional, sendo que em grande parte da vida intrauterina 
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prepondera a produção da hemoglobina fetal (HbF) (α2γ2).  O gene da cadeia beta globínica é 

expresso, com pouca intensidade nas primeiras seis semanas de vida fetal, mas a partir deste 

período ocorre uma mudança, quando a síntese de cadeia gama é amplamente substituída pela 

síntese de cadeia beta, dando origem à produção da hemoglobina A (HbA) (α2β2), 

permanecendo presente por toda a fase adulta. A produção das cadeias delta tem seu início por 

volta da 30a semana da gestação em concentrações reduzidas permanecendo assim até o 

nascimento, e aumentando lentamente até sua estabilização por volta do sexto mês de vida em 

diante. Estas cadeias, quando ligadas às cadeias alfa, darão origem à hemoglobina A2 (HbA2) 

(α2δ2). A HbA2 estará presente nos eritrócitos próximo dos seis meses iniciais de vida e por toda 

a fase adulta, sendo composta por dois pares de cadeias polipeptídicas (Figura 2) (DUCATTI 

et al., 2001).  

 

 

Figura 2: Síntese das diferentes cadeias globínicas ao longo da ontogenia humana. Adaptado de Weatheral; Clegg 

(1981).  

 

 

As hemoglobinas HbA (α2β2), HbA2 (α2δ2) e HbF (α2γ2) são aquelas encontradas em 

indivíduos normais. Cada uma dessas frações tem concentrações bem definidas em cada fase 

do desenvolvimento, sendo que em adultos, os níveis de HbA variam de 96% a 98%; de 2,5% 

a 3,5% para a HbA2 e de 0% a 1% para a HbF (XU et al., 2009). 

As doenças falciformes englobam um grupo de anemias hemolíticas hereditárias que 

têm em comum a presença da hemoglobina S (HbS) nos eritrócitos. A HbS, quimicamente 

representada por 𝛼2 
𝐴 𝛽2

𝑆, é uma variante da Hb normal, a HbA 𝛼2 
𝐴 𝛽2

𝐴, e originada devido a uma 

mutação genética que afeta uma das bases nitrogenadas do DNA que compõe o gene que 
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sintetiza a globina beta (NAOUM, 2000).  A HbS é originada quando no gene da globina beta 

há a substituição de uma base nitrogenada do códon normal GAG para GTG, resultando na 

substituição do sexto aminoácido da globina beta - o ácido glutâmico (GAG) – por outro 

aminoácido diferente - a valina (GTG) (Figura 3) (CHIRICO; PIALOUX, 2012; 

GUIMARÃES; COELHO, 2010; STEINBERG, 2008).  

 

 

 

 
Figura 3: Representação da estrutura da hemoglobina normal e hemoglobina S. Esquerda: hemoglobina normal, 

com o aminoácido ácido glutâmico na posição 6 da cadeia da β-globina. Direita: hemoglobina S, com o aminoácido 

valina na posição 6 da cadeia da β-globina. Disponível em www.hemoce.ce.gov.br. Acessado em 23/02/2016.  

 

 

Inúmeras variantes de Hb já foram identificadas. Em sua maioria, resultam da 

substituição de um único aminoácido nas cadeias alfa ou beta globina e podem interferir na 

estabilidade ou nas propriedades funcionais da Hb (WEATHERALL; CLEG, 2001). As 

doenças falciformes são constituídas por vários genótipos com predomínio da HbS sobre outras 

hemoglobinas, com manifestações clínicas específicas e de intensidades variáveis. Os genótipos 

mais comuns que caracterizam as doenças falciformes são HbS/βtalassemia, HbS/C, 

HbS/Persistência hereditária da Hb fetal e o genótipo 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 doenças falciformes é a que apresenta maior gravidade clínica e 

hematológica (BANDEIRA et al., 2004; NAOUM, 2000; PELIZARO et al., 2012). O principal 

determinante da severidade da doença é a taxa e a extensão da polimerização da HbS. Por ser 

uma anomalia da globina beta, as características clínicas desta doença somente podem ser 

percebidas após a estabilização da produção das globinas, fato que ocorre por volta do sexto 

http://www.hemoce.ce.gov.br/
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mês de vida, quando a síntese da globina gama (atuante na fase fetal) é interrompida, enquanto 

que o gene beta sintetiza em sua plenitude globinas beta normais (NAOUM, 2000).  

Nos indivíduos portadores do traço falciforme há a produção tanto de HbA quanto de 

HbS, o que resulta em um fenótipo normal. Estes indivíduos não apresentam a doença e nem 

possuem anormalidades na forma dos eritrócitos. Alguns estudos demonstraram um modesto 

aumento do fator VIII da coagulação e do fator de Von willebrand quando comparado a 

indivíduos com fenótipo HbAA, sugerindo um leve aumento no estado de hipercoagulabilidade 

destes pacientes, porém ainda não muito bem elucidado até o momento (FOLSOM et al., 2015; 

WESTERMAN et al., 2002).  

Os eritrócitos cujo conteúdo predominante é a HbS, sofrem polimerização quando em 

condições de hipóxia (Figura 4) (COSTA, 2001; INÍGUEZ et al., 2003; SUN; XIA, 2013). A 

partir do momento em que a oxi-HbS perde o oxigênio e se torna desoxi-HbS, ocorre a formação 

de pontes de hidrogênio entre os aminoácidos valina da posição 1 da globina beta S, e a valina 

mutante que substituiu o ácido glutâmico. A formação dessas pontes de hidrogênio modifica a 

estrutura espacial da molécula de HbS e promove contatos intermoleculares com outros 

aminoácidos da globina beta S que participam da formação de agregados de filamentos 

(NAOUM, 1997; PELIZARO et al., 2012; STEINBERG, 1998; 2008). Como consequência, 

estes agregados de filamentos se polimerizam e alteram a estrutura globular da molécula de 

HbS, modificando também a morfologia discóide do eritrócito, causando o seu afoiçamento. A 

forma característica de foice apresenta uma redução da flexibilidade, o que encurta a vida média 

destas células na circulação, provocando complicações clínicas e prejudicando o 

desenvolvimento, a qualidade de vida e até mesmo podendo levar o indivíduo ao óbito 

(CHIRICO; PIALOUX, 2012; ZAGO et al., 2004).  
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Figura 4: Fisiopatologia da HbS. Adaptado de Steinberg (1999). 

 

 

A membrana eritrocitária é muito afetada durante a falcização, caracterizada por 

desarranjos das proteínas e geração de radicais livres oxidantes. A nível circulatório, a alteração 

da plasticidade normal dos eritrócitos desencadeada pelos efeitos polimerizantes da HbS tornam 

os eritrócitos falcêmicos com maior possibilidade de aderirem ao endotélio vascular 

(STEINBERG, 1998). Como consequência destas repetidas polimerizações da HbS, ocorre 

hemólise intravascular e crises vaso-oclusivas, desencadeando a geração de espécies reativas 

do oxigênio, redução da biodisponibilidade de oxido nítrico, lesão endotelial, aumento da 

expressão de moléculas de adesão de células sanguíneas e endoteliais, e um processo 

inflamatório crônico (CHIRICO; PIALOUX, 2012; REES; GIBSON, 2011; SUN; XIA, 2013).  

O afoiçamento dos eritrócitos é a característica marcante da AF, pois além de causar 

anemia hemolítica crônica, ainda é responsável pela obstrução de vasos sanguíneos com 

consequentes episódios dolorosos recorrentes, infarto e necrose dos ossos, articulações, e de 

órgãos como baço, pulmões, rins, dentre outros (PALLIS, 2011; ZAGO et al., 2004). Dentre 

outras intercorrências relevantes provocadas pela AF, podemos citar o acidente vascular 

cerebral, retinopatias proliferativas, retardo na maturação sexual, desenvolvimento de úlceras 

nas pernas, priapismo (ereção peniana persistente e dolorosa sem estímulo sexual), dentre outras 

(BODAS et al., 2013; KASSIM; DEBAUM, 2013; RIBEIRO et al., 2008).  Esta patologia está 
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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 níveis de proteínas 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 

homeostáticos celulares, os quais podem transmitir uma tendência trombogênica para essa 

patologia (YEE et al., 2005). Acredita-se que essas mudanças possam ser devido à sobrevida 

reduzida das plaquetas e ao aumento nos níveis plasmáticos de ADP e epinefrina (STUART; 

SETTY, 2001). Além disso, altos níveis de trombina e pró-trombina têm sido relatados nestes 

pacientes (TOMER et al., 2001).  Alguns estudos têm demonstrado níveis 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 condições hemolíticas como acontece na AF, os eritrócitos 

liberam uma quantidade excessiva de Hb extracelular no plasma, a qual inibe a clivagem do 

VWF, uma proteína multimérica em circulação sanguínea com funções homeostáticas. Através 

do bloqueio da clivagem de FVW ocorre a ligação da Hb aos multímeros deste fator não 

clivados, os quais se acumulam no plasma promovendo adesão celular e eventos como trombose 

e oclusão vascular, uma vez que são hiperativos na ligação às plaquetas e às hemácias 

falciformes (Figura 5) (ZHOU et al, 2011).  

 

 

 

Figura 5: Diagrama esquemático da condição patofisiológica da AF. Hemoglobina circulando livres no plasma 

impedindo a clivagem do fator de Von Willebrand e o acúmulo do mesmo no plasma causando vaso-oclusão. 

Adaptado de Zhou et al. (2011). 
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Na patologia falciforme, o bloqueio vascular pelos eritrócitos falcizados é a causa do 

processo inflamatório, assim como, a inflamação desencadeada mediante este bloqueio também 

é a causa da doença vascular, pois ambos ocorrem como um ciclo vicioso, com a inflamação e 

a oclusão vascular estimulando uma a outra reciprocamente (ESMON, 2005; REES et al., 

2010).  O processo inflamatório está frequentemente associado com a ativação da coagulação 

sanguínea, com desencadeamento da expressão anormal de moléculas de adesão, com 

consequente depleção do óxido nítrico e alteração na vasorregulação (CINEL; OPAL, 2009; 

HEBBEL, 2004; SUN; XIA, 2013).   

As crises vaso-oclusivas dolorosas desencadeadas pelo aprisionamento dos eritrócitos e 

leucócitos na microcirculação levam à obstrução vascular e à isquemia tecidual (Figura 6). A 

oclusão vascular é o resultado da interação dinâmica entre os eritrócitos e o endotélio vascular, 

resultando em episódios de oclusão microvascular e isquemia, seguido pelo restabelecimento 

do fluxo sanguíneo, que, além disso, promove lesão tecidual mediada por reperfusão. Estes 

ciclos de isquemia e reperfusão ocasionam um processo inflamatório e de estresse oxidativo, 

aumentando a expressão de moléculas de adesão endotelial, um aumento na síntese de 

moléculas inflamatórias, causando também um quadro de leucocitose (BELCHER et al., 2003; 

FRENETTE, 2002).  

 

 

 

Figura 6: Fenômeno da vaso-oclusão. Adaptado de Frenette; Atweh (2007).    
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Em termos laboratoriais, a contagem de reticulócitos encontra-se elevada na faixa de 10 

a 20% nos pacientes com AF. O volume corpuscular médio (VCM) e a concentração de 

hemoglobina corpuscular média (CHCM) encontram-se normais, porém a variação no tamanho 

das hemácias (RDW) é marcadamente observado e correlaciona-se com a gravidade da doença 

(BAIN, 2006; WEATHERALL et al., 2001).  

De fato, a AF está associada a um estado inflamatório sistêmico e crônico, evidenciado 

por uma elevação crônica da contagem de leucócitos (ADRAGNA et al., 1994; STEINBERG, 

2008), fenótipo ativado de células endoteliais circulantes (pró-adesivo, pró-coagulante e pró-

oxidante), expressão aumentada dos receptores endoteliais como VCAM e P-selectina 

(HEBBEL et al., 2009).  

Segundo Lanaro et al., (2009) resultados conflitantes têm sido notados, referentes aos 

níveis plasmáticos de citocinas nos pacientes com hemoglobinopatia. De acordo com 

Raghupathy et al., (2000) os níveis plasmáticos de IL-2 e IFN-Ɣ não mostraram-se alterados 

nos pacientes homozigotos para HbS, quando comparado com os controles. Quanto ao 

marcador IL-4 um aumento foi observado nos pacientes com AF.  No estudo de Pathare et. al., 

(2004) níveis séricos de IL-1β, IL-6 e IFN-γ encontraram-se aumentados nos pacientes com a 

doença falciforme quando comparado ao grupo controle, enquanto que os níveis de TNF-α e 

IL-2 não mostraram-se diferentes significativamente. Já para Lanaro et al., (2009), elevados 

níveis de mediadores inflamatórios tais como TNF-α e IL-8 foram observados nos pacientes 

com AF, porém naqueles pacientes que faziam uso da terapia com hidroxiuréia (HU), notou-se 

que os níveis de TNF-α retornaram aos seus níveis basais, e uma redução nos níveis de IL-10 

foi observado.  

Citocinas tais como IL-1β, IL-8, TNF-α são secretadas por plaquetas circulantes em 

estado ativado (LOPPNOW et al., 1998; SU et al., 1996). Além disso, essas citocinas 

inflamatórias são também produzidas por monócitos e macrófagos presentes no local da 

isquemia tecidual. Segundo Zennadi et al. (2008), os neutrófilos, monócitos e linfócitos também 

podem contribuir para a patofisiologia da AF. A aderência destas células ao endotélio vascular 

podem induzir a produção de múltiplas citocinas e estimular o endotélio vascular a aumentar a 

expressão de ligantes de moléculas de adesão para células sanguíneas.  

É provável que outros mecanismos também desencadeiem uma resposta inflamatória, 

como por exemplo o meio ambiente hipóxico, que na microcirculação poderia desencadear um 

aumento na auto-oxidação da hemoglobina, levando a uma elevação na produção de superóxido 
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pelos eritrócitos. A consequente liberação de H2O2 pelos glóbulos vermelhos difundindo-se 

pelo endotélio levaria assim ao recrutamento de leucócitos (KIEFMANN et al., 2008).  

A hidroxiuréia (HU) é o único fármaco disponível e aprovado pelo FDA para o 

tratamento da AF, sendo considerado o fármaco terapêutico para o controle das complicações 

clínicas (BRASIL, 2012). A HU possui um radical que, ao ser metabolizado, gera a produção 

de óxido nítrico, o qual estimula diretamente a produção de cadeias Ɣ globina, aumentando, 

consequentemente, os níveis de HbF (PLATT, 2008). De acordo com Smith et al. (2011), o 

início da resposta ao tratamento com HU dá-se em cerca de 10 semanas de uso, incluindo 

alterações nas hemácias e nos índices de reticulócitos, além do aumento dos níveis de HbF. A 

HU promove a redução da hemólise e de crises vaso-oclusivas, diminuindo a necessidade de 

transfusão sanguínea e o risco de óbito (GREEN; BARRAL, 2014).  

Em um estudo conduzido por Finnegan et al. (2007), foi observado que os 

polimorfonucleares de indivíduos tratados com HU aderem menos às células endoteliais e, 

consequentemente, capturam menos eritrócitos comparados a indivíduos sem uso de HU.  Já 

Haynes et al. (2008) observaram que os neutrófilos ativados, dos pacientes com AF, apresentam 

um aumento na exposição de fosfatidilserina presente nas células vermelhas, o que facilita sua 

adesão ao endotélio vascular, no entanto, a HU também mostrou-se capaz de atenuar esse 

processo. 

O único porém de seu uso é que a mesma promove o desenvolvimento de macrocitose, 

dificultando o reconhecimento da deficiência de ácido fólico, portanto o uso HU é aconselhado 

concomitantemente com o uso de ácido fólico como medida profilática (CANÇADO et al., 

2009). Outro recurso terapêutico destes pacientes é o transplante de células tronco 

hematopoiético, único tratamento capaz de curar o doente falciforme, com o objetivo de 

restabelecer a hematopoiese normal do indivíduo (FERRAZ et al., 2012). 

A hipóxia desempenha um papel crítico nos sujeitos portadores da HbS/S, promovendo 

a falcização dos eritrócitos com consequente extravasamento de Hb e do nucleotídeo adenosina 

trifosfato (ATP) na circulação (SUN; XIA, 2013). Os nucleotídeos da adenina, tais como ATP, 

ADP (adenosina difosfato) e AMP (adenosina monofosfato), e seu derivado nucleosídeo 

adenosina, são secretados por leucócitos, plaquetas e células endoteliais danificadas sinalizando 

vias de grande importância que medeiam diversos efeitos biológicos (RALEVIC; 

BURNSTOCK, 1998). Estes nucleotídeos extracelulares são importantes moléculas 

sinalizadoras e essenciais para o início e manutenção das reações inflamatórias. Além disso, 
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são também efetivos na regulação da resposta vascular ao dano endotelial por exercerem 

diversos efeitos nas plaquetas (BIRK et al., 2002).  

Os nucleosídeos são moléculas resultantes da união de uma base nitrogenada (púrica ou 

pirimídica) a uma pentose. Quando estes nucleosídeos são fosforilados por quinases específicas 

formam moléculas denominadas de nucleotídeos (ATKINSON et al., 2006). Em condições 

fisiológicas, os nucleotídeos e o nucleosídeo adenosina encontram-se em baixas concentrações 

no meio extracelular, normalmente em quantidades nanomolares, podendo chegar até as 

quantidades micromolares em determinadas situações (DI VIRGILIO et al., 2001). Quando em 

altas concentrações (ATP), pode atuar como molécula citotóxica e levar à morte celular, pela 

formação de grandes poros na membrana plasmática (PODACK et al., 1985; YOUNG et al., 

1986). 

O sistema purinérgico é composto por três principais componentes: os nucleotídeos e 

nucleosídeos extracelulares, os quais são os mediadores da sinalização; os receptores, através 

dos quais estes nucleotídeos e nucleosídeos exercem seus efeitos e, as ectoenzimas, 

responsáveis pelo controle dos níveis extracelulares destas moléculas (Figura 7) (YEGUTKIN, 

2008). Este sistema é caracterizado por ser uma via de sinalização importante em diversos 

tecidos, desencadeando múltiplos efeitos celulares, na resposta imune, na inflamação, na dor, 

na agregação plaquetária, na proliferação e morte celular (BURNSTOCK; KNIGHT, 2004). 

 

 

Figura 7: Representação dos componentes do sistema purinérgico. Adaptado de JUNGER (2011). 
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O ATP é capaz de estimular a produção de citocinas inflamatórias como IL-1 e TNF-α 

e ainda estimular a proliferação de linfócitos (BOURS et al., 2006). O ATP também exerce 

efeitos na tromborregulação, pois é liberado dos grânulos plaquetários, juntamente com o ADP, 

no momento que ocorre a ativação das plaquetas (SOSLAU; YOUNGPRAPAKORN, 1997). 

O ADP não possui um papel definido nos linfócitos (DI VIRGILIO et al., 2001). Porém, 

nas plaquetas, ele age como um importante mediador da agregação plaquetária e da 

tromborregulação, podendo ser liberado na circulação sanguínea após danos teciduais 

(ZIMMERMANN, 1999). Em situações de disfunção ou dano vascular, o ADP é liberado do 

interior de grânulos existentes nas plaquetas, sendo então considerado o agonista mais 

importante do recrutamento plaquetário e o indutor da formação de trombos no interior de vasos 

(MARCUS et al., 2003).  

Já o AMP é um metabólito intermediário da hidrólise do ATP (BARSOTTI; IPATA, 

2004) que exerce a função de sinalizador em situações de desequilíbrio no metabolismo, 

servindo também como substrato para a formação da adenosina (CUNHA, 2001; LATINI; 

PEDATA, 2001). A adenosina é reconhecida por possuir propriedades anti-inflamatórias 

(CRONSTEIN, 1994), vasodilatadoras (JACOBSON et al., 2006), e imunossupressoras 

(SPYCHALA et al., 1997), além de atuar como um potente inibidor da agregação plaquetária 

(BOROWIEC et al., 2006).  

Os nucleotídeos extracelulares não atravessam a membrana plasmática, mas exercem 

suas ações biológicas através de receptores específicos presentes na superfície celular, 

denominados receptores purinérgicos (DI VIRGÍLIO et al., 2001). O ATP extracelular e seus 

metabólitos são reconhecidos por duas famílias de receptores purinérgicos, P1 e P2, presentes 

na superfície de diversas células cujos membros são ativados pela adenosina e por ATP e ADP, 

respectivamente (BURNSTOCK, 2007). Os purinoreceptores P2 podem ainda ser divididos em 

duas subclasses: acoplados à proteína G (metabotrópicos), chamados de P2Y e os ligados a 

canais iônicos, designados P2X (Figura 8) (DI VIRGÍLIO et al., 2001).  
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Figura 8: Receptores envolvidos na resposta fisiológica dos nucleotídeos e nucleosídeos extracelulares de adenina 

(http://ars.sciencedirect.com/content/image/1-s2.0-S0005273612000065-gr1.jpg). Data de acesso: 26/02/2016. 

 

 

 

A liberação de grande quantidade de ATP intracelular durante o processo inflamatório 

aumenta a sinalização purinérgica através da ativação do receptor P2X7 desencadeando eventos 

pró-inflamatórios.  A liberação da principal citocina, a IL-1β, durante o processo inflamatório, 

está associada com a atividade do receptor P2X7 (LISTER et al., 2007). Estudos relacionando 

a ativação do receptor P2X7 e a liberação e ativação de outras citocinas como IL-1α, IL-2, IL-

4, IL-6, IL-13, IL-18 e TNF-α também têm sido descritos (JACOB et al., 2013; LOOMIS et al., 

2003; MEHTA et al., 2001; SMITH et al., 2001). 

O controle dos níveis extracelulares dos nucleotídeos da adenina e da adenosina, bem 

como a consequente sinalização purinérgica por eles induzida através dos receptores, é 

fundamental na manutenção dos processos fisiológicos (ROBSON et al., 2006). Este controle 

é realizado por uma variedade de enzimas ancoradas à superfície celular ou localizadas no meio 

intersticial de forma solúvel (ZIMMERMANN et al., 2007). Tais enzimas são conhecidas como 

ectonucleotidases e podem ser classificadas como E-NTPDase (nucleosídeo trifostato 5’-

difosfohidrolase ou apirase; EC 3.6.1.5), E-NPP (ecto-nucleotídeo 

pirofosfatase/fosfodiesterase; EC 3.1.4.1) e E-5’-nucleotidase (EC 3.1.3.5) sendo amplamente 

distribuídas nos tecidos (Figura 9) (ZIMMERMANN, 2000; 2012). Outra ectoenzima também 

importante no metabolismo purinérgico é a adenosina deaminase (E-ADA; EC 3.5.4.4)), 

responsável pela desaminação do nucleosídeo adenosina (ZIMMERMANN, 2001; 2012). 
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Figura 9:  Enzimas envolvidas na degradação extracelular de nucleotídeos e nucleosídeos de adenina. Adaptado 

de Yegutkin (2008). 

 

 

 

Estas enzimas atuam formando uma cadeia enzimática que tem início com a ação da E-

NTPDase e da E-NPP, as quais catalisam a hidrólise 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 sequência de degradação dos 

nucleotídeos, a enzima E-ADA regula as concentrações de adenosina, através da formação de 

inosina (BOURS et al., 2006; ZIMMERMANN, 2000). 

As NTPDases são uma família de enzimas responsáveis pela hidrólise de nucleotídeos 

di e trifosfatados a seus monofosfonucleotídeos correspondentes (ZIMMERMANN et al., 

2012). As enzimas da família das NTPDases são expressas pelos genes ENTPD, sendo que oito 

membros desta família já foram identificados e diferem quanto a especificidade de substratos, 

distribuição tecidual e localização celular (BIGONNESSE et al., 2004; SHI et al., 2001; 

ZIMMERMANN, 2001). Quatro destes membros estão localizados na membrana celular com 

o sítio catalítico voltado para o meio extracelular (NTPDase 1, 2, 3, 8) e requerem Ca2+ ou Mg2+ 

para sua máxima atividade, sendo inativas na ausência destes cátions; e quatro exibem uma 

localização intracelular (NTPDase 4,5,6,7) (KUKULSKI et al., 2005; ROBSON et al., 2006; 

ZIMMERMANN, 2001). 

Vários estudos têm mostrado uma atividade alterada da enzima E-NTPDase em 

pacientes com diferentes condições patológicas como o diabetes (LUNKES et al, 2003), a 

esclerose múltipla (SPANEVELLO et al., 2010), o infarto agudo do miocárdio (BAGATINI et 
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al., 2008), e na síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS) (LEAL et al., 2005). A primeira 

a ser identificada e descrita foi a NTPDase-1, como proteína CD39 em células linfóides, 

representando um marcador de ativação de linfócitos B (MALISZEWSKI et al., 1994). 

Subsequentemente, também foi identificada em linfócitos NK, linfócitos T ativados, monócitos, 

assim como em células dendríticas 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 hemostático, uma vez que ela controla 

os efeitos pró-trombóticos e pró-inflamatórios de nucleotídeos como o ATP e o ADP, 

prevenindo assim a formação de coágulos e a vaso-oclusão (YEGUTKIN, 2008).  

A NTPDase-2, é particularmente associada com as superfícies adventícias 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 agregação plaquetária 

induzida pelo ADP ou ATP (YEGUTKIN, 2008). Destaca-se por uma atividade hidrolítica 

preferencialmente à nucleosídeos trifosfatados, podendo induzir consequentemente ativação 

plaquetária 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 responsável pela 

desfosforilação de ribo- e desoxirribonucleossídeos 5’ monofosfatados como AMP, CMP, 

UMP, IMP e GMP, porém com uma maior afinidade pelo AMP, sendo por isto considerada a 

principal enzima responsável pela formação de adenosina (ZIMMERMANN et al., 2012). A 

eN é uma proteína ancorada à membrana plasmática via um glicosil fosfatidilinositol (GPI) com 

seu sítio catalítico 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). 

 

 

Figura 10: Estrutura da ecto-5’nucleotidase ancorada à membrana plasmática. Adaptado de ZIMMERMANN 

(2001). 
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A enzima adenosina desaminase também faz parte do conjunto de enzimas responsáveis 

pela degradação sequencial dos nucleotídeos e nucleosídeos da adenina (YEGUTKIN, 2008). 

A E-ADA é responsável pela desaminação irreversível da adenosina e 2’-deoxiadenosina em 

inosina e 2’-deoxinosina, respectivamente (RESTA et al., 1998; ROBSON et al., 2006). Esta 

enzima é 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 bioquímicas (SHAROYAN et al., 2006). A ADA1 

é uma isoenzima encontrada em todas as células e tecidos humanos, cuja localização é 

principalmente citosólica. Apresenta alta atividade em linfócitos e monócitos, sendo que quase 

toda atividade da ADA humana é atribuída a esta isoenzima (ZAVIALOV; ENGSTROM, 

2005). Além disso, apesar de sua localização intracelular, ADA1 pode estar combinada com 

uma proteína combinante, formando um complexo que constitui uma ecto-ADA, localizada na 

superfície celular (TSUBOI et al., 1995). 

Já a ADA2 apresenta diferenças tanto estruturais quanto cinéticas e é encontrada 

predominantemente no soro de indivíduos normais (UNGERER et al., 1992). Dados recentes 

têm sugerido que ADA2 no plasma humano pode ser secretada por monócitos ativados em 

processos inflamatórios, tendo a habilidade de regular a proliferação celular (IWAKI-EGAWA 

et al., 2006). 

A regulação da concentração da adenosina extracelular, foi uma das primeiras funções 

fisiológicas atribuídas à ecto-ADA, logo após sua descoberta na membrana celular (FRANCO 

et al., 1997). A adenosina pode ser liberada pelas células, como também pode ser proveniente 

da degradação do ATP extracelular pela ação das ecto-nucleotidases. O controle da sinalização 

adenosinérgica também pode ser exercido através da via de recuperação da adenosina através 

de transportadores de nucleosídeos, seguida por fosforilação à AMP pela adenosina quinase ou 

desaminação à inosina pela ecto-ADA (Figura 11) (HASKÓ; CRONSTEIN, 2004). 
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Figura 11: Principais vias envolvidas no metabolismo da adenosina. Adaptado de HASKÓ; CRONSTEIN (2004). 

  

 

A ecto-ADA por ser principalmente encontrada em linfócitos de sangue periférico de 

humanos, desempenha um papel chave no sistema imune, uma vez que está diretamente 

relacionada com a proliferação, a maturação e a função destas células (GORELL et al., 2001). 

Além de maior porcentagem de células B expressarem ADA na sua superfície, o número de 

moléculas de ADA na membrana plasmática das células B é muito maior do que das células T, 

entretanto, a atividade enzimática da ecto-ADA é muito maior em células T do que em células 

B. Portanto, alterações na atividade da ecto-ADA podem ocorrer como consequência da 

variação em sua expressão em tecidos e células (ARAN et al., 1991; FRANCO et al., 1997). 

As ações da adenosina são exercidas através de um grupo de receptores metabotrópicos 

classificados como ADORA1, ADORA2A, ADORA2B e ADORA3, no entanto somente os 

receptores ADORA2B são regulados positivamente nos casos de hipóxia (ELTZSCHIG et al., 

2003; KONG et al., 2006). A elevada concentração de adenosina no meio extracelular leva à 

estimulação dos receptores ADORA2B promovendo a falcização dos eritrócitos por induzir a 

produção de 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG). Tanto a concentração de adenosina quanto a de 

2,3-DPG encontram-se elevadas nos pacientes com AF. A 2,3-DPG é um metabólito específico 

dos eritrócitos que reduz a afinidade do oxigênio pela hemoglobina (NARITA et al., 1981; 

SASAKI; CHIBA, 1983). A adenosina regula a produção de 2,3-DPG nos eritrócitos 

controlando a afinidade do oxigênio pela hemoglobina. Entretanto, nos pacientes com AF esse 

mecanismo se torna prejudicial por reduzir a afinidade do oxigênio com a HbS fazendo com 
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que facilite o aumento da polimerização da deoxi-HbS e consequentemente a indução da 

falcização dos eritrócitos (Figura 12) (ZHANG et al., 2011).  

 

 

 

 
Figura 12: Elevada concentração de 2,3-DPG por estimulação de elevada concentração de adenosina na condição 

de hipóxia leva a falcização dos eritrócitos. Adaptado de Zhang et al. (2011).  

 

 

Com base no acima mencionado, o sistema purinérgico desempenha função importante 

na manutenção da hemostasia prevenindo excessiva agregação plaquetária e estando 

relacionado à resposta imune e inflamatória. Portanto é de interesse científico avaliarmos a 

sinalização purinérgica em pacientes com AF, já que esta doença é caracterizada pela falcização 

e aprisionamento dos eritrócitos na microcirculação levando ao desenvolvimento de um 

processo inflamatório e desencadeamento de processos vaso-oclusivos 

 

 

 

 

 



33 
 

1.1  OBJETIVOS 

 

1.1.1 Objetivo geral 

 

O objetivo do presente estudo foi avaliar a sinalização purinérgica em plaquetas e 

linfócitos de pacientes com anemia falciforme, como também investigar a modulação da 

resposta imune frente a esta patologia.  

 

 

1.1.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar a atividade das enzimas E-NTPDase e E-ADA em linfócitos de pacientes 

com AF.  

 Avaliar a atividade das enzimas E-NTPDase, E-5’-nucleotidase e E-ADA em 

plaquetas de pacientes com AF.   

 Verificar o efeito in vitro dos fármacos Hidroxiuréia e Ácido fólico sobre a 

atividade das enzimas E-NTPDase, E-5’-nucleotidase e E-ADA em linfócitos e plaquetas; 

 Determinar a expressão de CD39 e CD73 em plaquetas; 

 Determinar os níveis séricos de citocinas referentes às respostas Th1, Th2 e 

Th17. 
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APRESENTAÇÃO 

 

Os resultados desta tese estão apresentados sob a forma de um artigo publicado e um 

manuscrito aceito, os quais encontram-se nos itens “ARTIGO e MANUSCRITO ACEITO”. 

As seções Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e Referências encontram-se nos próprios 

artigos e representam a íntegra deste estudo.  

Os itens DISCUSSÃO e CONCLUSÕES, encontrados no final desta tese, apresentam 

interpretações e comentários gerais a respeito dos resultados apresentados nos artigos. As 

REFERÊNCIAS referem-se somente às citações que aparecem nos itens INTRODUÇÃO e 

DISCUSSÃO desta tese. 
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2 ARTIGO 1 

 

 

 

Anemia falciforme induz alterações na atividade da E-NTPDase/E-ADA em linfócitos 

periféricos e na secreção 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 
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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 
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1. Introduction 

Sickle cell anemia (SCA) is a consequence of a point mutation in the gene encoding β-

globin resulting in a single amino acid substitution of β-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 (ADO) 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 

K2HPO4, 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 KCl 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 CaCl₂, 100 mM NaCl, 4 mM KCl, 5 mM glucose and 50 mM Tris-–HCl buffer, pH=7.4, 

at a final volume of 200 μL 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 CaCl₂ was replaced 

by 10 mM MgCl₂. Twenty microliters of the isolated platelets (8-12 μg of protein) was added 

to the reaction mixture and pre-incubation proceeded for 10 min at 37ºC. 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 μL 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 μL of platelets reacted with 21mM of adenosine were incubated 

at 37 ºC for 60 min, pH 6.5. Afterwards, the reaction was stopped by adding a solution of 106.2 

mM phenol and 167.8 µM 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 CD39 and 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 mean±standard 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, Proença-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 
(nmol Pi/min/mg protein) 

ADP hydrolysis 
(nmol Pi/min/mg protein) 

AMP hydrolysis 
(nmol Pi/min/mg protein) 

E-ADA activity 
(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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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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4 DISCUSSÃO 

 

A AF é uma hemoglobinopatia caracterizada pela presença da homozigose da HbS nos 

eritrócitos que, mediante condições de hipóxia leva a sua polimerização.  Os sintomas clínicos 

decorrentes da patologia iniciam mediante o declínio da concentração de HbF nos eritrócitos, 

sendo portanto sua taxa de extensão o principal determinante da severidade da doença 

(NAOUM, 2000). Em detrimento disso, os níveis de HbF nos eritrócitos dos pacientes com AF 

foram avaliados no presente estudo. A porcentagem de HbF mostrou-se elevada nestes 

pacientes quando comparado àqueles sujeitos que não apresentavam a hemoglobinopatia.  

Este aumento nos níveis de HbF contribui para a redução da severidade da doença, já 

que acaba por diluir a concentração de HbS nos glóbulos vermelhos, reduzindo assim a sua 

polimerização em casos de hipóxia. 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 à produção de óxido 

nítrico, estimulando diretamente a produção de cadeias Ɣ globina, aumentando, 

consequentemente os níveis de HbF (PLATT, 2008). 

Além da HbF, outros índices hematológicos também foram avaliados no estudo. 

Parâmetros como o 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 número de plaquetas, alteração no 

RDW e um aumento no número de leucócitos quando compararam os pacientes sem alguma 

hemoglobinopatia com aqueles que apresentavam AF. O RDW elevado nos pacientes com AF 

indica a presença de anisocitose, ou seja, uma desigualdade no tamanho das hemácias, a qual é 

justificada pelo aumento na porcentagem de reticulócitos nesses pacientes (ARAI et al., 2011). 

A elevada contagem de plaquetas e leucócitos confirma a presença de um processo inflamatório, 

o que contribui para o agravo da patologia.   

O marcador biológico de leucocitose tem sido muito associado com a severidade na 

doença falciforme (LITOS et al., 2007; OKPALA, 2006). O presente estudo verificou também 

que os pacientes com AF apresentavam um aumento no número de leucócitos quando 

comparado aos sujeitos controles. De acordo com Bandeira e col. (2014) os pacientes com AF 

apresentam um aumento no perfil inflamatório e, os leucócitos aderentes desempenham um 

papel direto nas oclusões vasculares causadas pelos eritrócitos falcêmicos, o qual se manifesta 
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pelo aumento nos níveis de citocinas inflamatórias, redução da biodisponibilidade do óxido 

nítrico, levando também ao desenvolvimento de estresse oxidativo (MAKIS et al., 2000). 

As citocinas pró-inflamatórias têm sido apontadas como importantes sinalizadores 

inflamatórios. Estudos indicam que o TNF-α é o principal mediador da resposta aguda 

inflamatória e que elevados níveis estimulariam a produção de IL-6 (BILATE, 2007; REES; 

GIBSON, 2011). As citocinas pró-inflamatórias são produzidas por células endoteliais ativadas, 

plaquetas ativadas, monócitos e macrófagos 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 diminuição nos níveis plasmáticos de TNF-α. O 

mesmo foi observado por Keikhaei et al. (2013) quando avaliaram pacientes que faziam o uso 

da HU com aqueles que não a utilizavam. A HU apresenta muitos efeitos benéficos já bem 

definidos, dentre eles o de modular a produção de citocinas, estando associada à redução nos 

níveis de TNF-α (COLELLA et al., 2012). 

Em concordância com estudos anteriores, um decréscimo nos níveis de TNF-α 

circulantes também foram observados em pacientes com AF que faziam uso do medicamento 

HU neste presente estudo, reforçando a hipótese que a HU apresenta efeitos anti-inflamatórios, 

os quais presentam efeitos benéficos aos paciente. Além da alteração nos níveis TNF-α nós 

também observamos reduzidos níveis de IL-6 nos pacientes com AF que faziam uso da terapia 

com HU. Este efeito provavelmente se deve aos baixos níveis de TNF-α, já que o mesmo é 

capaz de modular os níveis da IL-6.  

Em resposta à hipóxia e à inflamação na patologia falciforme, padrões moleculares 

associados ao dano (DAMPS) são liberados de eritrócitos falcizados e outras células endoteliais 

danificadas do meio intra para o meio extracelular, entre eles o ATP e ADP (GLADWIN; 

OFORI-ACQUAH 2014; SUN; XIA, 2013). Em decorrência disto, nosso trabalho também 

investigou a atividade da E-NTPDase, E-5’nucleotidase e E-ADA, as quais são enzimas que se 

encontram ancoradas na membrana de linfócitos e plaquetas e, responsáveis pelo controle dos 

níveis fisiológicos destes nucleotídeos e nucleosídeo no meio extracelular.   

Um aumento na atividade da E-NTPDase (hidrólise do ATP e ADP) foi observado tanto 

nas plaquetas quanto nos linfócitos dos pacientes AF. Isto já era esperado uma vez que a E-

NTPDase é conhecida como uma enzima chave que desempenha um papel importante na 

inflamação e na tromborregulação. Este aumento em sua atividade leva a um aumento na 

hidrólise dos nucleotídeos ATP e ADP liberados durante os casos de hipóxia com o intuito de 
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manter seus níveis fisiológicos, já que elevadas concentrações de ATP no meio extracelular 

acabariam contribuindo para um maior dano tecidual e inflamatório. Neste sentido, a E-

NTPDase, que é a maior promotora da inibição plaquetária via metabolismo do ATP e ADP, 

estaria também reduzindo o recrutamento e a ativação plaquetária. 

Além da atividade da E-NTPDase, o presente estudo também avaliou a expressão desta 

enzima nas plaquetas de pacientes com AF. Pôde-se observar que a porcentagem de plaquetas 

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 expressão da CD39 nas 

plaquetas, pois este dado vem de encontro com o trabalho de Silva-Pinto e col. (2014) onde os 

mesmos observaram uma redução na porcentagem de células linfócitos 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 não faziam uso da HU e com pacientes controle. Além 

disso uma redução da expressão da CD73 em células NK de pacientes tratados com HU também 

foi observado. De acordo com Koziak (1999) a atenuação da expressão da CD39 em plaquetas 

está associada com a ativação plaquetária e a formação de trombos, portanto podemos sugerir 

que a redução da expressão da CD39 possa ser um fator que contribui indiretamente com os 

processos vaso-oclusivos ocorridos na patologia falciforme.  

Nos casos de hipóxia e inflamação, o aumento na produção de adenosina dos seus 

precursores moleculares ocorre na tentativa de alterar o equilíbrio da sinalização pro-

inflamatória desencadeada pelo ATP em direção à sinalização anti-inflamatória da adenosina 

(POTH et al., 2013). No nosso estudo, observamos um aumento na atividade da E-NTPDase 

nos linfócitos de pacientes com AF, tanto para a hidrólise do ATP quando do ADP. Já que as 

enzimas do sistema purinérgico atuam em cascata e que a atividade da E-5’-nucleotidase não 

foi avaliada nos linfócitos de pacientes com AF, nós podemos sugerir que sua atividade também 

esteja aumentada, resultando em uma quantidade aumentada de adenosina no meio extracelular 

a fim de compensar os efeitos pró-inflamatórios e agregantes da sinalização das moléculas de 

ATP e ADP.  

A E-5’-nucleotidase é uma importante enzima com capacidade de catalisar a 

desfosforilação do nucleotídeo AMP em nucleosídeo no meio extracelular, tendo o nucleotídeo 

AMP como substrato preferido para geração de adenosina (COLGAN, et al.; 2006; HASKÓ; 

CRONSTEIN, 2004; YEGUTKIN, 2008).  Já nas plaquetas, a atividade da E-5’-nucleotidase 

foi avaliada, porém a hidrólise do nucleotídeo AMP não mostrou-se alterada, ou seja, nenhuma 
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diferença significativa foi observada na atividade desta enzima em plaquetas de pacientes com 

AF quando comparado com o grupo controle.  

Em decorrência do aumento na atividade da E-NTPDase (hidrólise do ATP e ADP) em 

plaquetas de pacientes com AF, pode-se sugerir que uma quantidade de AMP está sendo gerada 

para além de seus níveis fisiológicos. Um possível aumento dos níveis de AMP nos leva a 

pensar que o mesmo pode estar sendo reconvertido à adenosina difosfato (ADP), pois um 

consequente aumento na atividade da E-5’nucleotidase não foi observado. Isso pode ser 

sugerido pelo fato de que certa quantidade de adenilato quinase (AK1) é liberada de plaquetas, 

glóbulos vermelhos, células endoteliais e circula livremente no sangue, regulando o anabolismo 

do ADP (HASLAM; MILLS, 1967; YEGUTKIN et al., 2007, 2012). Portanto, este possível 

aumento de ADP gerado pela AK1 poderia também estar contribuindo para o aumento da 

agregação plaquetária nos pacientes com AF, já que o ADP é conhecido como um indutor da 

agregação plaquetária e as plaquetas destes pacientes são conhecidas por circular em estado 

ativado, apresentando alterada agregação plaquetária.  

A adenosina, é um purino nucleosídeo gerado da desfosforilação consequente do ATP, 

através da ação 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 hipóxia 

(MARSHALL, 2000). Elevados níveis de adenosina têm sido identificados no plasma de 

pacientes com AF (ZHANG et al., 2011), portanto quando se avaliou a atividade da E-ADA no 

presente estudo, já era esperado que a mesma se encontrasse elevada nestes pacientes. Um 

aumento da E-ADA tanto nos linfócitos quanto nas plaquetas foi observado, levando a um 

aumento na produção de inosina extracelular, a qual apresenta atividade antiplaquetária, 

ajudando assim na prevenção da formação de trombos e no processo isquêmico (FUENTES et 

al., 2014; HSIAO et al., 2005). Ademais, a inosina é um nucleosídeo com propriedade anti-

inflamatória sendo capaz também de suprimir o TNF-α (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- α, isto também pode ter uma relação direta com o decréscimo nos níveis de 

TNF-α 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 o excesso nos níveis extracelulares de adenosina é identificado 

como a causa principal do desenvolvimento de priapismo (processo de ereção prolongada e 

dolorosa do pênis sem estímulo sexual) nestes pacientes, relevando assim o papel negativo da 

adenosina na doença falciforme. Além do mais, o aumento nos níveis de adenosina extracelular 
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levaria à estimulação dos receptores ADORA2B promovendo a falcização dos eritrócitos por 

induzir a produção de 2,3-DPG, o qual reduz a afinidade do oxigênio 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 oxigênio com 

a HbS fazendo com que facilite o aumento da polimerização da deoxi-HbS e consequentemente 

a indução da falcização dos eritrócitos. 

Em decorrência de tudo que foi mencionado anteriormente, e para se ter certeza de que 

todas estas atividades enzimáticas investigadas no presente estudo são decorrentes da própria 

patologia falciforme, investigou-se também, por meio de ensaios in vitro, se as medicações 

utilizadas por estes pacientes (ácido fólico e a HU) poderiam modular a atividade da E-

NTPDase, E-5’-nucleotidase e E-ADA nos linfócitos e plaquetas dos pacientes com AF. Os 

resultados encontrados nos mostram que ambas medicações não interferem na atividade das 

ecto-enzimas, confirmando portanto, que a terapia utilizada pelos sujeitos da pesquisa não 

interfere na hidrólise dos nucleotídeos e nucleosídeo da adenina.   

Em suma, a regulação dos nucleotídeos através das enzimas E-NTPDase e E-ADA em 

resposta à hipóxia e à inflamação, representa um importante controle na regulação da 

concentração das purinas no meio extracelular na patologia falciforme.  Além disso, a adenosina 

desaminase foi capaz de reduzir os níveis de adenosina no meio extracelular contribuindo para 

a redução da falcização dos eritrócitos e consequentemente redução de danos aos órgãos. Com 

isso, podemos afirmar que as ectoenzimas do sistema purinérgico estão envolvidas e 

desempenham um papel muito importante nos processos inflamatórios e vaso-oclusivos 

decorrentes da falcização dos eritrócitos. A alteração na atividade destas em células do sistema 

imune, tais como linfócitos e plaquetas só vem a contribuir para a melhora e reversão do 

processo inflamatório e vaso-oclusivo. 
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5 CONCLUSÕES  

 

- O aumento na atividade da E-NTPDase em linfócitos de pacientes com AF representa um 

importante controle da mediação das purinas no processo inflamatório, promovendo a 

regulação dos nucleotídeos extracelulares liberados em resposta à hipóxia e a inflamação na 

doença falciforme. Já a atividade exercida pela E-NTPDase presente nas plaquetas, induz a um 

equilíbrio destes nucleotídeos a nível extracelular com consequente redução do recrutamento e 

ativação plaquetária, exercendo um efeito direto na prevenção e formação de trombos na doença 

falciforme.  

- A elevada atividade da E-ADA observada nos linfócitos e plaquetas de pacientes com AF vem 

a contribuir para a redução do excesso de adenosina presente no meio extracelular, a qual em 

elevadas concentrações é considerada prejudicial na patologia falciforme. Além disso, o 

aumento na atividade da E-ADA favorece a produção de inosina, contribuindo assim para a 

prevenção de trombos e processo isquêmico. 

- Os fármacos HU e ácido fólico não interferiram na atividade das ectoenzimas (E-NTPDase, 

E-5’nucleotidase e E-ADA) em linfócitos e plaquetas, confirmando portanto, que a terapia 

utilizada pelos sujeitos da pesquisa não interfere na hidrólise dos nucleotídeos e nucleosídeo da 

adenina.  

- A redução na porcentagem de plaquetas que expressam a enzima CD39 nas plaquetas dos 

pacientes com AF pode ser um fator contribuinte para os processos vaso-oclusivos ocorridos 

na patologia falciforme. 

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

com HU, no intuito de reduzir a resposta pró-inflamatória 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 

nucleotídeos e nucleosídeo da adenina no soro, quantificar o óxido nítrico, verificar a agregação 

plaquetária, determinar a expressão dos receptores P2X7 e ADORA2B nos pacientes com AF. 

Estuda-se ainda a possibilidade de realização de testes de estresse oxidativo. 
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ANEXO 

 

ANEXO A – Parecer Consubstanciado do Comitê de Ética para Pesquisa com Seres 

Humanos. 
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