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RESUMO 
 

Há cerca de 50 anos sabe-se que pacientes com anemia falciforme (AF) 

apresentam maiores concentrações plasmáticas de heme livre. Recentemente, foi 

demonstrado que o heme é capaz de ativar a resposta imune inata, desencadeando 

resposta dependente de receptores “Toll-like”, envolvendo a expressão de vários genes 

pró-inflamatórios. Em consonância com estes achados, o papel pró-inflamatório do heme 

foi confirmado em diferentes modelos experimentais de AF, colocando este metabólito 

como potencial desencadeante da oclusão microvascular e síndrome torácica aguda. 

Tromboses micro e macro vasculares são características da AF, e o papel do heme na 

patogenia destes eventos foi recentemente sugerido pela demonstração de sua 

capacidade de induzir a expressão de fator tecidual (FT) em células endoteliais e 

monócitos. No entanto, a relevância funcional da expressão deste achado ainda não foi 

demonstrada através de marcadores clinicamente relevantes da coagulação. Métodos: A 

expressão do FT induzida pelo heme foi avaliada em células mononucleares de sangue 

periférico (PBMC) através de dois ensaios globais da hemostasia: tromboelastometria 

(TEM) e teste de geração de trombina (TGT). Sangue de voluntários saudáveis foram 

coletados por uma veia antecubital com mínima estase em tubos de citrato de sódio (1:10) 

ou heparina. A TEM foi realizada em amostras de sangue total (n=10) incubadas com 30 

μM do heme (Sigma–Aldrich) durante 4 horas a 37°C, em um equipamento ROTEM 

(Pentapharm). A coagulação foi ativada pela adição de CaCl2. Como controle, amostras 

dos mesmos indivíduos foram incubadas concomitantemente com o veículo (n=10). O 

TGT foi realizado em amostras de plasma duplamente centrifugadas, separadas a partir 

de sangue total estimulado com heme ou veículo sob as mesmas condições (n=16). A 

TGT foi realizada utilizando flurímetro Fluoroskan Ascent® (Thermolab). A coagulação foi 



xiv 

 

ativada com FT (5pM) e fosfolipídios  ( Reagente PPP, Thrombinoscope). A expressão de 

FT foi avaliada por qRT-PCR. PBMC e neutrófilos foram separados por centrifugação de 

gradiente de densidade (Ficoll) e então incubados com 30 uM de heme (n=6) ou salina 

(n=6) por 24hs. Teste estatístico não-paramétrico foi utilizado em todas as análises. 

Resultados: a incubação do sangue total com 30 uM de heme resultou numa potente 

indução de expressão de FT quando comparado com o veículo em PBMC (AU) 

(0,03±0,06 vs 1,18±0,60; P=0,03). Não foi possível detectar a expressão de FT em 

neutrófilos. A ativação da coagulação induzida pelo heme pode ser demonstrada através 

da TEM. O Heme diminuiu significativamente o tempo de coagulação (seg) (562,1±88,2 vs 

387±84.3; P=0,002) e a MaxV-t (tempo para a velocidade máxima) (651,4±119,2 vs 

451,1±87,4; P=0,002), que são dois indicadores de um estado de hipercoagulabilidade. 

Uma tendência para a diminuição do tempo de formação do coágulo também pode ser 

observada (P=0.07). Nenhuma diferença pode ser observada na área sob a curva da 

TEM. Um perfil de hipercoagulabilidade, também foi observado no TGT. Mudanças 

estatisticamente significativas, compatíveis com a ativação da coagulação foram 

observadas em parâmetros como: pico de trombina (aumentado), tempo para atingir a 

trombina (diminuição), índice de velocidade (aumento), período de latência (diminuição) e 

StarTail (diminuição) (todos<0,05). Nenhuma mudança estatisticamente significativa pode 

ser observada no parâmetro de pontencial endógeno de trombina. Discussão e  

Conclusão: A TEM e o TGT são dois testes globais em hemostasia, amplamente 

utilizados para avaliação de estados de hipo e hipercoagulabilidade. Ambos os métodos 

tem sido utilizados em pacientes com AF, que apresentam estado de hipercoagulabilidade 

similar ao encontrado em nosso trabalho, caracterizada por um início mais rápido da 

ativação da coagulação. Nossos resultados demonstram pela primeira vez que o heme, 

em concentrações semelhantes às observadas em pacientes com AF, é capaz de 
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estimular não só a expressão do TF em PBMC, mas também de alterar o equilíbrio da 

coagulação para um estado de hipercoagulabilidade. Estes resultados fornecem um 

suporte adicional à hipótese de que o heme é um mediador chave na trombose micro e 

macro vascular na AF e, possivelmente, em outras doenças hemolíticas. 

Nosso estudo também avaliou de forma preliminar, o efeito do heme sobre a 

fosforilação do resíduo S879 da proteína p120-catenina, como um marcador indireto da 

quebra de barreira endotelial. Os resultados, ainda preliminares, sugerem que pode haver 

um efeito do heme sobre a integridade de barreira endotelial, fato que será investigado 

em estudos futuros.  
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ABSTRACT 
 

It has been known for more than 50 years that patients with sickle cell disease 

(SCD) present higher plasma concentrations of heme. More recently, it was shown that 

heme is capable to activate innate immune response, and to trigger a toll-like receptor-

dependent response that involves the expression of several pro-inflammatory genes. 

Accordingly, the role of heme as critical inflammatory mediator in SCD has been confirmed 

in different experimental models, suggesting that heme can be a trigger for microvascular 

occlusion and acute chest syndrome (ACS). The association between innate immune 

response and coagulation activation dates back to 450 million years in evolution, so that 

activation of the former is frequently accompanied by activation of the latter. Micro and 

macrovascular thrombosis are a hallmark of SCD, and the role of heme in the 

pathogenesis of these events has been recently suggested by demonstrations of heme-

induced expression of tissue factor (TF) by endothelial cells and monocytes. However, the 

functional relevance of heme-induced TF expression on clinically-relevant coagulation 

markers has not been demonstrated. Methods: herein we evaluated heme-induced TF 

expression in peripheral blood mononuclear cells (PBMC), and used two different global 

assays of hemostasis, namely thromboelastometry (TEM) and Thrombin Generation Test 

(TGT) to evaluate the effect of heme on coagulation activation. Blood from healthy 

volunteers was drawn from an antecubital vein with minimal stasis in 0.106 sodium citrate 

tubes (1:10) or heparin. TEM was performed in whole-blood samples (n=10) incubated 

with 30 µM heme (Sigma-Aldrich) for four hours at 37oC, in a ROTEM equipment 

(Pentapharm). Coagulation was activated with the addition of CaCl2. Samples from same 

individuals incubated with vehicle were assayed concomitantly as controls (n=10). TGT 

was performed in double centrifuged plasma samples, separated from whole blood 
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stimulated with heme or vehicle under the same conditions (n=16). TGT was performed 

using a Fluoroskan Ascent Flourimeter (Thermolab). Coagulation was activated with TF 

(5pM) and phospholipids (PPP reagent, Thrombinoscope). Expression of TF was 

evaluated by qRT-PCR. Heparin-anticoagulated blood was incubated with 30 µM heme 

(n=6) or vehicle (n=6) for 24 hours. PBMC and neutrophils were then separated by density 

gradient centrifugation (Ficoll). Non-parametric statistics were used in all analysis. 

Results: incubation of whole blood with heme 30 µM resulted in a potent induction of TF 

expression in PBMC compared to vehicle (AU)(0.03±0.06 vs 1.18±0.60; P=0.03). No TF 

expression could be detected in neutrophils. Heme-induced coagulation activation could 

be demonstrated by TEM. Heme significantly decreased the coagulation time (sec) 

(562.1±88.2 to 387±84.3; P=0.002) and the MaxV-t (time to maximum velocity) 

(651.4±119.2 to 451.1±87.4 ; P=0.002), which are two indicators of shift towards a 

hypercoagulable profile. A trend towards a lower clot formation time was also observed 

(P=0.07). No difference could be observed in the area under the TEM curve. A 

hypercoagulable profile was also observed in TGT in samples incubated with heme. 

Statistically significant changes compatible with a shift towards coagulation activation were 

observed in parameters such as peak thrombin (increased), time to peak thrombin 

(decreased), velocity index (increased), lagtime (decreased) and StarTail (decreased) (all 

P<0.05). No statistically significant change could be observed in the endogenous thrombin 

potential parameter (p=0.10). Discussion and conclusions: TEM and TGT are global 

hemostasis assays, widely used for evaluation of hypo- and hypercoagulable states. Both 

methods have been used in patients with SCD, who present hypercoagulable profiles 

similar to those obtained in our study, and characterized by faster onset and offset of 

coagulation activation. We demonstrate for the first time that heme, in concentrations 

similar to those observed in patients with SCD and other hemolytic disorders, is capable to 
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not only stimulate the expression of TF by PBMC, but also to shift the coagulation balance 

towards a hypercoagulable state, similar to that observed in patients with SCD. These 

results provide additional support to the hypothesis that heme is a key mediator micro- and 

macrovascular thrombosis in SCD and possibly, in other hemolytic disorders. 

Our study also evaluated in a preliminary form the effect of heme on the 

phosphorylation of the residue S879 from p120-catenin, as a surrogate marker of 

endothelial barrier breakdown induced by heme. Though preliminary, our results suggest 

that heme might also affect endothelial barrier integrity. Additional studies are underway to 

evaluate this hypothesis.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Anemia Falciforme 

 

1.1.1. Definição e epidemiologia 

A anemia falciforme (AF) é caracterizada como uma hemoglobinopatia 

resultante de uma mutação de ponto no códon 6 na cadeia beta da hemoglobina(β-

globina). Esta mutação no gene da β-globina (HBB) leva a substituição do 

aminoácido glutamato por valina na cadeia polipeptídica, originando assim, a síntese 

de uma hemoglobina que possui propriedades físico-químicas anormais, a 

hemoglobina S (HbS) (Ingram 1958; Brittenham, et al. 1985). 

A HbS quando desoxigenada, sofre agregação e polimerização dentro dos 

eritrócitos,  danificando desta forma sua arquitetura e sua flexibilidade o que leva a 

perda de sua deformidade e finalmente sua falcização (Figura 1). Além disso, 

episódios de hemólise acompanham o quadro desses indivíduos, levando a uma 

anemia hemolítica severa, oclusão crônica dos vasos sanguíneos (vaso-oclusão), 

alterações do sistema imune e até complicações mais graves, como a disfunção 

crônica de órgãos(Roseff, 2009; Rees, et al. 2010). 

A anemia falciforme surgiu na África, sendo disseminada para outros 

continentes, pelo alto índice de imigração forçado de escravos. No Brasil, a 

incidência desta doença é consideravelmente variável sendo maior nos estados em 

que há alta prevalência de afro-descentes. De acordo com o Programa Nacional de 
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Triagem Neonatal (PNTN), por ano nascem cerca de 3.500 crianças portadoras da 

doença e 200 mil com traço falciforme, números que revelam a magnitude do 

desafio a ser enfrentado em nosso país. Este desafio fica mais evidente a partir de 

uma estimativa da carga de doença (disease burden) global da AF nos próximos 

anos que sugere que em 2050 o número de novos nascimentos anual de pacientes 

com AF deve alcançar a marca de 400.000. Ao mesmo tempo, a implementação de 

programas simples como a triagem neonatal universal, tem o potencial de salvar 

mais de 10 milhões de vidas com idade abaixo de 5 anos no mesmo período, 

levando a um aumento importante na prevalência da AF em faixas etárias mais 

avançadas (Piel 2013). Estes dados revelam a urgência para o desenvolvimento de 

novos tratamentos para a AF, capazes de modular a gravidade da doença e 

acessíveis a grandes contingentes de pacientes. Por sua vez, o desenvolvimento 

destes novos tratamentos exige uma compreensão cada vez melhor da 

fisiopatologia da AF. 
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Figura 1. Anemia falciforme. A mutação do gene da β–globina leva a polimerização da hemoglobina 

dentro dos eritrócitos formando a  HbS que quando desoxigenada, causa alterações celulares e 

manifestações clínicas. R = reticulócito; N = neutrófilo; EC = célula endotelial; N::O = 

biodisponibilidade de oxido nítrico (Stuart & Nagel 2004). 

 

1.2. Fisiopatologia da AF 

Como descrito anteriormente, o estado desoxigenado da HbS favorece sua 

cristalização, levando à formação de um núcleo de polimerização da hemoglobina. A 

partir deste núcleo, a HbS intracelular se polimeriza, levando a alterações 

importantes na citoarquitetura do eritrócito, que podem culminar com sua falcização 

irreversível. Além da falcização, a polimerização da HbS também causa uma perda 

importante da flexibilidade e deformabilidade do eritrócito, que interfere em suas 

interações com o endotélio e com outras células circulantes, e reduz sua sobrevida 
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média na circulação. Como consequência, pacientes com AF apresentam uma 

anemia hemolítica crônica, laboratorialmente caracterizada por anemia, hiperplasia 

eritroide na medula óssea, hiperbilirrubinemia e redução da haptoglobina (Zago 

2013). 

No entanto, embora a AF seja causada por uma única mutação de ponto no 

gene HBB, a fisiopatologia das lesões sistêmicas apresentadas por estes pacientes 

é extremamente complexa, envolvendo não apenas a anemia hemolítica crônica, 

mas também um segundo mecanismo fisiopatológico básico que consiste na 

ocorrência de fenômenos vaso-oclusivos seguidos por lesão de isquemia: 

reperfusão, como demonstrados na figura 2. A seguir descreveremos com mais 

detalhes o significado de cada um destes mecanismos segundo o modelo 

fisiopatológico clássico da AF. 

Figura 2. Esquema da fisiopatologia da AF. Sequência de eventos desencadeados pela 

polimerização da HbS, levando à anemia hemolítica e vaso-oclusão. Nos quadros em cinza, as 
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alterações celulares e moleculares decorrentes da vaso-oclusão e da hemólise.  Nos quadros em 

laranja, as complicações relacionadas a estas alterações. ROS: espécies ativas de oxigênio; STA: 

síndrome torácica aguda.  

 

1.2.1. Vaso-oclusão 

A vaso-oclusão que ocorre preferencialmente nas vênulas pós-capilares é o 

mecanismo responsável pelas principais complicações da AF, tais como as crises 

vaso-oclusivas (caracterizadas por dor ou infartos localizados), a síndrome torácica 

aguda (STA), a autoesplenectomia e a lesão orgânica progressiva observada nestes 

pacientes (Rees, et al. 2010). Embora a polimerização da HbS faça parte deste 

processo, a oclusão não é causada pela justaposição de eritrócitos falcizados, mas 

sim pelas alterações de deformabilidade e de adesão celular resultantes de ciclos 

repetidos de polimerização da HbS (Conran & Costa 2009; Sakamoto, et al. 2013) 

De acordo com o modelo fisiopatológico atual, ao atravessar regiões com 

diferentes concentrações de oxigênio (elevada na circulação arterial; reduzida nas 

vênulas pós-capilares), as hemácias de pacientes com AF passam por repetidos 

ciclos de polimerização e despolimerização da HbS, que interferem na interação 

dinâmica entre eritrócitos e células endoteliais, levando a ciclos repetidos de 

obstrução e reperfusão na microcirculação. Estes episódios vaso-oclusivos, e a 

lesão de isquemia:reperfusão subsequente, resultam em um estado inflamatório 

crônico descrito em pacientes com AF, e caracterizado por: dano oxidativo, ativação 

endotelial, recrutamento de leucócitos (leucocitose), aumento da produção de 

citocinas, aumento da adesão celular (hemácias, plaquetas e neutrófilos) ao 
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endotélio e hipercoagulabilidade. Estas ocorrem em graus variados conforme a fase 

da doença.  

Em condições basais (chamadas de steady state), estabelece-se um 

equilíbrio instável entre todos estes fatores, e os pacientes tendem a permanecer 

assintomáticos. No entanto, fatores como hipoxemia, desidratação e infecções, 

diminuem a velocidade do fluxo sanguíneo ou a tensão de oxigênio pelas vênulas 

pós-capilares, favorecendo a vaso-oclusão. Uma vez iniciada, os fatores pro-

inflamatórios citados acima se retroalimentam, contribuindo para o estabelecimento 

das crises de agudização clínica observadas na AF (Conran, et al. 2009) 

 

1.2.2. Hemólise 

Por muitos anos, entendia-se que o impacto da hemólise crônica em 

pacientes com AF se restringisse à anemia hemolítica. No entanto, o papel da 

hemólise na fisiopatologia da disfunção endotelial observada na AF, e por 

consequência, em algumas formas de lesão orgânica e na própria vaso-oclusão,vêm 

sendo descritos nos últimos anos.  

A hemólise intravascular observada na AF resulta em acúmulo de Hb livre 

no plasma. Este excesso de Hb livre condiciona a geração de espécies reativas de 

oxigênio (Roseff 2009), que além de contribuírem para os danos oxidativos locais, 

também levam a um sequestro de óxido nítrico (NO) disponível no plasma. O NO é 

uma gás produzido pelo endotélio com um importante papel na regulação do tônus 

vascular basal, inibição da ativação plaquetária, inibição da ativação da coagulação 

e de outras moléculas de adesão (Kato, et al. 2007; Chen, et al. 2014). A hemólise 
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também resulta na liberação da arginase eritrocitária, que reduz a biodisponibilidade 

de um importante substrato para a síntese de NO pelas sintases (a arginina), 

contribuindo também para a depleção crônica de NO. 

Assim, a depleção crônica de NO resultante da hemólise intravascular leva a 

um importante estado de disfunção endotelial, que parece contribuir não apenas 

para a fisiopatologia de lesões orgânicas específicas como a hipertensão pulmonar, 

mas também para o processo de vaso-oclusão e  hipercoagulabilidade observada na 

AF. O fato de alterações similares ocorrerem em outras anemias hemolíticas 

crônicas não falciformes reforça o papel independente da hemólise na fisiopatologia 

destas complicações (Rother, et al. 2005, Kato, et al. 2007). 

Em resumo, as alterações inflamatórias resultantes dos ciclos de 

polimerização e despolimerização da HbS na microcirculação, e a depleção crônica 

de NO, resultam em importantes alterações na interação entre hemácias,  endotélio, 

leucócitos e plaquetas, completando um círculo vicioso que contribui para as 

complicações observadas na AF. 

1.3. Hipercoagulabilidade na AF 

Inúmeros estudos e a vasta experiência clínica demonstram 

inequivocamente a presença de hipercoagulabilidade em pacientes com AF. O 

exemplo mais clássico e contundente deste estado é a elevada frequência de 

acidente vascular cerebral isquêmico (AVCi) em crianças com AF (Webb & 

Kwiatkowski 2013). Estudos realizados com ressonância magnética demonstraram 

que pelo menos 25% das crianças com AF até os 6 anos de  idade apresentam 
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AVCi silenciosos, taxa que chega a 37% até aos 14 anos de idade (Bernaudin, et al. 

2005; Kwiatkowski, et al. 2009). Curiosamente, níveis reduzidos de hemoglobina 

basal representam um dos fatores de risco para a ocorrência de AVCi, sugerindo 

uma possível relação entre a atividade hemolítica e o risco desta complicação 

(DeBaun, et al. 2012). É importante destacar que estes AVCi ocorrem em vasos de 

maior calibre, não sendo causados diretamente pelo processo de vaso-oclusão 

descrito anteriormente.  

Eventos tromboembólicos venosos também possuem incidência elevada na 

AF, com destaque para o tromboembolismo pulmonar (Solovey, Kollander et al.). Um 

estudo realizado por Stein e cols. (2006), demonstrou que pacientes hospitalizados 

com doença falciforme (DF), incluindo AF e hemoglobinopatia SC, apresentaram 

uma prevalência quatro vezes maior de tromboembolismo pulmonar (TEP) do que 

pacientes sem DF (Stein, et al. 2006). Em um estudo mais recente, também 

realizado nos Estados Unidos por Novelli, e cols. (2012), foi observado uma 

incidência de TEP de 50 a 100 vezes maior em indivíduos hospitalizados com DF do 

que o esperado na população geral. Além disso, embora a fisiopatologia da 

síndrome torácica aguda (STA) seja multifatorial, o TEP parece contribuir de forma 

significativa para a gravidade desta complicação, especialmente em adultos 

(Vichinsky, et al. 2000). 

A fisiopatologia das tromboses em pacientes com AF é objeto de grande 

interesse, tendo sido recentemente revisada por vários autores (Sparkenbaugh & 

Pawlinski 2013). A hipercoagulabilidade é uma característica comum a vários 

estados inflamatórios crônicos, e em geral envolve: (i) a expressão anômala de fator 
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tissular (FT) – que é a proteína responsável pela iniciação da coagulação; (ii) 

ativação plaquetária; (iii) disfunção endotelial; e (iv) redução dos mecanismos 

anticoagulantes naturais. A maioria destes mecanismos já foi individualmente 

demonstrado na AF. Além disso, fatores específicos da AF, como a ativação da 

coagulação decorrente da exposição anômala da fosfatidilserina na superfície das 

hemácias lesadas, parecem contribuir adicionalmente para a patogênese das 

tromboses na AF(Ataga & Key 2007; Setty, et al. 2008). Recentemente, um estudo 

realizado em nosso laboratório demonstrou um importante aumento da expressão de 

FT e da geração de trombina em pacientes com AF quando comparados a controles 

saudáveis (Colella, et al. 2012). 

Apesar destas inequívocas demonstrações clínicas e laboratoriais deste 

estado de hipercoagulabilidade na AF, o mecanismo de ativação da coagulação 

permanece incerto. Embora seja possível que a hipercoagulabilidade represente 

uma consequência terminal do estado inflamatório crônico observado nestes 

pacientes, evidências mais recentes sugerem que a hipercoagulabilidade possa ser 

uma consequência direta da hemólise crônica, de forma independente da presença 

da mutação no gene HBB. Mais uma vez, a alta frequência de tromboses em 

pacientes com outras anemias hemolíticas crônicas como a hemoglobinúria 

paroxística noturna, sugere que um mecanismo independente da AF possa contribuir 

para a hipercoagulabilidade observada nestes pacientes.  
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1.4. Ativação da resposta imume inata na AF 

Praticamente todos os seres vivos desenvolveram mecanismos sensores 

para a detecção rápida de patógenos invasores. Em humanos, estes mecanismos 

fazem parte da resposta imune inata, e são representados pelos receptores 

reconhecedores de padrão (PRRs), que reconhecem padrões moleculares 

conservados presentes em bactérias, fungos e vírus, conhecidos como PAMPs 

(“pathogen-associated molecular patterns”) (van der Poll & Herwald 2014). Além dos 

PAMPs, os receptores PRRs também podem ser ativados pelos chamados DAMPs 

(“danger-associated molecular patterns”), que são padrões moleculares que 

sinalizam a ocorrência de lesão tecidual estéril como necrose ou outras formas de 

inflamação. A ativação destes receptores desencadeia cascatas de sinalização que 

culminam com o recrutamento de leucócitos, expressão de genes pró-inflamatórios, 

ativação endotelial, e ativação da hemostasia. Cabe destacar aqui, que todos estes 

elementos estão presentes na resposta inflamatória observada na AF.  

A ativação de receptores Toll-like como o TLR-4 (um subtipo de PRR) pelo 

LPS (um exemplo de PAMP presente na parede de bactérias Gram negativas) é um 

dos mecanismos canônicos de ativação da resposta imune inata. O fato de a 

ativação de PRRs por DAMPs ativar vias de sinalização semelhantes às ativadas 

por PAMPs, explica o caráter estereotipado da resposta inflamatória sistêmica 

(SIRS), observada em quadros clínicos heterogêneos como infecções, queimaduras, 

entre outras (Chen & Nunez 2010). Embora a ativação da resposta imune inata por 

PAMPs e DAMPs contribua para a erradicação de infecções e para o reparo tecidual 

na maioria dos pacientes, sua ativação excessiva ou desregulada pode resultar na 
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amplificação e perpetuação da lesão inicial. Este papel deletério da resposta imune 

inata é bem documentado na sepse grave (mediada por PAMPs) ou em grandes 

traumas (mediada por DAMPs) (Seeley, et al. 2012).  

Como destacado acima, vários fatores que descrevemos da fisiopatologia da 

AF representam alterações características da resposta inflamatória ativada por 

PAMPs e DAMPs na sepse grave, sugerindo que a ativação da resposta imune inata 

pode ser um elemento também importante na fisiopatologia da AF.  

Neste contexto, a identificação mais precisa de quais seriam os mediadores 

críticos para ativação e perpetuação da resposta imune inata na AF facilitaria a 

compreensão da relação hierárquica dos inúmeros mecanismos fisiopatológicos da 

AF.  

1.5. O heme livre como elemento central da fisiopatologia da AF 

Embora a inflamação resultante da vaso-oclusão e da depleção crônica de 

NO sejam fatores inequivocamente relacionados à fisiopatologia da AF, um outro 

elemento, também resultante da hemólise crônica, vem emergindo como candidato a 

principal ativador da resposta imune inata na AF.  

Sempre presente nestes pacientes, a hemólise crônica resulta não apenas 

no sequestro de NO, mas também na liberação em quantidades excessivas de 

mediadores como a hemoglobina livre, micropartículas, e o heme, sabidamente 

nocivas para o organismo. Por este motivo, o organismo desenvolveu várias linhas 

de defesa para a eliminação destes metabólitos tais como a haptoglobina e a 

hemopexina, que se ligam à hemoglobina livre e ao heme respectivamente, evitando 
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a circulação de suas formas livres (Schaer, et al. 2013). No entanto, a capacidade de 

eliminação (“scavenging”) destes sistemas é limitada, de modo que na hemólise 

intravascular aguda ou crônica, pode ocorrer o esgotamento destes sistemas e o 

acúmulo de hemoglobina e heme livre (Muller-Eberhard, et al. 1968). 

Em um estudo que lança bastante luz sobre os mecanismos de ativação da 

resposta imune inata na AF, um grupo brasileiro demonstrou em 2007, o papel do 

heme livre como ativador da resposta imune inata, através da ligação com os 

receptores TLR-4 (Figueiredo, et al. 2007). Por se tratar de uma molécula 

conservada em diferentes espécies e reinos, a evolução de mecanismos que 

reconhecem o heme livre como PAMP ou DAMP pode ter representado um avanço 

na resposta à patógenos, ou mesmo no reparo de lesões com sangramento e 

liberação local de heme. No entanto, em situações patológicas em que há liberação 

maciça de heme na circulação como na AF, este mesmo mecanismo potencialmente 

benéfico pode se transformar em um importante vetor de ativação da resposta imune 

e lesão tecidual. Esta hipótese foi recentemente reforçada por dois estudos em 

modelos animais de AF, e um estudo clínico. No estudo clínico, foi demonstrado que 

a concentração de heme livre no plasma é um fator de risco independente para a 

ocorrência de STA em crianças (Adisa, et al. 2013). 

Além disso, um estudo publicado em 2013 demonstrou que o heme livre é 

capaz de desencadear um quadro de lesão pulmonar aguda semelhante à STA em 

dois modelos animais de AF, e que este quadro pode ser revertido pelo uso de 

hemopexina e inibidores de TLR-4, sugerindo que a ativação da resposta imune 

inata pelo heme pode estar relacionada à lesão pulmonar aguda observada na 
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STA(Ghosh, et al. 2013). Indo na mesma direção, um estudo publicado em 2014 

mostrou de forma elegante a capacidade do heme livre em desencadear fenômenos 

vaso-oclusivos em dois modelos distintos de AF, assim como a possibilidade de 

reversão da vaso-oclusão através do uso de inibidores de TLR-4, ou de moléculas 

capazes de sequestrar o heme como a hemopexina (Belcher, et al. 2014).  

Em conjunto, estes dados vêm colocando o heme livre, e a ativação da 

resposta imune inata, em uma posição central na cascata de eventos que ativa e 

perpetua a inflamação na AF. Esta visão pode representar uma mudança no 

paradigma clássico que atribui a disfunção endotelial observada na AF a um ciclo 

vicioso em que isquemia e vaso-oclusão exerciam papel central. Assim, este modelo 

abre caminho para a investigação do papel das consequências da ativação da 

resposta imune inata observada na sepse – entre as quais destacam-se (i) a 

ativação da coagulação, e (ii) a quebra da barreira endotelial -  para a fisiopatologia 

da AF. 

 

1.5.1. Heme e hipercoagulabilidade na AF 

A capacidade do heme em ativar a coagulação é sugerida por um estudo 

que mostra sua capacidade de induzir a expressão de FT em células endoteliais, 

através da ativação de receptores TLR-4 (Setty, et al. 2008). Mais recentemente, a 

expressão de FT induzida pelo heme foi também demonstrada em monócitos, 

embora este estudo não tenha sido ainda publicado em seu formato completo 

(Rehani, et al. 2013). O papel do heme como ativador da coagulação em outros 
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contextos é desconhecido.  Além disso, a relevância fisiológica da expressão de FT 

induzida pelo heme nunca foi demonstrada em ensaios clássicos de hemostasia. 

 

1.5.2. Heme e quebra da barreira endotelial na fisiopatologia da AF 

A quebra da barreira endotelial (BE) é uma das consequências clássicas da 

ativação de receptores TLR-4 observadas na sepse. Uma das principais funções do 

endotélio é a manutenção de uma barreira seletiva entre sangue e tecidos, através 

da BE. No entanto, a BE é uma estrutura dinâmica, que pode ser quebrada e 

reorganizada, conforme a necessidade fisiológica do organismo (Dejana, et al. 

2009). Como exemplo, a integridade da BE é modificada durante a resposta a 

patógenos invasores, como parte da resposta imune inata (Hack & Zeerleder 2001; 

Aird 2003; Spronk, et al. 2004). Nesta situação, a quebra localizada e transitória da 

BE tem por objetivo facilitar a adesão e a diapedese de leucócitos, para que estes 

tenham acesso ao patógeno invasor no parênquima tecidual (ex: pulmões, fígado) 

(Seeley, et al. 2012). Quando localizada e adequadamente regulada, esta quebra da 

BE facilita a ação de fagócitos e a formação de redes compostas por neutrófilos e 

fibrina (NETs), que auxiliarão na contenção de um foco infeccioso. Por outro lado, se 

ativada de forma muito intensa ou sem a regulação adequada, esta mesma 

resposta, originalmente benéfica, pode se transformar no principal mecanismo de 

dano tecidual, como ocorre, por exemplo, durante o choque séptico ou na síndrome 

da angústia respiratória aguda (SARA). Por analogia, se o heme for também capaz 

de induzir a quebra da BE via TLR-4, este papel poderia representar uma novo 

mecanismo fisiopatológico para a STA na AF.  
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A investigação do papel de alterações da BE na fisiopatologia da AF exige 

que se conheça os mecanismos que regulam esta barreira em condições 

fisiológicas. Ao longo das últimas duas décadas, estes mecanismos foram descritos 

com detalhes através de um modelo em que proteínas das junções intercelulares do 

tipo “adherens” exercem um papel central nesta regulação (Dejana, et al. 2009; 

Potente, et al. 2011; Dejana & Giampietro 2012, Dejana & Orsenigo 2013).  

O principal componente das junções “adherens” é a proteína transmembrana 

VE-caderina (Vittet, et al. 1997). A VE-caderina possui um domínio extracelular, uma 

região transmembrana de passagem única, e uma cauda citoplasmática conservada, 

sendo expressa exclusivamente em células endoteliais (CE) (Lampugnani, et al. 

1992, Tanihara, et al. 1994, Breviario, et al. 1995). A interação homofílica em trans 

entre os domínios extracelulares da VE-caderina de CE adjacentes forma uma 

estrutura “em zíper”, diretamente responsável pela integridade da BE. Outro 

componente funcional importante da VE-caderina é sua cauda citoplasmática, que 

interage com proteínas da família das cateninas (alfa e beta catenina), que ancoram 

a junção ao citoesqueleto celular (Nagafuchi & Takeichi 1988, Ozawa, et al. 1990, 

Navarro, et al. 1995).  

Estudos realizados em culturas de células e em camundongos 

geneticamente modificados mostram que as interações da VE-caderina com as 

cateninas representam pontos críticos da regulação da integridade da BE por vias de 

sinalização ativadas por estímulos pró-inflamatórias (Dejana & Giampietro 2012). 

Alguns destes estímulos, como o VEGF-A, a trombina, e o LPS, modificam o padrão 

de fosforilação da VE-caderina ou das cateninas, levando à internalização da VE-
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caderina, e desorganização das junções e quebra da BE. De fato, a fosforilação do 

resíduo S879 da p120-catenina é um elemento crítico para a quebra da BE induzida 

por mediadores inflamatórios (Figura 3)(Goddard & Iruela-Arispe 2013). 

 

Figura 3. Mecanismo hipotético da internalização de VE-caderina.Esquema ilustrativo mostrando 

o mecanismo hipótetico de regulação da estabilidade da VE-caderina, baseado na interação entre a 

120ctn (em verde) com a cauda citoplascaderina(azul). Estímulos como o VEGF levam à fosforilação 

da VE-caderina e à dissociação da p120 catenina, o que culmina na sinalização para que a VE-

caderina seja internalizada por endocitose. A fosforilação do resíduo S879 da p120ctn é um passo 

crítico deste processo de quebra da BE. 

 

Ao mesmo tempo, a STA apresenta muitos elementos clínicos e laboratoriais 

comuns com a lesão pulmonar aguda observada na sepse. Considerando a 

capacidade do heme livre em ativar a resposta imune inata, torna-se interessante o 

estudo das alterações funcionais ou estruturais induzidas por este metabólito. 
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2. OBJETIVO 

 

2.1. Objetivo geral 

 

Este trabalho teve como objetivo geral avaliar as alterações mediadas 

pelo heme livre sobre a coagulação e sobre a quebra da barreira endotelial  

2.2. Objetivos específicos 

a) Investigar o efeito do heme sobre a ativação da coagulação através de 

duas metodologias diferentes de avaliação global em hemostasia:  

 Tromboelastometria (TEM) 

 Teste de geração de trombina (TGT) ; 

b) Investigar os mecanismos associados à ativação da coagulação pelo 

heme, através da expressão do fator tissular em células mononucleares pela 

técnica de PCR quantitativo (qRT-PCR); 

c) Avaliar o efeito do heme sobre a quebra da barreira endotelial através 

da avaliação da fosforilação do resíduo S879 da p120 catenina. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Aspectos éticos e sujeitos 

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

da FCM-Unicamp, parecer nº 1261/2011 (Anexo 1). Nenhuma atividade do estudo 

foi iniciada antes de sua aprovação e da assinatura dos termos de consentimento 

livre e esclarecido pelos indivíduos saudáveis. 

Foram incluídos neste estudo no período de Janeiro a Maio de 2014, um 

total de 24 voluntários sadios. O critério para inclusão de voluntários sadios era a 

ausência da mutação ou história familiar de doença falciforme ou antecedente de 

doença tromboembólica. Os voluntários foram recrutados entre o corpo discente e 

colaboradores do Centro de Hematologia e Hemoterapia de Campinas, UNICAMP. 

3.2. Coleta e processamento das amostras de sangue 

3.2.1. Coleta  

As coletas foram realizadas através de punção venosa periférica de veia 

superficial de membros superiores, com manipulação mínima, pelo próprio 

pesquisador.Todos os voluntários observaram jejum mínimo de 4 horas antes da 

coleta. Para os testes de coagulação (Tromboelastometria - TEM e Teste de 

Geração de Trombina - TGT) as amostras foram coletadas em tubos com o 

anticoagulante citrato de sódio. Para o teste de qRT-PCR, as amostras foram 

coletadas em tubos com o anticoagulante heparina. 
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3.2.2. Processamento das amostras 

Para realização da TEM, as amostras de sangue total foram 

imediatamente incubadas com heme livre (hemin) na concentração de 30µM (cat 

no. H9039; Sigma Aldrich, Missouri, EUA), por 4 horas, a 37º C. Esta 

concentração foi escolhida por encontrar-se na mesma ordem de grandeza das 

concentrações de heme observadas em pacientes com AF. A solução de hemin 

utilizada no estudo foi diluída em NaOH 0.05M, pH 7.4, conforme descrito por 

Setty e cols. (2008). Amostras controle foram incubadas com a mesma quantidade 

de solução salina, seguindo o mesmo procedimento observado com o Hemin. 

Testes utilizando amostras incubadas apenas com o veículo NAOH 0.05M, 

também foram realizados, para que não houvesse dúvida sobre os resultados 

obtidos. Após a incubação, as amostras foram imediatamente utilizadas no teste 

de TEM.  

Para TGT,o mesmo procedimento de estímulo foi realizado. Porém, após 

o período de incubação, as amostras foram duplamente centrifugadas a 3500rpm 

para obtenção de plasma pobre em plaquetas, e imediatamente utilizadas para 

realização do teste. Alíquotas de PPP foram armazenadas em freezer -80ºC. 

Para a avaliação da expressão de FT por qRT-PCR, as amostras de 

sangue total passaram pelo protocolo de separação das populações celulares 

(células granulocíticas e células mononucleares) pela técnica de Ficoll. Esta 

técnica consiste na utilização de reagente de Ficoll com diferentes densidades, 

Histopaque® 1.077 (Sigma Aldrich)  e Histopaque® 1.119 ( Sigma Aldrich), onde a 
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separação celular é baseada na diferença de densidade celular. Após a adição de 

3 ml de cada reagente de Ficoll em um tubo cônico de 15 ml, completou-se o 

volume para 13 ml com sangue total heparinizado. As amostras foram 

centrifugadas a uma rotação de 700g por um período de 30 minutos. Após a 

centrifugação, as populações celulares se encontravam divididas em: 

mononucleares, granulociticas e eritrocitária. As populações de células 

mononucleares e granulociticas foram transferidas para tubos cônicos de 15 ml e 

lavadas com PBS para a eliminação de resíduos de Ficoll que pudessem interferir 

nas análises subsequentes, e centrifugadas a 1500rpm por 7 minutos.  

As células foram então ressuspendidas com uma quantidade de 957,2µl 

de meio DMEM (Dulbecco/Vogt modified Eagle's Minimal Essential Medium) – um 

meio especifico para cultivo de células leucocitárias - e cultivadas em placas de 12 

poços (TPP®). Por fim, as células foram incubadas com Hemin 30µM (42,8µl) ou 

salina (42,8µl), por um período de 24 horas em atmosfera com 5% de CO2 a 37ºC. 

Após as 24 horas de incubação, as células foram transferidas para tubos cônicos 

de 15 ml, lavadas com PBS e centrifugadas a 1500 rpm por 7 minutos, para  a 

obtenção do pellet celular, e em seguida utilizadas para extração de RNA. 

3.3. Tromboelastometria (TEM) 

Para a análise da ativação da coagulação, utilizamos a 

tromboelastometria. Os ensaios foram realizados no equipamento ROTEM® 

(Pentapharm, Alemanha). A tromboelastometria é um teste global em hemostasia 

que avalia a iniciação, formação, estabilização e lise do coágulo, documentando a 

interação entre plaquetas, hemácias, leucócitos e proteínas da coagulação. O 
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equipamento mede a viscosidade e elasticidade do sangue após a adição de 

cálcio (CaCl2 0,2M; pH 7,4), com ou sem um ativador específico da coagulação. 

As propriedades viscoelásticas são registradas continuamente por dispositivo 

rotacional inserido no sangue, e transmitidas para um equipamento, onde um 

software transforma os dados em uma curva de tromboelastometria. A corrida 

tromboelastográfica ocorre em um período de 1 hora e meia (Figura 4). 

 

Figura 4. Princípios da tromboelastometria ROTEM®. A) O pino rotativo de plástico, onde fica 

localizado o sensor óptico, se move para frente e para trás sob um ângulo de 4,75º sob o centro da 

cuveta de amostra que é aquecida a 37ºC. Uma vez iniciado o coágulo, filamentos de fibrina são 

formados, aumentando a tensão entre a cuveta e o pino. A dissociação dos filamentos de fibrina da 

parede da cuveta ou a degradação da fibrina pelo processo de fibrinólise diminui essa tensão. B) O 

sinal gráfico é apresentado desde a tensão inicial dada pela formação do coágulo até a sua 

dissolução. Essa tensão se dá no tempo zero (ausência de coágulo), para que haja o 

processamento do sinal e inicio da mensuração após a ativação da coagulação. Do contrário, 

haveria uma falsa produção basal de coágulo enquanto o pino entra em contato com a amostra de 

sangue total. MCF= maximum clotting formation (máxima formação do coágulo); CT = clotting 

formation ( Tempo da coagulação); CFT = clotting formation time (tempo da formação do coágulo); 

Alpha-angle = ângulo alfa.  Adaptado(Bolliger, et al. 2012). 
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Juntamente com a representação gráfica, o equipamento libera 

parâmetros quantitativos que indicam a velocidade e a estabilidade do coágulo 

formado. Estes parâmetros já são validados na prática clínica como 

biomarcadores de diferentes etapas da coagulação, como detalhado no quadro 1. 

De fato, a análise destes parâmetros tem ajudado na avaliação sobre os estados 

de hiper e/ou hipocoagulabilidade (O'Donnell, et al. 2004, Sorensen & Ingerslev 

2004), como também na utilização como guia no monitoramento de drogas 

farmacológicas e terapias hemodinâmicas (Noval-Padillo, et al. 2010, Schochl, 

Nienaber et al. 2010, Al Hawaj, et al. 2013).  

Além dos parâmetros diretamente obtidos da curva, o equipamento calcula 

parâmetros derivativos relacionados à capacidade de geração de trombina do 

indivíduo, que mostram correlação com a cinética de geração de trombina no 

plasma (Sorensen, et al. 2003). 

 

Quadro 1. Parâmetros selecionados da tromboelastografia 

Parâmetro Abreviação Descrição/significado 

 
 

Tempo de coagulação 

 
 

CT 

Tempo de início da formação do coágulo, após 
adição do cálcio. Está reduzido em deficiências 
de fatores ou com o uso de anticoagulantes. O 

encurtamento pode indicar hipercoagulabilidade, 

 
Tempo de formação do 

coágulo 

 
CFT 

Tempo até a obtenção de uma amplitude de 
20mm na curva de TEM. Está relacionado ao 
tempo para que se atinja um coágulo firme 

(cinética de formação do coágulo). 

 
Ângulo α 

 
Α 

Ângulo formado entre a base e a tangente da 
curva de TEM, quando se atinge uma amplitude 

de 20mm. Parâmetro semelhante ao CFT. 
Ambos são influenciados por função plaquetária 
e taxa de conversão de fibrinogênio em fibrina. 
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*Parâmetros Derivativos (Sorensen, et al. 2003). 

3.4. Teste de geração de trombina (TGT) 

A mensuração do potencial de geração de trombina também foi utilizada 

na avaliação do efeito do heme sobre a ativação da coagulação. Nos últimos anos, 

o papel da trombina como reguladora central do processo de hemostasia ficou 

claro, e o TGT adquiriu grande importância de pesquisa na área de hemostasia 

(Nair, et al. 2010, Chitlur 2012, Ten Cate 2012). O TGT mede de forma contínua a 

geração de trombina após a adição de um iniciador (em geral utiliza-se 

concentrações mínimas de FT, 5pM), através do uso de um substrato fluorogênico 

da trombina. Esta mensuração gera uma curva de geração de trombina conhecida 

como trombograma. Diversos parâmetros derivados desta curva podem ser 

registrados incluindo tempo de latência para início da geração de trombina 

(lagtime), o pico de geração de trombina (peak thrombin), o tempo para o pico 

 
 

Máxima firmeza do 
coágulo 

 
 

MCF 

Amplitude máxima alcançada na curva de TEM. 
Relaciona-se com a estabilidade do coágulo e é 
influenciada pela função plaquetária e pela taxa 

de conversão do fibrinogênio em fibrina. 

 
Velocidade máxima* 

 
MAXV 

Velocidade máxima de formação do coágulo. É 
um parâmetro obtido por cálculos matemáticos, 
que se correlaciona com a geração de trombina. 
Valores elevados indicam maior velocidade de 

geração de trombina. 

 
Tempo para velocidade 

máxima* 
 

 
MAXV-t 

Tempo do início da reação para formação 
máxima do coágulo. É um parâmetro obtido por 

cálculos matemáticos, que se correlaciona com a 
geração de trombina. Valores mais curtos 
indicam maior velocidade de geração de 

trombina. 

 
Área sob a curva* 

 

 
AUC 

Área total da curva de tromboelastografia. 
Parâmetro que depende da interação de 

variáveis pró e anticoagulantes, e do tempo de 
análise. Os parâmetros derivados (MaxV e 
MaxV-t são mais precisos na estimativa do 

potencial de geração de trombina que a AUC) 
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(time to peak) e área sob a curva (AUC, ETP). Estes parâmetros apresentam 

correlação com parâmetros fisiologicamente e clinicamente relevantes da 

hemostasia (Nair, Dargaud et al. 2010)(Figura 5). 

 

 

Figura 5. Curva Teste de Geração de Trombina. Curva típica do teste que demonstra 4 

parâmetros descritivos: Lagtime (tempo de latência para detecção de trombina),time to peak 

(período de tempo até o pico de geração de trombina), peak thrombin (pico de geração de 

trombina) e area under the curve (AUC), que se refere ao potencial endógeno de trombina 

(ETP).Fonte: (Baglin 2011).   

3.5. Quantificações da expressão gênica do fator tecidual 

A avaliação da expressão gênica do FT teve como objetivo explorar como 

um método adicional a capacidade do heme em ativar a coagulação, assim como 

avaliar os mecanismos desta ativação. Para tal,foi realizado extração de RNA  

tanto de granulócitos como em células monucleares incubadas com salina ou 
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heme, utilizando kit comercial de extração Rneasy® Mini Kit(Qiagen, Alemanha). 

Posteriormente, o cDNA foi transcrito nessas amostras através da enzima 

Transcriptase Reversa, utilizando o kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis 

Kit® (ThermoScientific). A integridade do RNA foi confirmada através do 

aparecimento de subunidades ribossomais 18S e 28S em corrida eletroforética em 

Gel de Agarose 1.5%, a uma voltagem de 100MV. 

A técnica de PCR em tempo real consiste no monitoramento da 

fluorescência emitida durante a reação como um indicador de amplificação através 

da ligação de uma sonda específica ou um corante, na fita recém-sintetizada. 

Todas as reações foram realizadas em duplicata, utilizando SYBRGreen PCR 

Master Mix® (Invitrogen), que contém todos os reagente necessários para 

realização da reação e  o agente intercalante SYBRGreen. 

Iniciadores (primers) específicos do gene que codifica o FT foram 

desenhados com o auxílio dos programas Gene Runner e Primer Express (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA). Verificamos também a especificidade dos 

primers utilizando o programa Primer Blat (www.ncbi.nlm.nih.gov). Da mesma 

forma, foi avaliada a temperatura de dissociação e formação de estruturas 

secundárias. A sequência de iniciadores escolhida está descrita no quadro 2.  

 
Quadro 2. Iniciadores do gene do fator tecidual 

 

Iniciador Sequência 

 
Foward 

 
5’ TCA GGA AAG AAA ACA GCC AAA AC 3’ 

 
Reverse 

 
5’ GGG AGG GAA TCA CTG CTT GA 3’ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Também foram utilizados iniciadores para amplificação de gene usados 

como controles endógenos (β-actina e GAPDH) para confirmação da integridade 

da amostra de cDNA e para normalização da expressão do gene de interesse 

(Quadro 3). Todos os experimentos apresentavam controles negativos, onde a 

amostra de cDNA era substituída por água estéril (NTC). 

 
Quadro 3. Sequência de iniciadores de genes endógenos 

 
 
Para a padronização da concentração ideal de primers para todas as 

reações, realizamos uma curva de padronização com as seguintes concentrações: 

70nM, 150nM, 300nM e 600nM. Esta curva tem como objetivo escolher a melhor 

concentração, que é aquela que obtiver o menor ciclo threshold (Ct), ou seja, 

menor número de ciclos necessários de PCR até que a fluorescência seja 

detectável. O ciclo threshold é dependente da quantidade de moléculas presentes 

no inicio da amplificação. Quanto maior o número de moléculas, mais precoce o 

Ct,;quanto menor o número de moléculas, mais tardio o Ct. 

Foi utilizado como amostra para padronização, cDNA da linhagem 

leucêmica K562 (eritroleucêmica). Escolhemos a concentração de 150nM por ser 

aquela que apresentou melhores resultados. Em seguida, foi realizada uma curva 

Iniciador Sequência 

 
β – actina  (Foward) 

 
5’ AGG CCA ACC GCG AGA AG 3’ 

 
β – actina (Reverse) 

 
5’ ACA GCC TGG ATA GCA ACG TAC A 3’ 

 
GAPDH  (Foward) 

 
5’ GCA CCG TCA AGG CTG AGA AC 3’ 

 
GAPDH (Reverse) 

 
5’ CCA CTT GAT TTT GGA GGG ATC T 3’ 
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de eficiência dos iniciadores utilizando 7 pontos contendo diferentes diluições de 

cDNA, sendo elas: 2,00ng, 6,32ng, 20,00ng, 63,26ng, 120,00ng, 200,00ng e 

400,00ng. A eficiência da amplificação é fundamental para o sucesso da técnica, 

variando idealmente entre 90–100% de eficiência.  

3.6. Cultura de células endoteliais de veia umbilical humana (HUVECs) 

Células HUVECs primárias foram adquiridas do banco de células do grupo 

suíço LONZA® e mantidas em nosso laboratório em nitrogênio líquido para 

posteriormente dar inicio ao cultivo e seguimento nos experimentos. Estas células 

são consideradas aderentes, por se fixarem ao longo de todo fundo da garrafa, 

formando uma espécie de “tapete” celular. As HUVECs foram cultivadas em 

garrafas 75 cm² previamente tratadas com meio EGM-2 (Clonetics®,Lonza) 

suplementado com o kit de suplementos e fatores de crescimento da Lonza®(FBS 

– fetal bovine serum; Hidrocortisona; hFGF – Fibroblastic Growth Factor; VEGF- 

Vascular Endothelium Growth Factor; IGF-1 – Insulin Growth Factor 1; Ácido 

Ascórbico; hEGF – Epidermal Growth Factor; GA –Gentamicin and Amphotericin e 

Heparina),  e em seguida incubadas em ambiente a 37ºC com 5% de CO2. Ao 

atingirem a confluência desejada (aproximadamente 90%), estas células foram 

redistribuídas em outras garrafas para aumentar a proliferação celular. Para o 

desprendimento das HUVECs da garrafa para sua redistribuição foi necessário 

realizar a tripsinização. Para tal, utiliza-se 2ml  de uma solução de tampão 

fosfato(PBS, pH =7,2) com tripsina (0,25%w/v) e EDTA (0,53nM) por um período 

de 3 minutos até que haja total desprendimento das células. O processo é 

neutralizado pela adição de 2 ml de FBS,uma vez que a tripsina é toxica para as 



29 

células. As células em suspensão são então lavadas com PBS e centrifugadas por 

7 minutos a 130g, 30ºC. O sobrenadante é descartado e o pellet celular é 

ressuspendido em meio EGM-2 suplementado, e redistribuído em novas garrafas, 

até a 3ª passagem.  

A partir desta passagem, as células foram redistribuídas em placas de 6 

poços (TPP®), em uma concentração igual a 2,5*105 células/poço, até atingirem a 

confluência necessária para realização dos experimentos. 

3.7. Avaliação da fosforilação do resíduo S879 da p120-catenina 

Como explicado anteriormente, utilizamos a fosforilação do resíduo S879 

da p120-catenina como marcador da ativação das vias celulares envolvidas na 

quebra da BE. O método de citometria de fluxo foi utilizado nesta avaliação, 

através de um conjunto de reagentes especialmente desenvolvido para este fim 

(Phosflow Kit, BD bioscience). 

Ao atingirem a confluência necessária, as HUVECs foram estimuladas 

com VEGF (50 ng/µl) ou TNF-α (100 ng/µl) ou Hemin (100µM). O VEGF e o TNF-α  

foram usados como controles positivos. Após o tempo de estímulo de 15, 20 e 30 

minutos, as células foram lavadas com PBS, retiradas das placas como descrito  

anteriormente, e submetidas aos procedimentos descritos pelo fornecedor. De 

forma resumida, após a fixação e permeabilização das células, estas foram 

marcadas com anticorpo primário conjugado com ficoeritrina (PE) anti-p120 

catenina S879 (BD Bioscience – PE mouse anti p120 catenina S879 - 

Cat.558634), sob proteção da luz, por 30 minutos, e transferidas para tubos de 
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citometria no volume final de 500µl. Cinco mil eventos foram obtidos de cada 

amostra e histogramas de SSC/FSC foram utilizados na identificação das 

populações de HUVEC. Foram utilizadas células não marcadas e não 

estimuladas, para demarcação do “gate” da população estudada e  células não 

estimuladas e marcadas, usadas como controle negativo. 

Os eventos foram adquiridos em um equipamento FACSCalibur™ (BD 

Bioscience, CellAnalyzer). Os resultados foram analisados através do software 

FACSDiva™Version 6.1.3 (BD Bioscience).  

3.8. Análise estatística 

As variáveis quantitativas foram descritas como média e mediana, desvio-

padrão, mínimo e máximo, conforme especificado em cada resultado. As 

comparações entre os parâmetros quantitativos obtidos com e sem estímulo com 

hemin foram feitas usando o teste estatístico de Wilcoxon. O valor de p menor ou 

igual a 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Todas as análises 

estatísticas foram realizadas com software GraphPadPrism (GraphPadPrism 

Software Inc. San Diego, Califórnia, EUA). 
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4.1.2. Teste de geração de trombina (TGT) 

A capacidade do heme de ativar a coagulação em amostras de plasma de 

voluntários sadios foi confirmada através do TGT.A adição de heme resultou em 

um aumento significativo do pico de trombina (Peak; p<0,05) e em uma redução 

significativa do tempo para o pico (ttPeak; p<0,05), alterações que sugerem um 

aumento da capacidade de geração de trombina (Figura 10).  

Figura 10. Efeito do heme sobre o TGT em voluntários saudáveis.Box plots dos valores obtidos 

para o pico de trombina (Peak) medido em nM e tempo para o pico (ttPeak) medido em minutos. 

Teste de Wilcoxon (n=8).  

 

Diferenças estatisticamente significativas entre as amostras com ou sem 

estímulo com o heme foram também observadas nos seguintes parâmetros: (i) 

StartTail,que determina o término da geração de trombina, para o qual o estímulo 

com heme resultou em valores inferiores; (ii) índice de velocidade (VelIndex), que 

indica a velocidade de geração de trombina, com valores superiores após adição 

do heme; e (iii) tempo de latência (Lagtime), que indica o tempo para início da 

Salina Heme
200

250

300

350

400

450 P <0,05

P
ea

k 
- 

nM
 (t

ro
m

bi
n

a)

Salina Heme
0

2

4

6

8
P <0,05

tt
P

ea
k 

-
Te

m
po

 (m
in

)

(n=8) (n=8)
(n=8)(n=8)



35 

geração de trombina, com valores inferiores mediante o estímulo com heme 

(Figuras 11 e 12).  

Em contraste, não pudemos observar um aumento da área sob a curva 

(potencial endógeno de trombina) após o estímulo com heme (Figura 12).  

 

Figura 11. Efeito do heme sobre o TGT em voluntários saudáveis.Box plots dos valores obtidos 

para o StartTail, medido em minutos, e índice de velocidade (Velindex) medido em nM/min. Teste 

de Wilcoxon (n=8) 

 

Figura 12. Efeito do heme sobre o TGT em voluntários saudáveis.Box plots dos valores obtidos 

para o tempo de latência (Lagtime) medido em minutos, e potencial endógeno de trombina (ETP) 
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4.2. Avaliação da expressão de FT 

4.2.1 Expressão relativa de fator Tissular em células mononucleares e 

granulócitos 

A avaliação por PCR quantitativo evidenciou um aumento significativo da 

expressão relativa de FT em células mononucleares estimuladas por 24 horas 

com o heme (1,180,6) quando comparadas a células sem estímulo 

(0,030,06)(P=0.03). Este aumento foi de aproximadamente 30 vezes o basal, 

como demonstrado na figura 14. 

Não foi possível fazer a avaliação da população de granulócitos, visto que 

essa população celular não apresentou expressão de FT tanto não estimuladas 

quanto estimuladas com Heme 30µM, através da análise do software StepOne 

Plus™ Real Time PCR Systems(Life Technologies).  
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Figura 14. Efeito do heme sobre a expressão de fator tissular em células mononucleares.Box 

plots dos valores obtidos para a expressão relativa de FT antes e após o estímulo com hemin. 
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30uM por 24 horas. Um aumento de cerca de 80% na expressão pode ser observado. Teste de 

Wilcoxon (n=6). 

4.3.  Avaliação do efeito do heme sobre a barreira endotelial in vitro 

4.3.1. Fosforilação do sítio S879 da p120 catenina 

A fosforllação do resíduo S879 da p120 catenina em HUVECs foi 

escolhido como marcador da ativação de vias inflamatórias sabidamente 

associadas à quebra de barreira endotelial. Foram utilizados como controles 

positivos, mediadores inflamatórios como o VEGF 50ng/ml e o TNF-α 10ng/ml por 

um período de 15 minutos de estimulação. Para os demais tempos de 20 e 30 

minutos, utilizamos apenas o Hemin 100uM. 

Resultados preliminares destes experimentos podem ser observados na 

figura 15. Em primeiro lugar, podemos observar um aumento da fosforilação do 

resíduo S879 mediante o estímulo com TNF-α e VEGF. O número ainda reduzido 

de experimentos (n=4) não permite uma análise estatística representativa.Em 

relação ao heme, pudemos obter resultados em apenas 3 experimentos, que 

mostraram um aumento de menor magnitude, não significativo. Iremos aumentar o 

número de experimentos para a obtenção de conclusões mais significativas. Na 

figura 16, demonstramos um resultado representativo destas análises.   
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Figura 15. Fosforilação do resíduo S879 da p120 catenina. Valores obtidos para a fosforilação 

do resíduo S879 da p120ctn por citometria de fluxo em HUVECs na 3ªpassagem, estimuladas com 

salina, TNF- 10ng/ml, VEGF-A 50ng/ml ou  ou hemin 100uM, por 15 minutos.  
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Figura 16. Análise por citometria de fluxo da fosforilação do resíduo S879 da p120 catenina. 

Resultados representativos da citometria de fluxo para avaliação da fosforilação do resíduo S879 

da p120ctn em HUVECs estimuladas com salina, TNF- 10ng/ml, VEGF-A 50ng/ml ou  ouhemin 

100uM. 
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5. DISCUSSÃO 

5.1.  A AF como um estado de hipercoagulabilidade  

Existem inúmeras evidências clínicas indicando a existência de um estado 

de hipercoagulabilidade na AF. A consequência clínica principal deste estado pró-

coagulante é a tendência para os eventos trombóticos, tanto arteriais quanto 

venosos. O principal exemplo disto é o acidente vascular cerebral isquêmico 

(AVCi), uma importante causa de morbidade e mortalidade em adultos e crianças 

com AF, chegando a uma prevalência de quase 10% aos 50 anos(Ohene-

Frempong, et al. 1998).  Os principais fatores de risco para ocorrência de infartos 

cerebrais silenciosos em crianças são pressão arterial sistêmica elevada e 

menores níveis de hemoglobina, indicando que pacientes com maior atividade 

hemolítica apresentam maior risco de AVCi.  

Eventos tromboembólicos venosos também apresentam uma incidência 

aumentada em pacientes com AF, em especial o tromboembolismo pulmonar 

(Solovey, et al. 2004). Em um levantamento de dados de pacientes hospitalizados 

nos Estados Unidos, foi encontrada uma prevalência quatro vezes maior de TEP 

nos pacientes com DF (incluindo indivíduos com AF e hemoglobinopatia SC), em 

comparação com os demais pacientes(Stein, et al. 2006). Durante o período de 

observação (1979-2003) a prevalência de TEP nos indivíduos com AF abaixo dos 

quarenta anos de idade foi de 0,44%, em comparação com 0,12% nos pacientes 

afro-descendentes desta faixa etária sem AF. A prevalência de trombose venosa 

profunda (TVP) foi similar nos dois grupos. Em um segundo estudo americano, a 
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incidência de TEP foi 50-100 vezes maior na população hospitalizada com DF em 

comparação com a população geral(Novelli, et al. 2012).  O TEP é uma importante 

complicação clínica na AF, sendo considerada a principal causa de óbito 

associada à STA (Vichinsky, et al. 2000). Indivíduos com traço falciforme também 

têm um risco aumentado para eventos tromboembólicos. Em comparação com o 

grupo controle (afro-americanos hospitalizados sem traço), a incidência de 

tromboembolismo venoso (TEV) foi duas vezes maior nos afro-americanos com 

traço falciforme (OR 1,8), e a de TEP foi quatro vezes maior (OR 3,9)(Austin, et al. 

2007).  

Do ponto de vista laboratorial, o estado de hipercoagulabilidade da AF já foi 

muito bem demonstrado por diferentes abordagens experimentais(Lim, et al. 2013, 

Sparkenbaugh & Pawlinski 2013), e parece envolver fatores como disfunção 

endotelial e hemólise intravascular crônica. A disfunção endotelial se caracteriza 

por aumento da adesividade de células endoteliais a células circulantes do 

sangue, e é uma consequência da ativação de várias vias inflamatórias na AF 

(Conran & Costa 2009; Conran, et al. 2009). Além da ativação destas vias 

inflamatórias pelos ciclos repetidos de falcização e desfalcização, e pelos 

episódios de vaso-oclusão, a hemólise intravascular também contribui para esta 

disfunção endotelial, através da depleção crônica de óxido nítrico (NO).  Durante a 

hemólise a hemoglobina é liberada do citoplasma das hemácias para o plasma, 

onde ela rapidamente reage com o NO levando ao seu consumo e redução. 

Também ocorre liberação da arginase eritrocitária durante a hemólise, o que reduz 

a biodisponibilidade da arginina, um importante substrato para a síntese de NO 
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pelas enzimas NO sintases. O NO é um regulador fundamental da homeostasia do 

endotélio e a sua deficiência acarreta um estado de disfunção endotelial. Além 

disso, o NO tem propriedades que inibem a ativação plaquetária, a expressão de 

FT e a geração de trombina e a sua deficiência tem uma importante contribuição 

para o estado pró-trombótico(Gladwin & Kato 2008).  

5.2. O papel do FT na hipercoagulabilidade da AF  

O FT é o principal iniciador fisiológico da coagulação in vivo. O FT é o 

receptor celular e cofator do fator VII da coagulação. O complexo TF:FVIIa numa 

superfície que contenha fostaditidilserina causa ativação do fator X e IX, iniciando 

uma cascata de reações enzimáticas que culminam com a formação de um 

coágulo hemostático estável. A formação do coágulo hemostático requer em 

última instância, a conversão de fibrinogênio em fibrina mediada pela ação da 

trombina. O agente indutor fisiológico da coagulação in vivo é FT, que é uma 

proteína transmembrana encontrada em diversas linhagens celulares do 

subendotélio. De forma simplificada, a inicialização do processo da coagulação 

ocorre na superfície destas células onde, após a lesão vascular, o FT forma um 

complexo com o fator VII ativado presente em pequenas quantidades na 

circulação, ativa o fator X, que então desencadeia a geração de trombina. O 

processo pode ser dividido em três fases: a inicialização, propagação e 

finalização(Hoffman, 2003). Ao final da fase de iniciação, temos a geração de 

pequenas quantidades de trombina, ainda insuficientes para a conversão do 

fibrinogênio em fibrina. Durante a amplificação, a trombina regula uma série de 

mecanismos pró e anticoagulantes, que são responsáveis pela ativação adequada 
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da hemostasia. Este papel regulador coloca a trombina como a principal enzima 

da coagulação, fato bem ilustrado pela inviabilidade de animais knockout para a 

protrombina (Sun, et al. 1998). As reações reguladas pela trombina durante a 

amplificação resultam em um aumento exponencial da geração desta enzima. 

Após ultrapassar um limiar, a trombina gerada é capaz de converter fibrinogênio 

em fibrina, permitindo a formação efetiva do coágulo, na etapa conhecida como 

propagação.  

Sob condições normais o FT é expresso nas células da camada adventícia 

da parede vascular, sendo exposto na circulação após a ocorrência de lesões 

vasculares, desencadeando então a ativação da coagulação(Mackman and J. 

2009). O FT também é constitucionalmente expresso em concentrações muito 

pequenas por monócitos, e esta expressão é aumentada em várias condições 

patológicas, especialmente em estados pró-inflamatórios, tais como 

sepse(Egorina, et al. 2005).  

  A presença de níveis elevados de FT na AF já foi demonstrada 

em estudos não-clínicos e clínicos. Em camundongos com AF os vasos da 

circulação pulmonar apresentam expressão aumentada do FT e esta expressão 

aumenta ainda mais após episódios de hipóxia/reoxigenação(Solovey, et al. 2004). 

Células endoteliais circulantes (CECs) de indivíduos com AF expressam FT em 

porcentagem muito maior do que indivíduos normais (78% x 10%), sendo esta 

expressão maior nos episódios de crise álgica (83%) do que no estado crônico 

(66%)(Solovey, Gui et al. 1998). Além disso, monócitos de pacientes com AF são 

capazes de expressarem por si mesmos o FT. A atividade pró-coagulante total do 
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FT, mensurada através de ensaios de coagulação feitos com a fração de células 

mononucleares, também está aumentada na AF (Key,et al. 1998). Nesses ensaios 

de coagulação toda a atividade pró-coagulante do FT se concentrou na fração de 

células mononucleares isoladas do sangue periférico de pacientes com AF. A 

importância do FT na ativação da coagulação é também sugerida em um estudo 

em camundongos com AF, no qual o FT foi o principal fator responsável pelo 

desencadeamento da ativação da coagulação, já que sua inibição reduziu os 

níveis de complexos trombina-antitrombina (um marcador indireto da geração de 

trombina) para valores normais (Chantrathammachart,et al. 2012). Por fim, nosso 

grupo demonstrou recentemente que a hidroxiuréia, a única intervenção 

farmacológica capaz de reduzir a frequência de complicações na AF, é capaz de 

reduzir a expressão de FT em células mononucleares de pacientes com 

AF(Colella, et al. 2012). Em conjunto, estes dados sugerem um papel central para 

a expressão de FT na fisiopatologia da hipercoagulabilidade da AF.  

5.3. Fisiopatologia geral da hipercoagulabilidade na AF 

É sabido que a presença de inflamação é capaz de por si só estimular a 

expressão de FT, iniciando um círculo vicioso em que inflamação a 

hipercoagulabilidade se retroalimentam de forma persistente. No entanto, a 

organização hierárquica e a importância relativa dos os mecanismos “upstream” 

que levam ao aumento da ativação de FT na AF ainda são desconhecidos.   Neste 

contexto, nosso estudo teve como objetivo avaliar o efeito do heme livre sobre a 

ativação da hemostasia, confirmando inicialmente sua capacidade de induzir a 
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expressão de FT, e avaliando posteriormente os efeitos in vivo do heme sobre a 

coagulação, através de testes com alta relevância biológica e clínica.  

Nossos resultados demonstram que o heme é capaz de estimular a 

expressão de FT em células mononucleares do sangue periférico. De acordo com 

o que se sabe sobre a expressão de FT, é muito provável que as células 

mononucleares que estejam expressando este FT sejam monócitos, já que outras 

células do sangue não sejam capazes de expressar esta proteína. A capacidade 

do heme em induzir a expressão de FT já havia sido  demonstrada em um estudo 

com células endoteliais em cultura (Setty, et al. 2008). Mais recentemente, a 

capacidade do heme em induzir a expressão de FT em monócitos foi reportada 

em um resumo apresentado na Reunião da Sociedade Americana de Hematologia 

em 2013 , ainda não publicado em sua versão completa. De acordo com o modelo 

atual de hemostasia, o FT de monócitos é considerado o mais relevante para a 

ativação da hemostasia in vivo do que o FT expresso por células endoteliais, 

embora a participação de FT expresso em micropartículas destas células não 

possa ser descartada. Independente da fonte, a demonstração que o heme é 

capaz de induzir a expressão desta proteína é por si só muito importante para a 

compreensão dos mecanismos de ativação da coagulação nestes pacientes. 

Considerando que pacientes com AF, e outras anemias hemolíticas crônicas, 

apresentem níveis persistentemente elevados de heme, associados à redução dos 

níveis de seu “scavenger” natural, a hemopexina(Muller-Eberhard, et al. 1968), 

nossos dados reforçam o conceito de que o heme seria um ativador mestre da 

coagulação na AF.  
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5.4. O significado de testes globais da hemostasia na avaliação da 

ativação da coagulação 

Embora a hemostasia seja classicamente avaliada através de ensaios 

plasmáticos como o tempo de protrombina e o tempo de tromboplastina parcial 

ativada, a hemostasia envolve também plaquetas e hemácias. Testes capazes de 

incorporar estes elementos à avaliação clássica da hemostasia têm o potencial de 

fornecer informações mais relevantes sobre o potencial hemostático de um 

indivíduo. Testes que avaliam ao mesmo tempo mais de um componente da 

hemostasia são genericamente chamados de “testes globais da 

hemostasia”(Brummel-Ziedins & Wolberg 2014).  

A TEM é um teste global da hemostasia que avalia as propriedades visco-

elásticas do sangue total, levando em conta o papel de plaquetas e de hemácias 

(Nair, Dargaud et al. 2010). Por este motivo, a TEM é usada na prática clínica 

como uma forma de gerar informações clinicamente relevantes sobre o estado de 

ativação da coagulação de pacientes. Inúmeros protocolos clínicos que 

incorporam a TEM validam a relevância clínica e biológica deste teste(Hampton, 

Lee et al. 2014). Neste contexto, o uso da TEM para avaliação dos efeitos do 

heme sobre a ativação da coagulação representa uma estratégia atrativa para a 

obtenção de dados com relevância clínica sobre esta questão. Em nosso estudo, 

optamos pela não utilização de ativadores da coagulação como FT ou 

fosfolipídeos, que poderiam mascarar efeitos mais sutis do heme sobre a 

hemostasia. A TEM sem estes ativadores – conhecida como NATEM -  é uma 

metodologia aceita e padronizada inclusive em protocolos clínicos com este teste.  
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O TGT é um ensaio que mede as a cinética e a magnitude da geração de 

trombina ao longo do tempo, através da utilização de um substrato fluorescente da 

trombina. Entre TGTs disponíveis comercialmente, a trombografia automática 

calibrada (“callibrated automated thrombography” ou CAT), desenvolvida por 

(Hemker, et al. 2002) é o método mais estudado. Este foi o método utilizado em 

nosso estudo. Evidências mostram que tanto a cinética quanto a quantidade de 

trombina gerada a partir do contato do FT com o plasma são determinantes 

críticos da qualidade do coágulo. Indivíduos com coagulopatias hereditárias como 

a hemofilia apresentam redução da velocidade e na quantidade de trombina 

gerada (Chitlur 2012). Por outro lado, pacientes com maior risco de eventos 

tromboembólicos apresentam aumento da velocidade e da quantidade de trombina 

gerada (Hron, et al. 2006, Ten Cate 2012). Por avaliar justamente a cinética e a 

quantidade de geração de trombina após a adição de fator tissular, o TGT é 

considerado um teste altamente relevante para avaliação in vitro do potencial 

hemostático. Em nosso estudo, o TGT foi ativado com concentrações picomolares 

de FT, que simulam a ativação fisiológica da coagulação. O TGT é mais 

frequentemente utilizado com amostras de plasma, devido à extinção da 

fluorescência por eritrócitos.   

A relevância da TEM e do TGT na AF é ainda corroborada pelos resultados 

destes testes em pacientes com DF revisado em Lim et.al. 2013 (Lim,  et al. 2013). 

A utilidade potencial da TEM em detectar e acompanhar as alterações 

hemostáticas da DF foi primeiramente relatada por Yee et al. em 2005 (Yee, et al. 

2005). Estes autores demonstraram que pacientes com AF apresentam um padrão 
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de TEM sugestivo de hipercoagulabilidade, caracterizado por redução do tempo 

de coagulação, e aumento do ângulo e da amplitude da curva, quando 

comparados com controles pareados. Essas diferenças persistiram mesmo após o 

ajuste para o dímero D elevado e para a redução da proteína C e S. O estudo 

também constatou um aprofundamento destas alterações durante as crises de 

agudização, embora não seja possível descartar um efeito da leucocitose sobre 

este último resultado. Não há na literatura estudos que mostrem a capacidade 

preditiva de eventos trombóticos da TEM no contexto da AF. Em nosso estudo, a 

adição de heme em concentrações semelhantes àquelas observadas em 

pacientes com AF, resultou em alterações compatíveis com um desvio do balanço 

hemostático para o pólo da hipercoagulabilidade tais como a redução do tempo de 

coagulação, e do tempo para obtenção da velocidade máxima (MaxV-t). O MaxV-t 

é um parâmetro robusto, derivado da análise conjunta da curva da TEM, que 

ilustra melhor o potencial hemostático dos pacientes que a análise individual de 

outros parâmetros(Sorensen, Johansen et al. 2003). O encurtamento significativo 

deste parâmetro deve ser considerada uma alteração clinicamente relevante da 

TEM induzida pelo heme. 

Vários estudos já utilizaram o TGT para avaliação das alterações 

hemostática na DF. Resultados algo conflitantes foram obtidos, o que pode ser 

parcialmente atribuível à heterogeneidade de protocolos experimentais utilizados. 

Noubouossie et. al. 2012 (Noubouossie, et al. 2012), encontraram aumento da 

geração de trombina (redução do tempo de latência e aumentos do pico de 

trombina, do índice de velocidade e da área sob a curva) em comparação a 

controles pareados por idade. Neste estudo, a trombomodulina foi utilizada como 
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forma de simular a participação de células endoteliais no processo. Na ausência 

da trombomodulina, apenas as alterações no índice de velocidade persistiram. 

Não foram observadas diferenças entre pacientes com e sem crises de 

agudização. Em contraste, Shah et al. 2012(Shah, et al. 2012),  encontraram 

diferenças significativas sugestivas de hipercoagulabilidade em pacientes em 

crise. Ambos estudos utilizaram como ativador o FT na concentração de 1pM. 

Utilizando doses mais elevadas de FT para ativação (5pM) Gerotziafas et. al 

2012(Gerotziafas, et al. 2012), encontraram uma aceleração significativa da fase 

de propagação, evidenciada por um tempo para atingir o pico de trombina mais 

curto, e por um pico de trombina mais elevado. Este resultado é semelhante ao 

observado em nosso estudo, no qual a área sob a curva, que mede o potencial de 

trombina endógena (ETP), também não apresentou diferença estatisticamente 

significativa. E complementando a variabilidade dos resultados obtidos com o TGT 

na DF, Betal et al. 2009, apud (Lim, et al. 2013)  (usando tanto 1 quanto 5 pM de 

FT) e Wolberg et al. 2009, apud (Lim,  et al. 2013)(usando o 1pM de FT) 

encontraram uma redução do ETP. Cabe destacar que estes dois estudos 

utilizaram tubos de coleta com inibidor de tripsina de milho (CTI ou “corn trypsin 

inhibitor”), que é usado para inibição da ativação da coagulação pela fase de 

contato no tubo de coleta. Embora alguns autores argumentem que o uso destes 

tudos seja essencial para realização do TGT, um estudo realizado por Spronk et 

al. (Spronk, et al. 2009) sugere que estes tubos só sejam necessários quando 

concentrações muito baixas de FT (0,5 pM) são utilizadas. Diferenças do TGT por 

faixa etária, gênero e grupo racial também dificultam a análise destes resultados, 

na medida em que a constituição dos grupos controle são heterogêneas. Neste 
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contexto, o uso de amostras do mesmo indivíduo em nosso estudo, assim como a 

estratégia de comparação (pré x pós estímulo) no desenho de nosso estudo 

fortalecem nossas conclusões.  

Apesar desta variabilidade nos resultados de TGT em pacientes com AF, 

nossos resultados obtidos com a adição de heme ao sangue total, em 

concentrações semelhantes às encontradas em pacientes com AF, mostram um 

padrão coerente com os resultados da TEM, isto é, de desvio do balanço 

hemostático para o pólo da hipercoagulabilidade, e também semelhantes aos 

resultados obtidos em pacientes com AF, qual seja, o encurtamento do tempo e 

aumento do pico de geração de trombina. A semelhança entre os achados clínicos 

e os resultados obtidos em nosso estudo reforçam a validade de nosso modelo.   

Nossos resultados mostram que o heme é capaz de induzir um aumento 

robusto na expressão de FT, e de produzir alterações em dois testes globais da 

hemostasia que sugerem um perfil de hipercoagulablidade. Embora seja tentador 

especular uma relação direta entre os dois achados, nossos resultados não 

permitem esta conclusão, já que não foram feitos ensaios capazes de mostrar que 

o FT foi o elemento diretamente responsável pelas alterações da TEM e TEG. 

Estudos com anticorpos inibidores de FT poderiam confirmar esta hipótese. Outra 

limitação de nosso estudo diz respeito ao estudo das vias responsáveis pelo efeito 

do heme sobre a coagulação. A partir da hipótese de estes efeitos serem 

mediados pela ativação de receptores TLR-4, realizamos estudos com um inibidor 

desta via, o TAK-242. Nos estudos que mostraram a expressão de FT em células 

endoteliais e em monócitos, este inibidor reverteu o aumento da expressão, 

sugerindo ser esta uma das vias de ativação do heme na AF. Em nosso estudo, 
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tentamos utilizar este inibidor no modelo de TEM, mas limitações relacionadas a 

sua capacidade intrínseca de ativar a coagulação impediram a obtenção de 

resultados conclusivos.  

5.5. O heme como regulador-mestre da ativação da coagulação na AF  

A ativação da resposta imune inata é um evento comum em várias formas 

de doenças inflamatórias tais como a sepse, o trauma, entre outras. Esta ativação 

resulta em uma resposta celular e molecular estereotipada, que inclui 

invariavelmente algum grau de ativação endotelial e de ativação da coagulação. 

Quando localizado e regulado, esta ativação tende a ser benéfica. Quando 

disseminada e sem controle, pode se tornar um mecanismo de lesão mais 

importante que o próprio fator desencadeante. Este paradigma clássico é 

reconhecido há anos no contexto da sepse, onde a ativação da coagulação pode 

levar desde à compartimentalização do patógeno, limitando a infecção – quando 

localizada - ou a quadros graves de coagulação intravascular disseminada. O 

mesmo se aplica à ativação endotelial, que pode facilitar o acesso de patógenos 

aos tecidos infectados pela quebra local da barreira endotelial, ou levar a quadros 

graves de lesão pulmonar aguda. A ativação desta resposta é feita pela ligação de 

patógenos ou outras moléculas sinalizadoras de dano ou risco celular, conhecidas 

como PAMPs ou DAMPs. Estes padrões moleculares, altamente conservados, se 

ligam a receptores recohecedores de padrão (PRRs), que ativam a resposta 

imune inata. Interessantemente, o heme, uma molécula que faz parte da proteína 

hemoglobina, e que normalmente está restrito ao interior da hemácia, é capaz de 

ativar um tipo comum de PRR expresso em células endoteliais, que são os TLR-4. 
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Este fato permite que seja levantada a hipótese que em situações em que há 

aumento importante do heme na circulação, a resposta imune inata pode estar 

induzida de forma contínua e desregulada. 

Há mais de 50 anos sabemos que pacientes com hemólise crônica 

apresentam níveis mais elevados de heme na circulação(Muller-Eberhard, et al. 

1968). Por sua capacidade de induzir lesão tecidual, o organismo possui um 

sistema capaz de sequestrar este heme livre, impedindo-o de circular. Trata-se da 

proteína hemopexina. Ocorre que em pacientes com anemia falciforme, há um 

esgotamento da hemopexina, que leva à persistência de níveis elevados de heme, 

com consequências até recentemente desconhecidas. 

Assim como ocorre na sepse, pacientes com anemia falciforme 

apresentam complicações clínicas compatíveis com ativação desregulada da 

resposta imune inata. Tromboses micro e macrovasculares são frequentes, assim 

como uma forma de lesão pulmonar aguda, em muitos aspectos semelhantes à 

síndrome da angústia respiratória do adulto (SARA), que é a STA. 

Interessantemente, foi demonstrado em 2013 que o heme extracelular em excesso 

pode desencadear lesão pulmonar aguda em camundongos com anemia 

falciforme. A STA tem como base de sua fisiopatologia tanto as tromboses, como 

a hipoxemia pelo desenvolvimento de infiltrados pulmonares. Assim, é tentador 

imaginar que o heme possa atuar sobre a coagulação e sobre a integridade da 

barreira endotelial.  

Nossos resultados de fato sugerem que o heme possa mediar vias de 

sinalização sabidamente associadas à quebra patológica da barreira endotelial, 

como a internalização da VE-caderina mediada pela dissociação da p120-catenina 
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(evento marcado pela fosforilação de S879). No entanto, mais experimentos são 

necessários para esta confirmação. 

Por outro lado, nossos resultados mostram de forma muito bem 

documentada que: (1) o heme é capaz de induzir a expressão de fator tissular, a 

proteína iniciadora da coagulação, em células mononucleares circulantes; e (2) o 

heme induz um perfil de hipercoagulabilidade quando adicionado ao sangue total 

em concentrações semelhantes às encontradas em pacientes com anemia 

falciforme, e que pode ser detectado por testes relevantes da coagulação como a 

tromboelastografia e o teste de geração de trombina. Em conjunto, estes 

resultados mostram pela primeira vez o efeito do heme sobre testes clinicamente 

relevantes da coagulação, induzindo um perfil muito semelhante ao observado em 

pacientes com anemia falciforme, submetidos a estes mesmos ensaios. Os 

resultados reforçam o conceito de que o heme pode ser um ativador mestre da 

atividade inflamatória na anemia falciforme, com participação crítica na 

hipercoagulabilidade observada nestes pacientes.  
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6. CONCLUSÃO 

Nossos dados permitem concluir que: 

1. O heme é capaz de induzir a expressão de fator tissular em células 

mononucleares do sangue periférico. 

2. O heme, nas concentrações comumente observadas em pacientes 

com anemia falciforme, é capaz de induzir alterações 

tromboelastográficas compatíveis com ativação da coagulação e 

hipercoagulabilidade.  

3. O heme é capaz de aumentar a velocidade e o pico de geração de 

trombina em plasma pobre em plaquetas, levando a um perfil de 

trombograma semelhante ao observado em pacientes com anemia 

falciforme. 
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ANEXOS 

Anexo 1. Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa FCM/Unicamp 
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Anexo 2 . Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

Título do Projeto: AVALIAÇÃO DE ALTERAÇÕES EM PROTEÍNAS DAS JUNÇÕES 

DO TIPO ADHERENS DURANTE A SEPSE EM CULTURA DE CÉLULAS 

ENDOTELIAIS 

Responsáveis pelo projeto: Dr. Erich Vinicius de Paula e Gleice Regina de Souza 

     

Eu,__________________________________________________________________, 

idade:______, Data de Nascimento:_________________, RG:___________________, 

HC:______________,Residente à Rua/Av.___________________________________ 

_____________________________________________________________________, 

CEP:____________________,Telefones:___________________________________, 

concordo em participar do presente estudo, após estar absolutamente esclarecido (a) 

dos propósitos do mesmo. 

 

Responsável pelo sujeito de pesquisa:________________________________________, 

Idade:_______,RG:__________________,Grau de Parentesco:____________________, 

Residente à Rua/Av. ______________________________________________________ 

______________________________________________,CEP:____________________,

Telefones:___________________________________. 

 

 

Este estudo pretende identificar as formas como as infecções mais graves, conhecidas 

como “sepse” podem causar danos para nosso organismo. Durante uma infecção grave, 

pode ocorrer um aumento da perda de líquidos normalmente presentes no sangue, para 

os tecidos (isto é, os outros órgãos do corpo como pulmões, fígado, pele). Este aumento 

é geralmente o responsável pelo inchaço observado em pacientes com infecções mais 

graves. O objetivo desta pesquisa é avaliar o que está por trás desta perda de líquidos, 

para que no futuro, novos tratamentos possam ser desenvolvidos.  
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Para isso, coletaremos 11mL de sangue (3 tubos) em quatro momentos separados do 

tratamento da sepse. Os tubos serão coletados por punção de veia periférica ou através 

de seu cateter. Exceto no caso da coleta inicial, as coletas serão feitas no momento em 

que outros exames pedidos pelo seu médico estiverem sendo coletados. Nenhum outro 

exame será feito nesta amostra de sangue. As coletas estão programadas para: (1ª) 

momento de entrada na pesquisa; (2ª) após 48 a 72 horas; (3ª) após 48 a 72 horas da 3ª 

coleta; (4ª) um dia antes de sua alta.  

Os riscos a que o senhor (a) estará sujeito ao participar da coleta são hematoma 

(mancha roxa) e/ou pequena dor no local da punção venosa. Este estudo não oferecerá 

aos sujeitos da pesquisa outros riscos importantes. 

 

O benefício esperado na sua participação seria a sua contribuição para melhor 

entendimento desta doença e conseqüentemente um tratamento mais eficaz para este 

tipo de doença no futuro. 

 

Outras informações: 

1. O voluntário estará livre para desistir do estudo a qualquer tempo, mesmo que 
inicialmente tenha concordado em fazê-lo.  

2. O voluntário poderá tirar todas as dúvidas que tiver, ou que aparecerem durante o 
estudo, sobre o mesmo, havendo o compromisso do pesquisador em respondê-las. 

3. O material colhido neste estudo será utilizado somente para os objetivos propostos, 
mas gostaríamos de saber se o senhor(a) concorda que este material possa ser 
armazenado.  
฀ Sim ฀ Não 

4. Todas as informações obtidas pelo estudo terão um caráter sigiloso e confidencial e 
serão usadas apenas com a finalidade de divulgação e publicação científica, e sua 
identidade não será revelada.  

5. O responsável legal poderá assinar o TCLE, quando houver qualquer restrição à 
liberdade, sem suspensão do limite a informação do indivíduo no limite de sua 
capacidade, quando o direito a não participação sem qualquer prejuízo para o 
tratamento do paciente. 

6. A sua discordância ou a do responsável lega,l  em participar do estudo não lhe 
causará nenhum prejuízo para o seu tratamento, tanto para a doença atual,quanto 
para qualquer tratamento do futuro, em qualquer serviço do nosso hospital.  

7. A participação de indivíduos saudáveis no estudo, como “controles” será voluntária e 
sem ressarcimento. 
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Qualquer tipo de queixa ou reclamação relacionada a esta pesquisa o senhor (a) poderá 

entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da FCM-UNICAMP (Fone: 

19-3521-8936. 

 

Campinas ____/____/_______ ________________________________________ 

                                                    Assinatura do Voluntário 

 

 

Campinas ____/____/_______ ________________________________________ 

                                                             Assinatura do Responsável Legal 

 

Campinas ____/____/_______ ________________________________________ 

             Assinatura do Voluntário - Controle 

 

Responsável pela explicação deste Termo de Consentimento: 

 

______________________________                   ______________________________ 

Erich Vinicius de Paula                                  Gleice Regina de Souza                                           

Médico Pesquisador                                          Pesquisadora Responsável 

Fone: (19) 3521-8756                                     Fone: (19) 3521-8617 
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Anexo 3. Resumo submetido para apresentação na Reunião Anual da 

Sociedade Americana de Hematologia (ASH) 
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Coagulation  Activation  By  Heme:  Evidence  from  Global  Hemostasis
Assays

Gleice  Regina  Souza1*,  Maiara  M  L  Fiusa1*,  Carolina  Lanaro,  BSc,  PhD1*,  Marina  Pereira  Colella,  MD,  PhD1*,

Silmara  A  L  Montalvao1*,  Sara  T  O  Saad,  MD,  PhD1,  Fernando  Ferreira  Costa,  MD,  PhD1,  Fabiola  Traina,  MD,

PhD2,3,  Joyce  M  Annichino-­Bizzacchi,  MD,  PhD1*  and  Erich  Vinicius  De  Paula,  MD,  PhD1

1INCT  do  Sangue,  University  of  Campinas,  Campinas,  SP,  Brazil;;  2INCT  do  Sangue,  University  of  Campinas,

Campinas-­SP,  Brazil;;  3Department  of  Internal  Medicine,  University  of  São  Paulo,  Ribeirão  Preto,  Ribeirao  Preto,
SP,  Brazil

Introduction:  It  has  been  known  for  more  than  50  years  that  patients  with  sickle  cell  disease  (SCD)  present
higher  plasma  concentrations  of  heme.  More  recently,  it  was  shown  that  heme  is  capable  to  activate  innate
immune  response,  and  to  trigger  a  toll-­like  receptor-­dependent  response  that  involves  the  expression  of  several
pro-­inflammatory  genes.  Accordingly,  the  role  of  heme  as  critical  inflammatory  mediator  in  SCD  has  been
confirmed  in  different  experimental  models,  suggesting  that  heme  can  be  a  trigger  for  microvascular  occlusion  and
acute  chest  syndrome  (ACS).  The  association  between  innate  immune  response  and  coagulation  activation  dates
back  to  450  million  years  in  evolution,  so  that  activation  of  the  former  is  frequently  accompanied  by  activation  of
the  latter.  Micro  and  macrovascular  thrombosis  are  a  hallmark  of  SCD,  and  the  role  of  heme  in  the  pathogenesis
of  these  events  has  been  recently  suggested  by  demonstrations  of  heme-­induced  expression  of  tissue  factor  (TF)
by  endothelial  cells  and  monocytes.  However,  the  functional  relevance  of  heme-­induced  TF  expression  on
clinically-­relevant  coagulation  markers  has  not  been  demonstrated.  Methods:  herein  we  evaluated  heme-­induced
TF  expression  in  peripheral  blood  mononuclear  cells  (PBMC),  and  used  two  different  global  assays  of  hemostasis,
namely  thromboelastometry  (TEM)  and  Thrombin  Generation  Test  (TGT)  to  evaluate  the  effect  of  heme  on
coagulation  activation.  Blood  from  healthy  volunteers  was  drawn  from  an  antecubital  vein  with  minimal  stasis  in
0.106  sodium  citrate  tubes  (1:10)  or  heparin.  TEM  was  performed  in  whole-­blood  samples  (n=10)  incubated  with

30  µM  heme  (Sigma-­Aldrich)  for  four  hours  at  37oC,  in  a  ROTEM  equipment  (Pentapharm).  Coagulation  was
activated  with  the  addition  of  CaCl2.  Samples  from  same  individuals  incubated  with  vehicle  were  assayed

concomitantly  as  controls  (n=10).  TGT  was  performed  in  double  centrifuged  plasma  samples,  separated  from
whole  blood  stimulated  with  heme  or  vehicle  under  the  same  conditions  (n=16).  TGT  was  performed  using  a
Fluoroskan  Ascent  Flourimeter  (Thermolab).  Coagulation  was  activated  with  TF  (5pM)  and  phospholipids  (PPP
reagent,  Thrombinoscope).  Expression  of  TF  was  evaluated  by  qRT-­PCR.  Heparin-­anticoagulated  blood  was
incubated  with  30  µM  heme  (n=6)  or  vehicle  (n=6)  for  24  hours.  PBMC  and  neutrophils  were  then  separated  by
density  gradient  centrifugation  (Ficoll).  Non-­parametric  statistics  were  used  in  all  analysis.  Results:  incubation  of
whole  blood  with  heme  30  µM  resulted  in  a  potent  induction  of  TF  expression  in  PBMC  compared  to  vehicle  (AU)
(0.03±0.06  vs  1.18±0.60;;  P=0.03).  No  TF  expression  could  be  detected  in  neutrophils.  Heme-­induced  coagulation
activation  could  be  demonstrated  by  TEM.  Heme  significantly  decreased  the  coagulation  time  (sec)  (562.1±88.2
to  387±84.3;;  P=0.002)  and  the  MaxV-­t  (time  to  maximum  velocity)  (651.4±119.2  to  451.1±87.4  ;;  P=0.002),  which
are  two  indicators  of  shift  towards  a  hypercoagulable  profile.  A  trend  towards  a  lower  clot  formation  time  was  also
observed  (P=0.07).  No  difference  could  be  observed  in  the  area  under  the  TEM  curve.  A  hypercoagulable  profile
was  also  observed  in  TGT  in  samples  incubated  with  heme.  Statistically  significant  changes  compatible  with  a
shift  towards  coagulation  activation  were  observed  in  parameters  such  as  peak  thrombin  (increased),  time  to  peak
thrombin  (decreased),  velocity  index  (increased),  lagtime  (decreased)  and  StarTail  (decreased)  (all  P<0.05).  No
statistically  significant  change  could  be  observed  in  the  endogenous  thrombin  potential  parameter  (p=0.10).
Discussion  and  conclusions:  TEM  and  TGT  are  global  hemostasis  assays,  widely  used  for  evaluation  of  hypo-­
and  hypercoagulable  states.  Both  methods  have  been  used  in  patients  with  SCD,  who  present  hypercoagulable
profiles  similar  to  those  obtained  in  our  study,  and  characterized  by  faster  onset  and  offset  of  coagulation
activation.  We  demonstrate  for  the  first  time  that  heme,  in  concentrations  similar  to  those  observed  in  patients
with  SCD  and  other  hemolytic  disorders,  is  capable  to  not  only  stimulate  the  expression  of  TF  by  PBMC,  but  also
to  shift  the  coagulation  balance  towards  a  hypercoagulable  state,  similar  to  that  observed  in  patients  with  SCD.
These  results  provide  additional  support  to  the  hypothesis  that  heme  is  a  key  mediator  micro-­  and  macrovascular
thrombosis  in  SCD  and  possibly,  in  other  hemolytic  disorders.
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Anexo 4. Outras publicações com participação da aluna durante o mestrado 

1) Luz Fiusa MM, Costa-Lima C, de Souza GR, Vigorito AC, PenteadoAranha FJ,Lorand-

Metze I, Annichino-Bizzacchi JM, de Souza CA, De Paula EV. A highangiopoietin-

2/angiopoietin-1 ratio is associated with a high risk of septicshock in patients with febrile 

neutropenia. Crit Care. 2013 Aug 5;17(4):R169. 


