av,

¥ 4

UNICAMP

GLEICE REGINA DE SOUZA

AVALIACAO IN VITRO DOS EFEITOS DO HEME LIVRE
SOBRE A ATIVAGCAO DA COAGULAGCAO E SOBRE A
QUEBRA DE BARREIRA ENDOTELIAL

Campinas
2014






n

o

UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DECAMPINAS
Faculdade de Ciéncias Médicas

AVALIAGAO IN VITRO DOS EFEITOS DO HEME LIVRE
SOBRE A ATIVACAO DA COAGULACAO E SOBRE A
QUEBRA DE BARREIRA ENDOTELIAL

Dissertacéo de Mestrado apresentada ao Programa de Pés-Graduacao em Clinica Médica
da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade de Campinas para obtencao de titulo
de Mestra em Ciéncias na area de Concentracéo Clinica Médica.

Orientador: Prof. Dr. Erich Vinicius de Paula

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO
FINAL DA DISSERTACAO DEFENDIDA PELA
ALUNA GLEICE REGINA DE SOUZA E ORIENTADA
PELO PROF. DR. ERICH VINICIUS DE PAULA.

Assinatura do Orientador

Campinas
2014
i



Ficha catalografica
Universidade Estadual de Campinas
Biblioteca da Faculdade de Ciéncias Médicas
Maristella Soares dos Santos - CRB 8/8402

Souza, Gleice Regina de, 1990-

So8%a Avaliac&o in vitro dos efeitos do Heme livre sobre ativacéo da coagulacéo e
sobre a quebra de barreira endotelial. / Gleice Regina de Souza. — Campinas, SP :
[s.n.], 2014.

Orientador: Erich Vinicius de Paula.
Dissertacdo (mestrado) — Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de
Ciéncias Médicas.

1. Heme. 2. Trombofilia. 3. Anemia falciforme. 4. Hemostasia. 5. Testes de
coagulacdo sanguinea. |. Paula, Erich Vinicius de. Il. Universidade Estadual de
Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas. lll. Titulo.

Informacées para Biblioteca Digital

Titulo em outro idioma: In vitro assessment of the effect of free Heme on activation of
coagulation and breach of endothelial barrier.
Palavras-chave em inglés:

Heme

Thrombophilia

Sickle cell disease

Hemostasis

Blood coagulation tests

Area de concentracdo: Clinica Médica
Titulacdo: Mestra em Clinica Médica

Banca examinadora:

Erich Vinicius de Paula [Orientador]

Paula Ribeiro Villaga

Camila Almeida

Data de defesa: 19-09-2014

Programa de Pos-Graduacao: Clinica Médica



ORIENTADOR(A): PROF. DR. ERICH VINICIUS DE PAULA

1. PROF. DR. ERICH VINICIUS DE PAULA )

2. PROF. DR. PAULA RIBEIRO VILLAGA  A#i-Clemc el

3. PROF. DR. CAMILA ALMEIDA jmffﬂ /@u/‘;{?)\ﬂmoﬂ Lol

Programa de Pds-Graduagdo em Clinica Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da

Universidade Estadual de Campinas.




Vi



DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus

pais, a0 meu noivo e a toda minha familia.

Vi



viii



AGRADECIMENTOS

Gostaria de iniciar as minhas palavras agradecendo primeiramente a Deus que
me presenteou com esta rica oportunidade de fazer uma pdés-graduacao e agora de

poder finaliza-la.

Quero agradecer aos meus pais, que ao longo da jornada, fizeram tudo que
podiam para me proporcionar 0 melhor do estudo e hoje finalizando essa fase, sei que
eles estdo se sentindo com o dever cumprido. Nao s6 me instruiram em tudo, mas
também me apoiaram e estiveram ao meu lado em todo tempo, para me ensinar € me
dizer com sabedoria quais seriam o0s passos a serem tomados. Obrigada pela
paciéncia, amor e dedicacdo que VOCé€s me proporcionaram e continuam me

proporcionando durante todos esses anos.

Também quero expressar a minha gratiddo ao meu noivo Felipe, que sempre
apoiou as minhas decisdes € me incentivou durante todo este periodo. Obrigada pelas
compreensoes, pela dedicacdo em me ouvir quando precisei e por sempre me
aconselhar no melhor. Obrigada por estar ao meu lado mesmo em situagao dificil que

passamos relacionada a saude de seu pai.

N&o menos especial, mas que sdo muito importantes e que vao deixar muita
saudade, aos meus amigos do Laboratério de Hemostasia, os quais eu aprendi a amar,
a cultivar essa boa amizade, que se tornou pra mim tdo especial. Obrigada pela
companhia, pelo carinho, pelas risadas e choros quando mais precisei. Vocés deixaram
em mim uma marca muito importante, e com certeza sentirei uma saudade imensa, e

quero deixar aqui 0s meus agradecimentos.

iX



Também a pessoas especiais deste mesmo grupo de amigos, como: Maiara,
Vanessa, Aline Barnabé, Kiara, Bruna Mazzeto e Isadora, que sempre estiveram mais
proximas e que se tornaram minhas irmas. Sou grata por vocés terem feito parte da
minha histéria, e com certeza vou levar dentro de mim a amizade calorosa e as boas

lembrancas destes momentos.

Aos funcionarios do laboratério de Hemostasia: Devanira, Cristina, Tania,

Silmara, José Luis, Ricardo, Helder e Priscila.

Aos amigos e colegas que conquistei no laboratério de Biologia Molecular e

Genoma, obrigada por me proporcionarem crescimento profissional e intelectual.

E por fim, quero agradecer ao meu orientador, Dr. Erich, que confiou a mim
essa responsabilidade. Agradecer por demonstrar a todos nés, seus orientandos, 0 que
é realmente ser um pesquisador e um étimo orientador. Com certeza, suas experiéncias
nos ensinaram e nos fizeram crescer em conhecimento intelectual e pessoal. Tenho
convicgao de que nao ha palavras que expressem a minha gratidao por esses 3 anos
em que estive sob sua supervisao e orientacdo. O que posso fazer mais uma vez é

dizer, muito obrigada por tudo.



Este estudo foi financiado com recurso fornecido pela FAPESP, bolsa de mestrado

numero 2012/10859-6.
Xi



Xii



RESUMO

Ha cerca de 50 anos sabe-se que pacientes com anemia falciforme (AF)
apresentam maiores concentragées plasmaticas 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 expressao de varios genes
pro-inflamatérios. Em consonancia com estes achados, o papel pré-inflamatério do heme
foi confirmado em diferentes modelos experimentais de AF, colocando este metabdlito
como potencial desencadeante da oclusdo microvascular e sindrome tor4cica aguda.
Tromboses micro e macro vasculares sdo caracteristicas da AF, e o papel do heme na
patogenia destes eventos foi recentemente sugerido pela demonstracdo de sua
capacidade de induzir a expressdo de fator tecidual (FT) em células endoteliais e
mondcitos. No entanto, a relevancia funcional da expressao deste achado ainda nao foi
demonstrada através de marcadores clinicamente relevantes da coagulacdo. Métodos: A
expressao 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 geragédo de trombina (TGT). Sangue de voluntarios saudaveis foram
coletados por uma veia antecubital com minima estase em tubos de citrato de sédio (1:10)
ou heparina. A TEM foi realizada em amostras de sangue total (n=10) incubadas com 30
MM do heme (Sigma—Aldrich) durante 4 horas a 37°C, em um equipamento ROTEM

(Pentapharm). A coagulacéo foi ativada pela adicdo de CaClo. Como controle, amostras

dos mesmos individuos foram incubadas concomitantemente com o veiculo (n=10). O
TGT foi realizado em amostras de plasma duplamente centrifugadas, separadas a partir
de sangue total estimulado com heme ou veiculo sob as mesmas condi¢gées (n=16). A

TGT foi realizada utilizando flurimetro Fluoroskan Ascent® (Thermolab). A coagulacao foi
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ativada com FT (5pM) e fosfolipidios ( Reagente PPP, Thrombinoscope). A expressao de
FT foi avaliada por qRT-PCR. PBMC e neutréfilos foram separados por centrifugacao de
gradiente de densidade (Ficoll) e entdo incubados com 30 uM de heme (n=6) ou salina
(n=6) por 24hs. Teste estatistico ndo-paramétrico foi utilizado em todas as analises.
Resultados: a incubacdo do sangue total com 30 uM de heme resultou numa potente
inducdo de expressdo de FT quando comparado com o veiculo em PBMC (AU)
(0,03+0,06 vs 1,18+0,60; P=0,03). Nao foi possivel detectar a expressao de FT em
neutrofilos. A ativacao da coagulagao induzida pelo heme pode ser demonstrada através
da TEM. O Heme diminuiu significativamente o tempo de coagulacéao (seg) (562,1+88,2 vs
387+84.3; P=0,002) e a MaxV-t (tempo para a velocidade méaxima) (651,4+119,2 vs
451,1+87,4; P=0,002), que s&o dois indicadores de um estado de hipercoagulabilidade.
Uma tendéncia para a diminuicao do tempo de formagdo do coagulo também pode ser
observada (P=0.07). Nenhuma diferenca pode ser observada na area sob a curva da
TEM. Um perfil de hipercoagulabilidade, também foi observado no TGT. Mudancas
estatisticamente significativas, compativeis com a ativacdo da coagulagdo foram
observadas em parametros como: pico de trombina (aumentado), tempo para atingir a
trombina (diminuicao), indice de velocidade (aumento), periodo de laténcia (diminuigéo) e
StarTail (diminuicao) (todos<0,05). Nenhuma mudanca estatisticamente significativa pode
ser observada no parametro de pontencial endégeno de trombina. Discussao e
Conclusao: A TEM e o TGT sao dois testes globais em hemostasia, amplamente
utilizados para avaliagédo 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 inicio mais rapido da
ativacdo da coagulacdo. Nossos resultados demonstram pela primeira vez que o heme,
em concentracbes semelhantes as observadas em pacientes com AF, é capaz de
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estimular ndo s6 a expressao do TF em PBMC, mas também de alterar o equilibrio da
coagulagdo para um estado de hipercoagulabilidade. Estes resultados fornecem um
suporte adicional a hipétese de que o heme é um mediador chave na trombose micro e
macro vascular na AF e, possivelmente, em outras doengas hemoliticas.

Nosso estudo também avaliou de forma preliminar, o efeito do heme sobre a
fosforilacdo do residuo S879 da proteina 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 sera 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 uM heme (Sigma-Aldrich) for four hours at 37°C, in a ROTEM equipment
(Pentapharm). Coagulation was activated with the addition of CaCl,. 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 uM 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 uM 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 pi120-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. INTRODUCAO

1.1. Anemia Falciforme

1.1.1. Definicdo e epidemiologia

A anemia falciforme (AF) é caracterizada como uma hemoglobinopatia
resultante de uma mutagcédo de ponto no cédon 6 na cadeia beta da hemoglobina(3-
globina). Esta mutacdo no gene da B-globina (HBB) leva a substituicdo do
aminoacido glutamato por valina na cadeia polipeptidica, originando assim, a sintese
de uma hemoglobina que possui propriedades fisico-quimicas anormais, a

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

A HbS quando desoxigenada, sofre agregacao e polimerizacdo dentro dos
eritrocitos, danificando desta forma sua arquitetura e sua flexibilidade o que leva a
perda de sua deformidade e finalmente sua falcizacdo (Figura 1). Além disso,
episédios de hemolise acompanham o quadro desses individuos, levando a uma
anemia hemolitica severa, oclusdo crénica dos vasos sanguineos (vaso-oclusao),
alteracdes do sistema imune e até complicacbes mais graves, como a disfuncéao

cronica de érgaos(Roseff, 2009; Rees, et al. 2010).

A anemia falciforme surgiu na Africa, sendo disseminada para outros
continentes, pelo alto indice de imigracdo forcado de escravos. No Brasil, a
incidéncia desta doenca é consideravelmente variavel sendo maior nos estados em
que ha alta prevaléncia de afro-descentes. De acordo com o Programa Nacional de

1



Triagem Neonatal (PNTN), por ano nascem cerca de 3.500 criangas portadoras da
doenca e 200 mil com traco falciforme, nimeros que revelam a magnitude do
desafio a ser enfrentado em nosso pais. Este desafio fica mais evidente a partir de
uma estimativa da carga de doenca (disease burden) global da AF nos proximos
anos que sugere que em 2050 o numero de novos nascimentos anual de pacientes
com AF deve alcancgar a marca de 400.000. Ao mesmo tempo, a implementacao de
programas simples como a triagem neonatal universal, tem o potencial de salvar
mais de 10 milhdes de vidas com idade abaixo de 5 anos no mesmo periodo,
levando a um aumento importante na prevaléncia da AF em faixas etarias mais
avancadas (Piel 2013). Estes dados revelam a urgéncia para o desenvolvimento de
novos tratamentos para a AF, capazes de modular a gravidade da doenca e
acessiveis a grandes contingentes de pacientes. Por sua vez, o desenvolvimento
destes novos tratamentos exige uma compreensdo cada vez melhor da

fisiopatologia da AF.
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Figura 1. Anemia falciforme. A mutagao do gene da B—globina leva a polimerizacdo da hemoglobina
dentro dos eritrocitos formando a HbS que quando desoxigenada, causa alteragdes celulares e
manifestagbes clinicas. R = reticulécito; N = neutréfilo; EC = célula endotelial; N:O =
biodisponibilidade de oxido nitrico (Stuart & Nagel 2004).

1.2. Fisiopatologia da AF

Como descrito anteriormente, o estado desoxigenado da HbS favorece sua
cristalizacao, levando a formagao de um nucleo de polimerizagdo da hemoglobina. A
partir deste nudcleo, a HbS intracelular se polimeriza, levando a alteragdes
importantes na citoarquitetura do eritrocito, que podem culminar com sua falcizagdo
irreversivel. Além da falcizacdo, a polimerizagdo da HbS também causa uma perda
importante da flexibilidade e deformabilidade do eritrocito, que interfere em suas

interag6es com o endotélio e com outras células circulantes, e reduz sua sobrevida



média na circulagcdo. Como consequéncia, pacientes com AF apresentam uma
anemia hemolitica cronica, laboratorialmente caracterizada por anemia, hiperplasia
eritroide na medula déssea, hiperbilirrubinemia e redugcdo da haptoglobina (Zago
2013).

No entanto, embora a AF seja causada por uma unica mutagcado de ponto no
gene HBB, a fisiopatologia das lesdes sistémicas apresentadas por estes pacientes
é extremamente complexa, envolvendo ndo apenas a anemia hemolitica crénica,
mas também um segundo mecanismo fisiopatoldégico bdésico que consiste na
ocorréncia de fenbmenos vaso-oclusivos seguidos por lesdo de isquemia:
reperfusdo, como demonstrados na figura 2. A seguir descreveremos com mais
detalhes o significado de cada um destes mecanismos segundo o modelo

fisiopatolégico classico da AF.
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Figura 2. Esquema da fisiopatologia da AF. Sequéncia de eventos desencadeados pela

polimerizagdo da HbS, levando a anemia hemolitica e vaso-oclusdo. Nos quadros em cinza, as
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alteracdes celulares e moleculares decorrentes da vaso-oclusdao e da hemdlise. Nos quadros em
laranja, as complicacoes relacionadas a estas alteragées. ROS: espécies ativas de oxigénio; STA:

sindrome toracica aguda.

1.2.1. Vaso-oclusao

A vaso-oclusao que ocorre preferencialmente nas vénulas pds-capilares é o
mecanismo responsavel pelas principais complicacdes da AF, tais como as crises
vaso-oclusivas (caracterizadas por dor ou infartos localizados), a sindrome toracica
aguda (STA), a autoesplenectomia e a lesao organica progressiva observada nestes
pacientes (Rees, et al. 2010). Embora a polimerizacdo da HbS faca parte deste
processo, a oclusao nao € causada pela justaposicao de eritrécitos falcizados, mas
sim pelas alteragbes de deformabilidade e de adesao celular resultantes de ciclos
repetidos de polimerizagdo da HbS (Conran & Costa 2009; Sakamoto, et al. 2013)

De acordo com o modelo fisiopatolégico atual, ao atravessar regides com
diferentes concentracdoes de oxigénio (elevada na circulacdo arterial; reduzida nas
vénulas pés-capilares), as hemacias de pacientes com AF passam por repetidos
ciclos de polimerizagdo e despolimerizagdo da HbS, que interferem na interacdo
dindmica entre eritrocitos e células endoteliais, levando a ciclos repetidos de
obstrucdo e reperfusdo na microcirculagdo. Estes episddios vaso-oclusivos, e a
lesdo de isquemia:reperfusdo subsequente, resultam em um estado inflamatério
cronico descrito em pacientes com AF, e caracterizado por: dano oxidativo, ativagéo
endotelial, recrutamento de leucécitos (leucocitose), aumento da producdo de

citocinas, aumento da adesao celular (hemacias, plaquetas e neutréfilos) ao



endotélio e hipercoagulabilidade. Estas ocorrem em graus variados conforme a fase
da doenca.

Em condicbes basais (chamadas de steady state), estabelece-se um
equilibrio instavel entre todos estes fatores, e os pacientes tendem a permanecer
assintomaticos. No entanto, fatores como hipoxemia, desidratacdo e infeccoes,
diminuem a velocidade do fluxo sanguineo ou a tensao de oxigénio pelas vénulas
pés-capilares, favorecendo a vaso-oclusdo. Uma vez iniciada, os fatores pro-
inflamatorios citados acima se retroalimentam, contribuindo para o estabelecimento

das crises de agudizacao clinica observadas na AF (Conran, et al. 2009)

1.2.2. Hemdlise

Por muitos anos, entendia-se que o impacto da hemdlise cronica em
pacientes com AF se restringisse a anemia hemolitica. No entanto, o papel da
hemdélise na fisiopatologia da disfuncdo endotelial observada na AF, e por
consequéncia, em algumas formas de lesdo organica e na prépria vaso-oclusao,vém
sendo descritos nos ultimos anos.

A hemdlise intravascular observada na AF resulta em acumulo de Hb livre
no plasma. Este excesso de Hb livre condiciona a geracao de espécies reativas de
oxigénio (Roseff 2009), que além de contribuirem para os danos oxidativos locais,
também levam a um sequestro de 6xido nitrico (NO) disponivel no plasma. O NO é
uma gas produzido pelo endotélio com um importante papel na regulacdo do ténus
vascular basal, inibicdo da ativagao plaquetaria, inibicdo da ativacao da coagulacao

e de outras moléculas de adesao (Kato, et al. 2007; Chen, et al. 2014). A hemdlise



também resulta na liberagdo da arginase eritrocitaria, que reduz a biodisponibilidade
de um importante substrato para a sintese de NO pelas sintases (a arginina),
contribuindo também para a deplecao crbénica de NO.

Assim, a deplegéao crénica de NO resultante da hemdlise intravascular leva a
um importante estado de disfuncdo endotelial, que parece contribuir ndo apenas
para a fisiopatologia de lesbes organicas especificas como a hipertensao pulmonar,
mas também para o processo de vaso-oclusao e hipercoagulabilidade observada na
AF. O fato de alteracdes similares ocorrerem em outras anemias hemoliticas
cronicas nao falciformes reforca o papel independente da hemolise na fisiopatologia
destas complica¢des (Rother, et al. 2005, Kato, et al. 2007).

Em resumo, as alteracbes inflamatérias resultantes dos ciclos de
polimerizacao e despolimerizacdo da HbS na microcirculagédo, e a deplecao crbénica
de NO, resultam em importantes alteragdes na interacao entre hemacias, endotélio,
leucécitos e plaquetas, completando um circulo vicioso que contribui para as

complicagdes observadas na AF.

1.3. Hipercoagulabilidade na AF

Inomeros estudos e a vasta experiéncia clinica demonstram
inequivocamente a presenca de hipercoagulabilidade em pacientes com AF. O
exemplo mais classico e contundente deste estado € a elevada frequéncia de
acidente vascular cerebral isquémico (AVCi) em criancas com AF (Webb &
Kwiatkowski 2013). Estudos realizados com ressonancia magnética demonstraram

que pelo menos 25% das criancas com AF até os 6 anos de idade apresentam



AVCi silenciosos, taxa que chega a 37% até aos 14 anos de idade (Bernaudin, et al.
2005; Kwiatkowski, et al. 2009). Curiosamente, niveis reduzidos de hemoglobina
basal representam um dos fatores de risco para a ocorréncia de AVCi, sugerindo
uma possivel relagdo entre a atividade hemolitica e o risco desta complicagéo
(DeBaun, et al. 2012). E importante destacar que estes AVCi ocorrem em vasos de
maior calibre, ndo sendo causados diretamente pelo processo de vaso-oclusédo
descrito anteriormente.

Eventos tromboembdlicos venosos também possuem incidéncia 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 doenca falciforme (DF), incluindo AF e hemoglobinopatia SC, apresentaram
uma prevaléncia 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
incidéncia de TEP de 50 a 100 vezes maior em individuos hospitalizados com DF do
que o esperado na populacdo geral. Além disso, embora a fisiopatologia da
sindrome toracica aguda (STA) seja multifatorial, o TEP parece contribuir de forma
significativa para a gravidade desta complicagdo, 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 varios autores (Sparkenbaugh &
Pawlinski 2013). A hipercoagulabilidade é uma caracteristica comum a varios

estados inflamatérios crénicos, e em geral envolve: (i) a expressao anémala de fator



tissular (FT) — que é a proteina responsavel pela iniciacdo da coagulagao; (ii)
ativacao plaquetaria; (iii) disfuncdo endotelial; e (iv) redugdo dos mecanismos
anticoagulantes naturais. A maioria destes mecanismos ja foi individualmente
demonstrado na AF. Além disso, fatores especificos da AF, como a ativacdo da
coagulacao decorrente da exposicao anémala da fosfatidilserina na superficie das
hemacias lesadas, parecem contribuir adicionalmente para a patogénese das
tromboses na AF(Ataga & Key 2007; Setty, et al. 2008). Recentemente, um estudo
realizado em nosso laboratério demonstrou um importante aumento da expressao de
FT e da geracéo de trombina em pacientes com AF quando comparados a controles
saudaveis (Colella, et al. 2012).

Apesar destas inequivocas demonstragdes clinicas e laboratoriais deste
estado de hipercoagulabilidade na AF, o mecanismo de ativacdo da coagulacéao
permanece incerto. Embora seja possivel que a hipercoagulabilidade represente
uma consequéncia terminal do estado inflamatério crénico observado nestes
pacientes, evidéncias mais recentes sugerem que a hipercoagulabilidade possa ser
uma consequéncia direta da hemolise cronica, de forma independente da presenca
da mutacdo no gene HBB. Mais uma vez, a alta frequéncia de tromboses em
pacientes com outras anemias hemoliticas crénicas como a hemoglobinuria
paroxistica noturna, sugere que um mecanismo independente da AF possa contribuir

para a hipercoagulabilidade observada nestes pacientes.



1.4. Ativacao da resposta imume inata na AF

Praticamente todos os seres vivos desenvolveram mecanismos sensores
para a detecgdo rapida de patégenos invasores. Em humanos, estes mecanismos
fazem parte da resposta imune inata, e sado representados pelos receptores
reconhecedores de padrdo (PRRs), que reconhecem padrées moleculares
conservados presentes em bactérias, fungos e virus, 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 sdo padrdes moleculares que
sinalizam a ocorréncia de lesao tecidual estéril como necrose ou outras formas de
inflamacéao. A ativacao destes receptores desencadeia cascatas de sinalizacdo que
culminam com o recrutamento de leucdcitos, expressdo de genes pro-inflamatérios,
ativacao endotelial, e ativacdo da hemostasia. Cabe destacar aqui, que todos estes
elementos estdo presentes na resposta inflamatéria observada na AF.

A ativacao 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) € um
dos mecanismos canlnicos de ativacdo da resposta imune inata. O fato de a
ativacdo de PRRs por DAMPs ativar vias de sinalizagdo semelhantes as ativadas
por PAMPs, explica o carater estereotipado da resposta inflamatéria sistémica
(SIRS), observada em quadros clinicos heterogéneos como infec¢des, queimaduras,
entre outras (Chen & Nunez 2010). Embora a ativagao da resposta imune inata por
PAMPs e DAMPs contribua para a erradicacéo de infeccdes e para o reparo tecidual

na maioria dos pacientes, sua ativacdo excessiva ou desregulada pode resultar na
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amplificag@o e perpetuacéo da lesdo 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, varios fatores que descrevemos da fisiopatologia da
AF representam alteragbes caracteristicas da resposta inflamatoria ativada por
PAMPs e DAMPs na sepse grave, sugerindo que a ativacao da resposta imune inata
pode ser um elemento também importante na fisiopatologia da AF.

Neste contexto, a identificagdo mais precisa de quais seriam os mediadores
criticos para ativacao e perpetuacdo da resposta imune inata na AF facilitaria a
compreensao da relacao hierarquica dos inumeros mecanismos fisiopatolégicos da

AF.

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

Embora a inflamacao resultante da vaso-oclusdo e da deplecao cronica de
NO sejam fatores inequivocamente relacionados a fisiopatologia da AF, um outro
elemento, também resultante da hemdlise crbénica, vem emergindo como candidato a
principal ativador da resposta imune inata na AF.

Sempre presente nestes pacientes, a hemolise cronica resulta ndo apenas
no sequestro de NO, mas também na liberagdo em quantidades excessivas de
mediadores como a hemoglobina livre, microparticulas, e o heme, sabidamente
nocivas para o organismo. Por este motivo, 0 organismo desenvolveu varias linhas
de defesa para a eliminacdo destes metabdlitos tais como a haptoglobina e a

hemopexina, que se ligam a hemoglobina livre e ao heme respectivamente, evitando
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a circulacao de suas formas livres (Schaer, et al. 2013). No entanto, a capacidade de
eliminagcéo (“scavenging’) destes sistemas é limitada, de modo que na hemdlise
intravascular aguda ou crénica, pode ocorrer 0 esgotamento destes sistemas e o
acumulo de hemoglobina e heme livre (Muller-Eberhard, et al. 1968).

Em um estudo que langa bastante luz sobre os mecanismos de ativagao 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 ligacdo com os
receptores TLR-4 (Figueiredo, et al. 2007). Por se tratar de uma molécula
conservada em diferentes espécies e reinos, a evolucdo de mecanismos que
reconhecem o heme livre como PAMP ou DAMP pode ter representado um avango
na resposta a patégenos, ou mesmo no reparo de lesbes com sangramento e
liberacao local de heme. No entanto, em situacdes patoldgicas em que ha liberacao
macica de heme na circulacdo como na AF, este mesmo mecanismo potencialmente
benéfico pode se transformar em um importante vetor de ativacao da resposta imune
e lesdo tecidual. Esta hipbtese foi recentemente reforcada por dois estudos em
modelos animais de AF, e um estudo clinico. No estudo clinico, foi demonstrado que
a concentracdo de heme livre no plasma é um fator de risco independente para a
ocorréncia de STA em criancas (Adisa, et al. 2013).

Além disso, um estudo publicado em 2013 demonstrou que o heme livre é
capaz de desencadear um quadro de lesdo pulmonar aguda semelhante a 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 ativagdo da resposta imune

inata pelo heme pode estar relacionada a lesdao pulmonar aguda observada na
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STA(Ghosh, et al. 2013). Indo na mesma diregdo, um estudo publicado em 2014
mostrou de forma elegante a capacidade do heme livre em desencadear fenbmenos
vaso-oclusivos em dois modelos distintos de AF, assim como a possibilidade de
reversdo da vaso-oclusdo 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 vém colocando o heme livre, e a ativacdo da
resposta imune inata, em uma posi¢cao central na cascata de eventos que ativa e
perpetua a inflamagdo na AF. Esta visdo pode representar uma mudanca no
paradigma classico que atribui a disfungdo endotelial observada na AF a um ciclo
vicioso em que isquemia e vaso-oclusdo exerciam papel central. Assim, este modelo
abre caminho para a investigacdo do papel das consequéncias da ativacdo da
resposta imune inata observada na sepse — entre as quais destacam-se (i) a
ativacdo da coagulagéao, 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 coagulacao é sugerida por um estudo
que mostra sua capacidade de induzir a expressdo de FT em células endoteliais,
através da ativacdo de receptores TLR-4 (Setty, et al. 2008). Mais recentemente, a
expressdao de FT induzida pelo heme foi também demonstrada em mondcitos,
embora este estudo ndo tenha sido ainda publicado em seu formato completo

(Rehani, et al. 2013). O papel do heme como ativador da coagulacido em outros
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contextos é desconhecido. Além disso, a relevancia fisiolégica da expressao de FT

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

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

A quebra da barreira endotelial (BE) € uma das consequéncias classicas da
ativacao de receptores TLR-4 observadas na sepse. Uma das principais fungcdes do
endotélio € a manutencdo de uma barreira seletiva entre sangue e tecidos, através
da BE. No entanto, a BE € uma estrutura dindmica, que pode ser quebrada e
reorganizada, conforme a necessidade fisiolégica do organismo (Dejana, et al.
2009). Como exemplo, a integridade da BE €& modificada durante a resposta a
patdgenos invasores, como parte da resposta imune inata (Hack & Zeerleder 2001;
Aird 2003; Spronk, et al. 2004). Nesta situagéo, a quebra localizada e transitéria da
BE tem por objetivo facilitar a adesao e a diapedese de leucécitos, para que estes
tenham acesso ao patdgeno invasor no parénquima tecidual (ex: pulmoes, figado)
(Seeley, et al. 2012). Quando localizada e adequadamente regulada, esta quebra da
BE facilita a acdo de fagécitos e a formacao de redes compostas por neutréfilos e
fibrina (NETSs), que auxiliardo na contencao de um foco infeccioso. Por outro lado, se
ativada de forma muito intensa ou sem a regulacdo 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 sindrome
da angustia respiratoria 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 fisiopatolégico para a STA na AF.
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A investigacao do papel de alteracées da BE na fisiopatologia da AF exige
que se conheca 0s mecanismos que regulam esta barreira em condi¢coes
fisiolégicas. Ao longo das ultimas duas décadas, estes mecanismos foram descritos
com detalhes através de um modelo em que proteinas das jun¢des intercelulares do
tipo “adherens” exercem um papel central nesta regulacdo (Dejana, et al. 2009;
Potente, et al. 2011; Dejana & Giampietro 2012, Dejana & Orsenigo 2013).

O principal componente das jun¢des “adherens” € a proteina transmembrana
VE-caderina (Vittet, et al. 1997). A VE-caderina possui um dominio extracelular, uma
regiao transmembrana de passagem Unica, e uma cauda citoplasmatica conservada,
sendo expressa exclusivamente em células endoteliais (CE) (Lampugnani, et al.
1992, Tanihara, et al. 1994, Breviario, et al. 1995). A interagcdo homofilica em trans
entre os dominios extracelulares da VE-caderina de CE adjacentes forma uma
estrutura “em ziper”, diretamente responsavel pela integridade da BE. Outro
componente funcional importante da VE-caderina é sua cauda citoplasmatica, que
interage com proteinas da familia das cateninas (alfa e beta catenina), que ancoram
a juncao 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 interacbes da VE-caderina com as
cateninas representam pontos criticos da regulacao da integridade da BE por vias de
sinalizacao ativadas por estimulos pré-inflamatérias (Dejana & Giampietro 2012).
Alguns destes estimulos, como o VEGF-A, a trombina, e o LPS, modificam o padrao

de fosforilagdo da VE-caderina ou das cateninas, levando a internalizagdo da VE-
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caderina, e desorganizacao das juncdes e quebra da BE. De fato, a fosforilacdo do
residuo S879 da p120-catenina é um elemento critico para a quebra da BE induzida

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

Estimulos
Inflamatérios
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Figura 3. Mecanismo hipotético da internalizacao de VE-caderina.Esquema ilustrativo mostrando
0 mecanismo hipétetico de regulagdo da estabilidade da VE-caderina, baseado na interagao entre a
120ctn (em verde) com a cauda citoplascaderina(azul). Estimulos como o VEGF levam a fosforilacao
da VE-caderina e a dissociagdo da p120 catenina, o que culmina na sinalizacdo para que a VE-
caderina seja internalizada por endocitose. A fosforilacdo do residuo S879 da p120ctn é um passo

critico deste processo de quebra da BE.

Ao mesmo tempo, a STA apresenta muitos elementos clinicos e laboratoriais
comuns com a lesdao pulmonar aguda observada na sepse. Considerando a
capacidade do heme livre em ativar a resposta imune inata, torna-se interessante o

estudo das alterag¢des funcionais ou estruturais induzidas por este metabdlito.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral avaliar as alteragcbes mediadas

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

2.2. Objetivos especificos

a) Investigar o efeito do heme sobre a ativagdo da coagulagéao através de

duas metodologias diferentes de avaliacdo global em hemostasia:
e Tromboelastometria (TEM)
e Teste de geracéo de trombina (TGT) ;

b) Investigar os mecanismos associados a ativacdo da coagulacao pelo
heme, através da expressao do fator tissular em células mononucleares pela
técnica de PCR quantitativo (qQRT-PCR);

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

da avaliacao da fosforilacao do residuo S879 da p120 catenina.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Aspectos éticos e sujeitos

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da FCM-Unicamp, parecer n® 1261/2011 (Anexo 1). Nenhuma atividade do estudo
foi iniciada antes de sua aprovacao e da assinatura dos termos de consentimento

livre e esclarecido pelos individuos saudaveis.

Foram incluidos neste estudo no periodo de Janeiro a Maio de 2014, um
total de 24 voluntarios sadios. O critério para inclusdo de voluntarios sadios era a
auséncia da mutacao ou historia familiar de doenca falciforme ou antecedente de
doenca tromboembdlica. Os voluntérios 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 puncao venosa periférica de veia
superficial de membros superiores, com manipulagdo minima, pelo préprio
pesquisador.Todos os voluntarios observaram jejum minimo de 4 horas antes da
coleta. Para os testes de coagulacdo (Tromboelastometria - TEM e Teste de
Geracao de Trombina - TGT) as amostras foram coletadas em tubos com o
anticoagulante citrato de sodio. 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 realizagdo da TEM, as amostras de sangue total foram
imediatamente incubadas com heme livre (hemin) na concentragédo de 30uM (cat
no. H9039; Sigma Aldrich, Missouri, EUA), por 4 horas, a 37° C. Esta
concentragao foi escolhida por encontrar-se na mesma ordem de grandeza das
concentragdes de heme observadas em pacientes com AF. A solugcdo de hemin
utilizada no estudo foi diluida em NaOH 0.05M, pH 7.4, conforme descrito por
Setty e cols. (2008). Amostras controle foram incubadas com a mesma quantidade
de solugédo salina, seguindo o mesmo procedimento observado com o Hemin.
Testes utilizando amostras incubadas apenas com o veiculo NAOH 0.05M,
também foram realizados, para que ndao houvesse duvida sobre os resultados
obtidos. Apés a incubacgdo, as amostras foram imediatamente utilizadas no teste

de TEM.

Para TGT,0 mesmo procedimento de estimulo foi realizado. Porém, apdés
o periodo de incubacdo, as amostras foram duplamente centrifugadas a 3500rpm
para obtencdo de plasma pobre em plaquetas, e imediatamente utilizadas para

realizacdo do teste. Aliquotas de PPP foram armazenadas em freezer -80°C.

Para a avaliacdo da expressdo de FT por gRT-PCR, as amostras de
sangue total passaram pelo protocolo de separacdo das populacbes celulares
(células granulociticas e células mononucleares) pela técnica de Ficoll. Esta
técnica consiste na utilizacdo de reagente de Ficoll com diferentes densidades,
Histopaque® 1.077 (Sigma Aldrich) e Histopaque® 1.119 ( Sigma Aldrich), onde a
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separacao celular é baseada na diferenca de densidade celular. Apés a adi¢cao de
3 ml de cada reagente de Ficoll em um tubo cbnico de 15 ml, completou-se o
volume para 13 ml com sangue total heparinizado. As amostras foram
centrifugadas a uma rotacdo de 700g por um periodo de 30 minutos. Apos a
centrifugagdo, as populagbes celulares se encontravam divididas em:
mononucleares, granulociticas e eritrocitaria. As populagbes de células
mononucleares e granulociticas foram transferidas para tubos conicos de 15 ml e
lavadas com PBS para a eliminacdo de residuos de Ficoll que pudessem interferir

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

As células foram entdo ressuspendidas com uma quantidade de 957,2ul
de meio DMEM (Dulbecco/Vogt modified Eagle's Minimal Essential Medium) — um
meio especifico para cultivo de células leucocitarias - e cultivadas em placas de 12
pocos (TPP®). Por fim, as células foram incubadas com Hemin 30uM (42,8ul) ou
salina (42,8ul), por um periodo de 24 horas em atmosfera com 5% de CO, a 37°C.
ApGs as 24 horas de incubacgao, as células foram transferidas para tubos conicos
de 15 ml, lavadas com PBS e centrifugadas a 1500 rpm por 7 minutos, para a

obtencédo do pellet celular, e em seguida utilizadas para extragcdo de RNA.

3.3. Tromboelastometria (TEM)

Para a andlise da ativacdo da coagulacdo, utilizamos a
tromboelastometria. Os ensaios foram realizados no equipamento ROTEM®
(Pentapharm, Alemanha). A tromboelastometria € um teste global em hemostasia
que avalia a iniciacao, formacao, estabilizacao e lise do coagulo, documentando a

interacdo entre plaguetas, hemacias, leucocitos e proteinas da coagulacdo. O
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equipamento mede a viscosidade e elasticidade do sangue apo6s a adicdo de
calcio (CaCl, 0,2M; pH 7,4), com ou sem um ativador especifico da coagulacao.
As propriedades viscoelasticas sdo 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

tromboelastografica ocorre em um periodo de 1 hora e meia (Figura 4).

B Parameters of ROTEM® Analysis

Alpha-angle Lambda-angle

I __". I (Lysis rate)
=

LOT = Lysis onset time

3 |CT Clottingtime
$——t—x CFT Clot formation time

Clot fiemness (or elasticolty)

Time

Figura 4. Principios da tromboelastometria ROTEM®. A) O pino rotativo de plastico, onde fica
localizado o sensor 6ptico, se move para frente e para tras sob um angulo de 4,75° sob o centro da
cuveta de amostra que é aquecida a 37°C. Uma vez iniciado o coagulo, filamentos de fibrina sdo
formados, aumentando a tensdo entre a cuveta e o pino. A dissociagao dos filamentos de fibrina da
parede da cuveta ou a degradacao da fibrina pelo processo de fibrindlise diminui essa tensdo. B) O
sinal grafico & apresentado desde a tensdo inicial dada pela formac¢do do codgulo até a sua
dissolugdo. Essa tensdo se da no tempo zero (auséncia de coagulo), para que haja o
processamento do sinal e inicio da mensuragdo apds a ativagdo da coagulagdo. Do contrario,
haveria uma falsa produgéao basal de coagulo enquanto o pino entra em contato com a amostra de
sangue total. MCF= maximum clotting formation (maxima formagédo do coagulo); CT = clotting
formation ( Tempo da coagulacao); CFT = clotting formation time (tempo da formacao do codgulo);
Alpha-angle = angulo alfa. Adaptado(Bolliger, et al. 2012).
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Juntamente com a representacdo grafica, o equipamento libera
parametros quantitativos que indicam a velocidade e a estabilidade do coagulo
formado. Estes parametros ja sao validados na pratica clinica como
biomarcadores de diferentes etapas da coagulacdo, como detalhado no quadro 1.
De fato, a analise destes parametros tem ajudado na avaliagdo sobre os estados
de hiper e/ou hipocoagulabilidade (O'Donnell, et al. 2004, Sorensen & Ingerslev
2004), como também na utilizagdo como guia no monitoramento de drogas
farmacoldgicas e terapias hemodindmicas (Noval-Padillo, et al. 2010, Schochl,
Nienaber et al. 2010, Al Hawaj, et al. 2013).

Além dos parametros diretamente obtidos da curva, o equipamento calcula
parametros derivativos relacionados a capacidade de geragdo de trombina do
individuo, que mostram correlagdo com a cinética de geracado de trombina no

plasma (Sorensen, et al. 2003).

Quadro 1. Par&dmetros selecionados da tromboelastografia

Parametro Abreviacao Descricao/significado

Tempo de inicio da formagéo do coagulo, apds
adicao do calcio. Esta reduzido em deficiéncias
cT de fatores ou com o uso de anticoagulantes. O

T EDCOEREE EREE encurtamento pode indicar hipercoagulabilidade,

Tempo até a obtencdo de uma amplitude de
20mm na curva de TEM. Esta relacionado ao

Tempo de formagdo do CFT tempo para que se atinja um coagulo firme

coagulo (cinética de formacao do coagulo).
Angulo formado entre a base e a tangente da
curva de TEM, quando se atinge uma amplitude
A de 20mm. Parametro semelhante ao CFT.
Angulo a A

Ambos sao influenciados por fungao plaquetaria
e taxa de converséao de fibrinogénio em fibrina.
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Amplitude maxima alcangada na curva de TEM.

Relaciona-se com a estabilidade do coagulo e é

Maxima firmeza do MCF influenciada pela fungéo plaquetaria e pela taxa
coagulo de conversao do fibrinogénio em fibrina.

Velocidade méxima de formagao do coagulo. E
um parametro obtido por calculos matematicos,
que se correlaciona com a geragao de trombina.
Valores elevados indicam maior velocidade de
geracao de trombina.

Velocidade maxima* MAXV

Tempo do inicio da reagédo para formagao
maxima do coagulo. E um parametro obtido por
Tempo para velocidade célculos matematicos, que se correlaciona com a
maxima* MAXV-t geragao de trombina. Valores mais curtos
indicam maior velocidade de geragao de
trombina.

Area total da curva de tromboelastografia.
Parametro que depende da interagao de
variaveis pré e anticoagulantes, e do tempo de
analise. Os parametros derivados (MaxV e
MaxV-t sdo mais precisos na estimativa do
potencial de geracao de trombina que a AUC)

Area sob a curva AUC

*Parametros Derivativos (Sorensen, et al. 2003).

3.4. Teste de geracao de trombina (TGT)

A mensuracao do potencial de geragcdo de trombina também foi utilizada
na avaliacao do efeito do heme sobre a ativacdo da coagulacdo. Nos ultimos anos,
0 papel da trombina como reguladora central do processo de hemostasia ficou
claro, e o TGT adquiriu grande importancia de pesquisa na area de hemostasia
(Nair, et al. 2010, Chitlur 2012, Ten Cate 2012). O TGT mede de forma continua a
geragdo de trombina apdés a adicdo de um iniciador (em geral utiliza-se
concentragdes minimas de FT, 5pM), através do uso de um substrato fluorogénico
da trombina. Esta mensuracédo gera uma curva de geracao de trombina conhecida
como trombograma. Diversos parametros derivados desta curva podem ser
registrados incluindo tempo de laténcia para inicio da geracdo de trombina

(lagtime), o pico de geracado de trombina (peak thrombin), o tempo para o0 pico
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(time to peak) e area sob a curva (AUC, ETP). Estes parametros apresentam
correlagdo com parametros fisiologicamente e clinicamente relevantes da

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

A 280
230 (, Peak thrombin
£ 180 -
=]
E
2 1301 |
=
=
=
s 80 / Area under the curve (AUG) =
Endogenous thrombin potential (ETP)
30 S j
LT
—20 -
0 50 100
Lag time Time (min)
Time to peak ———|-

Figura 5. Curva Teste de Geracdao de Trombina. Curva tipica do teste que demonstra 4
parametros descritivos: Lagtime (tempo de laténcia para deteccdo de trombina),time to peak
(periodo de tempo até o pico de geragao de trombina), peak thrombin (pico de geracdo de
trombina) e area under the curve (AUC), que se refere ao potencial endégeno de trombina

(ETP).Fonte: (Baglin 2011).

3.5. Quantificacoes da expressao génica do fator tecidual

A avaliacao da expressao génica do FT teve como objetivo explorar como
um meétodo adicional a capacidade do heme em ativar a coagulagéo, assim como
avaliar os mecanismos desta ativacdo. Para tal,foi realizado extracdo de RNA

tanto de granulécitos como em células monucleares incubadas com salina ou
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heme, utilizando kit comercial de extragdo 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
fluorescéncia emitida durante a reacdo como um indicador de amplificacéo através
da ligacdo de uma sonda especifica ou um corante, na fita recém-sintetizada.
Todas as reagbes foram realizadas em duplicata, utilizando SYBRGreen PCR
Master Mix® (Invitrogen), que contém todos o0s reagente necessarios para
realizacdo da reacdo e o agente intercalante SYBRGreen.

Iniciadores (primers) especificos do gene que codifica o FT foram
desenhados com o auxilio 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 dissociacdo e formacdo de estruturas

secundarias. A sequéncia de iniciadores escolhida esta descrita no quadro 2.

Quadro 2. Iniciadores do gene do fator tecidual

Iniciador Sequéncia
Foward 5" TCA GGA AAG AAA ACA GCC AAAAC 3
Reverse 5 GGG AGGGAATCACTGCTTGAZ
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Também foram utilizados iniciadores para amplificagdo de gene usados
como controles endogenos (B-actina e GAPDH) para confirmacao da integridade
da amostra de cDNA e para normalizagdo da expressdo do gene de interesse
(Quadro 3). Todos os experimentos apresentavam controles negativos, onde a

amostra de cDNA era substituida por agua estéril (NTC).

Quadro 3. Sequéncia de iniciadores de genes endégenos

Iniciador Sequéncia
B — actina (Foward) 5’ AGG CCA ACC GCG AGAAG 3
B — actina (Reverse) 5 ACA GCC TGG ATAGCAACGTACAJZ
GAPDH (Foward) 5 GCA CCG TCA AGG CTG AGAAC 3’
GAPDH (Reverse) 5 CCACTT GAT TTT GGA GGG ATC T 3

Para a padronizacdo da concentracédo ideal de primers para todas as
reacdes, realizamos uma curva de padronizagdo com as seguintes concentragdes:
70nM, 150nM, 300nM e 600nM. Esta curva tem como objetivo escolher a melhor
concentracao, que € aquela que obtiver o menor ciclo threshold (C;), ou seja,
menor numero de ciclos necessarios de PCR até que a fluorescéncia seja
detectavel. O ciclo threshold é dependente da quantidade de moléculas presentes
no inicio da amplificacdo. Quanto maior o numero de moléculas, mais precoce o
C:.quanto menor o numero de moléculas, mais tardio o C;.

Foi utilizado como amostra para padronizagdo, cDNA da linhagem
leucémica K562 (eritroleucémica). Escolhnemos a concentragdo de 150nM por ser
aquela que apresentou melhores resultados. Em seguida, foi realizada uma curva
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de eficiéncia dos iniciadores utilizando 7 pontos contendo diferentes diluicdes de
cDNA, sendo elas: 2,00ng, 6,32ng, 20,00ng, 63,26ng, 120,00ng, 200,00ng e
400,00ng. A eficiéncia da amplificacdo é fundamental para o sucesso da técnica,

variando idealmente entre 90—-100% de eficiéncia.

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

Células HUVECs priméarias foram adquiridas do banco de células do grupo
suico LONZA® e mantidas em nosso laboratério em nitrogénio liquido para
posteriormente dar inicio ao cultivo e seguimento nos experimentos. Estas células
sdo 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 cm? 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, |\GF-1 — Insulin Growth Factor 1; Acido
Ascérbico; hEGF — Epidermal Growth Factor, GA —Gentamicin and Amphotericin e
Heparina), e em seguida incubadas em ambiente a 37°C com 5% de CO, Ao
atingirem a confluéncia desejada (aproximadamente 90%), estas células foram
redistribuidas em outras garrafas para aumentar a proliferagdo celular. Para o
desprendimento das HUVECs da garrafa para sua redistribuicdo foi necessario
realizar a tripsinizacdo. Para tal, utiliza-se 2ml de uma solucdo de tampao
fosfato(PBS, pH =7,2) com tripsina (0,25%w/v) e EDTA (0,53nM) por um periodo
de 3 minutos até que haja total desprendimento das células. O processo é

neutralizado pela adicao de 2 ml de FBS,uma vez que a tripsina é toxica para as
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células. As células em suspensao sdo entdo lavadas com PBS e centrifugadas por
7 minutos a 130g, 30°C. O sobrenadante é descartado e o pellet celular é
ressuspendido em meio EGM-2 suplementado, e redistribuido em novas garrafas,
até a 32 passagem.

A partir desta passagem, as células foram redistribuidas em placas de 6
pocos (TPP®), em uma concentracdo igual a 2,5*10° células/poco, até atingirem a

confluéncia necessaria para realizacao dos experimentos.
3.7. Avaliacao da fosforilacao do residuo S879 da p120-catenina

Como explicado anteriormente, utilizamos a fosforilagdo do residuo S879
da p120-catenina como marcador da ativacao das vias celulares envolvidas na
quebra da BE. O método de citometria de fluxo foi utilizado nesta avaliagéo,
através de um conjunto de reagentes especialmente desenvolvido para este fim

(Phosflow Kit, BD bioscience).

Ao atingirem a confluéncia necessaria, as HUVECs foram estimuladas
com VEGF (50 ng/ul) ou TNF-a (100 ng/ul) ou Hemin (100uM). O VEGF e o TNF-a
foram usados como controles positivos. Apds o tempo de estimulo 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, ap6s a fixacdo e permeabilizagcdo das células, estas foram
marcadas com anticorpo primario conjugado com ficoeritrina (PE) anti-p120
catenina S879 (BD Bioscience — PE mouse anti p120 catenina S879 -
Cat.558634), sob protecao da luz, por 30 minutos, e transferidas para tubos de
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citometria no volume final de 500ul. Cinco mil eventos foram obtidos de cada
amostra e histogramas de SSC/FSC foram utilizados na identificacdo das
populagbes de HUVEC. Foram utilizadas células ndo marcadas e néo
estimuladas, para demarcacgédo do “gate” da populagdo estudada e células nao
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. Analise estatistica

As variaveis quantitativas foram descritas como média e mediana, desvio-
padrdao, minimo e maximo, conforme especificado em cada resultado. As
comparacoes entre os parametros quantitativos obtidos com e sem estimulo com
hemin foram feitas usando o teste estatistico de Wilcoxon. O valor de p menor ou
igual a 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Todas as analises
estatisticas foram realizadas com software GraphPadPrism (GraphPadPrism

Software Inc. San Diego, Califérnia, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacao da ativacao da coagulacao

4.1.1. Tromboelastometria

De acordo com o0 método de tromboelastometria, pudemos observar que o
heme foi capaz de induzir a ativacdo da coagulacdo em amostras de sangue total
de individuos saudaveis. Como demonstrado na figura 6, o estimulo com heme
levou a um reducédo significativa do tempo de coagulacao (CT) e do tempo para

obtengéo da velocidade maxima (MAXV-1).
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Figura 6. Ativacdao da coagulacdo induzida pelo heme. Box plots dos valores obtidos para o
tempo de coagulagao (segundos) e MAXV-t (segundos) antes e apds o estimulo com heme 30uM

por 4 horas. Teste de Wilcoxon (n=10).

Em relacdo a outros parametros significativos da TEM, nao observamos
diferencas significativas na area sob a curva, ou no tempo de formacdo do
coagulo, embora este ultimo tenha apresentado uma tendéncia a reducao nas

amostras estimuladas com heme (Figura 7).
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Figura 7. Ativacdo da coagulacao induzida pelo heme. Box plots dos valores obtidos para a
area sob a curva e tempo de formagao do codgulo (segundos) antes e apds o estimulo com heme

30uM por 4 horas. T (n=10).

Para melhor exemplificagdo do processo de hipercoagulabilidade pela
acao do heme livre, se encontra demonstrado a seguir dois graficos gerados apos

corrida tromboelastografica incubados com salina e heme 30uM (Figura 8).
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Figura 8. Tromboelastograma. (A) Representagdo grafica dos experimentos realizados
demonstrando parametros dentro do estado de normalidade (apds incubacédo de 4 horas com
salina). (B) Representagao grafica dos experimentos realizados demonstrando redugéao do tempo

de coagulagao, correspondente a linha verde (CT), apds incubacdo de 4 horas com Heme 30uM.
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Figura 9. Tromboelastometria — parametros derivativos. Curva da derivada dos parametros de

tromboelastografia, que ilustra a dinamica de formagao do coagulo. Os parametros MaxV e MaxV-t

sao obtidos desta curva, e se correlacionam com o teste de geracao de trombina. (A) Curva gerada

apés 4 horas de incubacao com salina (B) Curva gerada apds 4 horas de incubacdo com Heme

30uM. Nota-se aumento do pico e encurtamento do tempo para inicio da curva no painel B.
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4.1.2. Teste de geracio de trombina (TGT)

A capacidade do heme de ativar a coagulagao em amostras de plasma de
voluntarios sadios foi confirmada através do TGT.A adicao de heme resultou em
um aumento significativo do pico de trombina (Peak; p<0,05) e em uma reducéo
significativa do tempo para o pico (ttPeak; p<0,05), alteracbes que sugerem um

aumento da capacidade de geragao de trombina (Figura 10).
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Figura 10. Efeito do heme sobre o TGT em voluntarios saudaveis.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).

Diferencas estatisticamente significativas entre as amostras com ou sem
estimulo com o heme foram também observadas nos seguintes parametros: (i)
StartTail,que determina o término da geragao de trombina, para o qual o estimulo
com heme resultou em valores inferiores; (ii) indice de velocidade (Vellndex), que
indica a velocidade de geragéao de trombina, com valores superiores apos adicao

do heme; e (iii) tempo de laténcia (Lagtime), que indica o tempo para inicio da
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geracdo de trombina, com valores inferiores mediante o estimulo com heme
(Figuras 11 e 12).
Em contraste, ndo pudemos observar um aumento da area sob a curva

(potencial endbgeno de trombina) apds o estimulo com heme (Figura 12).
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Figura 11. Efeito do heme sobre o TGT em voluntarios saudaveis.Box plots dos valores obtidos
para o StartTail, medido em minutos, e indice de velocidade (Velindex) medido em nM/min. Teste

de Wilcoxon (n=8)
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Figura 12. Efeito do heme sobre o TGT em voluntarios saudaveis.Box plots dos valores obtidos

para o tempo de laténcia (Lagtime) medido em minutos, e potencial endégeno de trombina (ETP)
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medido em nM. Os resultados mostram redugéo do primeiro. Em contraste, nao pudemos observar

alteracao significativa do ETP apds a adigao de hemin 30uM por 4 horas.. Teste de Wilcoxon (n=8).

Figura 13. Curva de Geracao de Trombina. (A) Curva representativa dos experimentos
realizados com incubacdo de 4 horas com salina. (B) Curva representativa dos experimentos

realizados com incubagao de 4 horas com 30uM de Hemin.
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4.2. Avaliacao da expressao de FT

4.2.1 Expressdo relativa de fator Tissular em células mononucleares e

granuldcitos

A avaliagdo por PCR quantitativo evidenciou um aumento significativo da
expressao relativa de FT em células mononucleares estimuladas por 24 horas
com o heme (1,18+0,6) quando comparadas a células sem estimulo
(0,03£0,06)(P=0.03). Este aumento foi de aproximadamente 30 vezes o basal,
como demonstrado na figura 14.

Nao foi possivel fazer a avaliagao da populacao de granuldcitos, visto que
essa populacao celular ndo apresentou expressao de FT tanto ndo estimuladas
quanto estimuladas com Heme 30uM, através da analise do software StepOne

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

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

Wilcoxon (n=6).

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

4.3.1. Fosforilagdo do sitio S879 da p120 catenina

A fosforllacdo do residuo S879 da p120 catenina em HUVECs foi
escolhido como marcador da ativacdo de vias inflamatérias sabidamente
associadas a quebra de barreira endotelial. Foram utilizados como controles
positivos, mediadores inflamatérios como o VEGF 50ng/ml e o TNF-a 10ng/ml por
um periodo de 15 minutos de estimulagdo. 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 fosforilagdo do
residuo S879 mediante o estimulo com TNF-a e VEGF. O numero ainda reduzido
de experimentos (n=4) ndo permite uma analise estatistica representativa.Em
relacdo ao heme, pudemos obter resultados em apenas 3 experimentos, que
mostraram um aumento de menor magnitude, néo significativo. Iremos aumentar o
namero de experimentos para a obtencdo de conclusées mais significativas. Na

figura 16, demonstramos um resultado representativo destas andlises.
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Figura 15. Fosforilacdao do residuo S879 da p120 catenina. Valores obtidos para a fosforilagao
do residuo S879 da p120ctn por citometria de fluxo em HUVECs na 32passagem, estimuladas com

salina, TNF-a 10ng/ml, VEGF-A 50ng/ml ou ou hemin 100uM, por 15 minutos.
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5. DISCUSSAO

5.1. A AF como um estado de hipercoagulabilidade

Existem inimeras evidéncias clinicas indicando a existéncia de um estado
de hipercoagulabilidade na AF. A consequéncia clinica principal deste estado proé-
coagulante é a tendéncia para os eventos trombéticos, tanto arteriais quanto
venosos. O principal exemplo disto é o acidente vascular cerebral isquémico
(AVCi), uma importante causa de morbidade e mortalidade em adultos e criangas
com AF, chegando a uma prevaléncia de quase 10% aos 50 anos(Ohene-
Frempong, et al. 1998). Os principais fatores de risco para ocorréncia de infartos
cerebrais silenciosos em criancas sdo pressao arterial sistémica elevada e
menores niveis de hemoglobina, indicando que pacientes com maior atividade

hemolitica apresentam maior risco de AVCi.

Eventos tromboembdlicos venosos também apresentam uma incidéncia
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 prevaléncia quatro vezes maior de TEP
nos pacientes com DF (incluindo individuos com AF e hemoglobinopatia SC), em
comparagcdo com o0s demais pacientes(Stein, et al. 2006). Durante o periodo de
observacao (1979-2003) a prevaléncia de TEP nos individuos com AF abaixo dos
quarenta anos de idade foi de 0,44%, em comparacao com 0,12% nos pacientes
afro-descendentes desta faixa etaria sem AF. A prevaléncia de trombose venosa
profunda (TVP) foi similar nos dois grupos. Em um segundo estudo americano, a
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incidéncia de TEP foi 50-100 vezes maior na populagédo hospitalizada com DF em
comparacao com a populacao geral(Novelli, et al. 2012). O TEP é uma importante
complicacdo clinica na AF, sendo considerada a principal causa de o&bito
associada a STA (Vichinsky, et al. 2000). Individuos com traco falciforme também
tém um risco aumentado para eventos tromboembdlicos. Em comparacdo com o
grupo controle (afro-americanos hospitalizados sem trago), a incidéncia de
tromboembolismo venoso (TEV) foi duas vezes maior nos afro-americanos com
traco 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 ja foi
muito bem demonstrado por diferentes abordagens experimentais(Lim, et al. 2013,
Sparkenbaugh & Pawlinski 2013), e parece envolver fatores como disfungéo
endotelial e hemdlise intravascular crénica. A disfuncdo endotelial se caracteriza
por aumento da adesividade de células endoteliais a células circulantes do
sangue, € € uma consequéncia da ativacdo de varias vias inflamatérias na AF
(Conran & Costa 2009; Conran, et al. 2009). Além da ativagdo destas vias
inflamatoérias pelos ciclos repetidos de falcizagcdo e desfalcizagdo, e pelos
episodios de vaso-oclusdo, a hemolise intravascular também contribui para esta
disfuncao endotelial, através da deplecéo crénica de éxido nitrico (NO). Durante a
hemdélise a hemoglobina é liberada do citoplasma das hemacias para o plasma,
onde ela rapidamente reage com o NO levando ao seu consumo e reducao.
Também ocorre liberacdo da arginase eritrocitaria durante a hemélise, o que reduz
a biodisponibilidade da arginina, um importante substrato para a sintese de NO
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pelas enzimas NO sintases. O NO é um regulador fundamental da homeostasia do
endotélio e a sua deficiéncia acarreta um estado de disfungcao endotelial. Além
disso, o NO tem propriedades que inibem a ativacéo plaquetaria, a expressao de
FT e a geracao de trombina e a sua deficiéncia tem uma importante contribuicao

para o estado pro-tromboético(Gladwin & Kato 2008).

5.2. O papel do FT na hipercoagulabilidade da AF

O FT é o principal iniciador fisiolégico da coagulacdo in vivo. O FT é o
receptor celular e cofator do fator VIl da coagulacao. O complexo TF:FVIla numa
superficie que contenha fostaditidilserina causa ativacao do fator X e IX, iniciando
uma cascata de reacdes enzimaticas que culminam com a formacdo de um
coagulo hemostatico estavel. A formacdo do coagulo hemostatico requer em
dltima instancia, a conversao de fibrinogénio em fibrina mediada pela acado da
trombina. O agente indutor fisiolégico da coagulacao in vivo é FT, que € uma
proteina transmembrana encontrada em diversas linhagens celulares do
subendotélio. De forma simplificada, a inicializacdo do processo da coagulacédo
ocorre na superficie destas células onde, apés a lesdo vascular, o FT forma um
complexo com o fator VIl ativado presente em pequenas quantidades na
circulagdo, ativa o fator X, que entdo desencadeia a geragdo de trombina. O
processo pode ser dividido em trés fases: a inicializagdo, propagacao e
finalizacdo(Hoffman, 2003). Ao final da fase de iniciacdo, temos a geracao de
pequenas quantidades de trombina, ainda insuficientes para a conversao do
fibrinogénio em fibrina. Durante a amplificacdo, a trombina regula uma série de

mecanismos pré e anticoagulantes, que sao responsaveis pela ativacao adequada
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da hemostasia. Este papel regulador coloca a trombina como a principal enzima
da coagulacédo, fato bem ilustrado pela inviabilidade de animais knockout para a
protrombina (Sun, et al. 1998). As reacdes reguladas pela trombina durante a
amplificacdo resultam em um aumento exponencial da geracdo desta enzima.
ApGs ultrapassar um limiar, a trombina gerada € capaz de converter fibrinogénio
em fibrina, permitindo a formacéao efetiva do coagulo, na etapa conhecida como

propagagao.

Sob condicdes normais o FT € expresso nas células da camada adventicia
da parede vascular, sendo exposto na circulacdo apdés a ocorréncia de lesdes
vasculares, desencadeando entdo a ativacdo da coagulagcdo(Mackman and J.
2009). O FT também é constitucionalmente expresso em concentragdes muito
pequenas por mondcitos, e esta expressdao é aumentada em varias condi¢coes
patolégicas, especialmente em estados pro-inflamatérios, tais como

sepse(Egorina, et al. 2005).

A presenca de niveis elevados de FT na AF ja foi demonstrada
em estudos nédo-clinicos e clinicos. Em camundongos com AF os vasos da
circulacdo pulmonar apresentam expressao aumentada do FT e esta expressao
aumenta ainda mais ap06s episodios de hipoxia/reoxigenacao(Solovey, et al. 2004).
Células endoteliais circulantes (CECs) de individuos com AF expressam FT em
porcentagem muito maior do que individuos normais (78% x 10%), sendo esta
expressao maior nos episodios de crise algica (83%) do que no estado crénico
(66%)(Solovey, Gui et al. 1998). Além disso, mondcitos de pacientes com AF séo
capazes de expressarem por si mesmos o FT. A atividade pré-coagulante total do
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FT, mensurada através de ensaios de coagulacao feitos com a fracao de células
mononucleares, também esta aumentada na AF (Key,et al. 1998). Nesses ensaios
de coagulacao toda a atividade pr6-coagulante do FT se concentrou na fracao de
células mononucleares isoladas do sangue periférico de pacientes com AF. A
importancia do FT na ativagdo da coagulacdo é também sugerida em um estudo
em camundongos com AF, no qual o FT foi o principal fator responsavel pelo
desencadeamento da ativagdo da coagulacdo, ja que sua inibicdo reduziu os
niveis de complexos trombina-antitrombina (um marcador indireto da geracao de
trombina) para valores normais (Chantrathammachart,et al. 2012). Por fim, nosso
grupo demonstrou recentemente que a hidroxiuréia, a Unica intervengéo
farmacolégica capaz de reduzir a frequéncia de complicacdes na AF, é capaz de
reduzir a expressdo de FT em células mononucleares de pacientes com
AF(Colella, et al. 2012). Em conjunto, estes dados sugerem um papel central para

a expressao de FT na fisiopatologia da hipercoagulabilidade da AF.
5.3. Fisiopatologia geral da hipercoagulabilidade na AF

E sabido que a presenca de inflamagdo é capaz de por si s6 estimular a
expressao de FT, iniciando um circulo vicioso em que inflamacdo a
hipercoagulabilidade se retroalimentam de forma persistente. No entanto, a
organizagao hierarquica e a importancia relativa dos os mecanismos “upstream”
que levam ao aumento da ativacdo de FT na AF ainda sdo desconhecidos. Neste
contexto, nosso estudo teve como objetivo avaliar o efeito do heme livre sobre a

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

coagulacao, através de testes com alta relevancia biolégica e clinica.

Nossos resultados demonstram que o heme é capaz de estimular a
expressao de FT em células mononucleares do sangue periférico. De acordo com
0 que se sabe sobre a expressdo de FT, é muito provavel que as células
mononucleares que estejam expressando este FT sejam mondécitos, ja que outras
células do sangue nao sejam capazes de expressar esta proteina. A capacidade
do heme em induzir a expressédo de FT ja havia sido demonstrada em um estudo
com células endoteliais em cultura (Setty, et al. 2008). Mais recentemente, a
capacidade do heme em induzir a expressao de FT em mondcitos foi reportada
em um resumo apresentado na Reunido da Sociedade Americana de Hematologia
em 2013, ainda ndo publicado em sua versdo completa. De acordo com o modelo
atual de hemostasia, o FT de mondcitos é considerado o mais relevante para a
ativacdo da hemostasia in vivo do que o FT expresso por células endoteliais,
embora a participagdo de FT expresso em microparticulas destas células néo
possa ser descartada. Independente da fonte, a demonstracdo que o heme é
capaz de induzir a expressao desta proteina é por si s6 muito importante para a
compreensao dos mecanismos de ativagdo da coagulacdo nestes pacientes.
Considerando que pacientes com AF, e outras anemias hemoliticas crdnicas,
apresentem niveis persistentemente elevados de heme, associados a reducao dos
niveis de seu “scavenger” natural, a hemopexina(Muller-Eberhard, et al. 1968),
nossos dados reforcam o conceito de que o heme seria um ativador mestre da
coagulacao na AF.
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5.4. O significado de testes globais da hemostasia na avaliacao da

ativacao da coagulacao

Embora a hemostasia seja classicamente avaliada através de ensaios
plasmaticos como o tempo de protrombina e o tempo de tromboplastina parcial
ativada, a hemostasia envolve também plaquetas e hemacias. Testes capazes de
incorporar estes elementos a avaliagao classica da hemostasia tém o potencial de
fornecer informagdes mais relevantes sobre o potencial hemostatico de um
individuo. Testes que avaliam ao mesmo tempo mais de um componente da
hemostasia sdo genericamente chamados de “testes (globais da

hemostasia”(Brummel-Ziedins & Wolberg 2014).

A TEM é um teste global da hemostasia que avalia as propriedades visco-
elasticas do sangue total, levando em conta o papel de plaguetas e de hemacias
(Nair, Dargaud et al. 2010). Por este motivo, a TEM é usada na pratica clinica
como uma forma de gerar informacdes clinicamente relevantes sobre o estado de
ativacdo da coagulacdo de pacientes. Inumeros protocolos clinicos que
incorporam a TEM validam a relevancia clinica e biolégica deste teste(Hampton,
Lee et al. 2014). Neste contexto, o uso da TEM para avaliacdo dos efeitos do
heme sobre a ativacdo da coagulacao representa uma estratégia atrativa para a
obtengédo de dados com relevéancia clinica sobre esta questdo. Em nosso estudo,
optamos pela nao utilizacdo de ativadores da coagulagdo como FT ou
fosfolipideos, que poderiam mascarar efeitos mais sutis do heme sobre a
hemostasia. A TEM sem estes ativadores — conhecida como NATEM - € uma
metodologia aceita e padronizada inclusive em protocolos clinicos com este teste.
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O TGT é um ensaio que mede as a cinética e a magnitude da geragao de
trombina ao longo do tempo, através da utilizacdo de um substrato fluorescente da
trombina. Entre TGTs disponiveis comercialmente, a trombografia automatica
calibrada (“callibrated automated thrombography” ou CAT), desenvolvida por
(Hemker, et al. 2002) é o método mais estudado. Este foi 0 método utilizado em
nosso estudo. Evidéncias mostram que tanto a cinética quanto a quantidade de
trombina gerada a partir do contato do FT com o plasma sdo determinantes
criticos da qualidade do coagulo. Individuos com coagulopatias hereditarias como
a hemofilia apresentam reducdo da velocidade e na quantidade de trombina
gerada (Chitlur 2012). Por outro lado, pacientes com maior risco de eventos
tromboembdlicos 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 geracdo de trombina ap6s a adicdo de fator tissular, o TGT é
considerado um teste altamente relevante para avaliacdo in vitro do potencial
hemostatico. Em nosso estudo, o TGT foi ativado com concentra¢des picomolares
de FT, que simulam a ativacdo fisiolégica da coagulacdo. O TGT é mais
frequentemente utilizado com amostras de plasma, devido a extincdo da

fluorescéncia por eritrécitos.

A relevancia 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 alteragcbes
hemostaticas da DF foi primeiramente relatada por Yee et al. em 2005 (Yee, et al.
2005). Estes autores demonstraram que pacientes com AF apresentam um padrao
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de TEM sugestivo de hipercoagulabilidade, caracterizado por reducao do tempo
de coagulacdo, e aumento do angulo e da amplitude da curva, quando
comparados com controles pareados. Essas diferencas persistiram mesmo apds o
ajuste para o dimero D elevado e para a reducao da proteina C e S. O estudo
também constatou um aprofundamento destas alteragdes durante as crises de
agudizagao, embora nao seja possivel descartar um efeito da leucocitose sobre
este ultimo resultado. Nao ha na literatura estudos que mostrem a capacidade
preditiva de eventos tromboticos da TEM no contexto da AF. Em nosso estudo, a
adicdo de heme em concentracoes semelhantes aquelas observadas em
pacientes com AF, resultou em alteragbes compativeis com um desvio do balanco
hemostatico para o polo da hipercoagulabilidade tais como a redu¢ao do tempo de
coagulacao, e do tempo para obtengédo da velocidade maxima (MaxV-t). O MaxV-t
€ um parametro robusto, derivado da andlise conjunta da curva da TEM, que
ilustra melhor o potencial hemostatico dos pacientes que a andlise individual de
outros parametros(Sorensen, Johansen et al. 2003). O encurtamento significativo
deste parametro deve ser considerada uma alteracdo clinicamente relevante da
TEM induzida pelo heme.

Varios estudos ja utilizaram o TGT para avaliagdo das alteragdes
hemostatica na DF. Resultados algo conflitantes foram obtidos, o que pode ser
parcialmente atribuivel a heterogeneidade de protocolos experimentais utilizados.
Noubouossie et. al. 2012 (Noubouossie, et al. 2012), encontraram aumento da
geragcao de trombina (redugdo do tempo de laténcia e aumentos do pico de
trombina, do indice de velocidade e da area sob a curva) em comparacado a

controles pareados por idade. Neste estudo, a trombomodulina foi utilizada como
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forma de simular a participacdo de células endoteliais no processo. Na auséncia
da trombomodulina, apenas as alteragdes no indice de velocidade persistiram.
Nao foram observadas diferencas entre pacientes com e sem crises de
agudizacdo. Em contraste, Shah et al. 2012(Shah, et al. 2012), encontraram
diferencas significativas sugestivas de hipercoagulabilidade em pacientes em
crise. Ambos estudos utilizaram como ativador o FT na concentracédo de 1pM.
Utilizando doses mais elevadas de FT para ativacdo (5pM) Gerotziafas et. al
2012(Gerotziafas, et al. 2012), encontraram uma aceleragéo significativa da fase
de propagacao, evidenciada por um tempo para atingir o pico de trombina mais
curto, e por um pico de trombina mais elevado. Este resultado € semelhante ao
observado em nosso estudo, no qual a area sob a curva, que mede o potencial de
trombina enddgena (ETP), também n&o apresentou diferenca 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 reducdo 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 inibicdo da ativacao da coagulacdo pela fase de
contato no tubo de coleta. Embora alguns autores argumentem que o uso destes
tudos seja essencial para realizacdo do TGT, um estudo realizado por Spronk et
al. (Spronk, et al. 2009) sugere que estes tubos sé sejam necesséarios quando
concentracdes muito baixas de FT (0,5 pM) sao utilizadas. Diferencas do TGT por
faixa etaria, género e grupo racial também dificultam a analise destes resultados,

na medida em que a constituicdo dos grupos controle sdo heterogéneas. Neste
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contexto, o uso de amostras do mesmo individuo em nosso estudo, assim como a
estratégia de comparagao (pré x pds estimulo) no desenho de nosso estudo
fortalecem nossas conclusoées.

Apesar desta variabilidade nos resultados de TGT em pacientes com AF,
nossos resultados obtidos com a adicdo de heme ao sangue total, em
concentragdes semelhantes as encontradas em pacientes com AF, mostram um
padrdo coerente com os resultados da TEM, isto é, de desvio do balanco
hemostatico para o pdélo da hipercoagulabilidade, e também semelhantes aos
resultados obtidos em pacientes com AF, qual seja, o encurtamento do tempo e
aumento do pico de geracao de trombina. A semelhanga entre os achados clinicos
e os resultados obtidos em nosso estudo reforcam a validade de nosso modelo.

Nossos resultados mostram que o heme é capaz de induzir um aumento
robusto na expresséo de FT, e de produzir alteragcdes em dois testes globais da
hemostasia que sugerem um perfil de hipercoagulablidade. Embora seja tentador
especular uma relacdo direta entre os dois achados, nossos resultados néo
permitem esta conclusao, ja que ndo foram feitos ensaios capazes de mostrar que
o FT foi o elemento diretamente responsavel pelas alteracées da TEM e TEG.
Estudos com anticorpos inibidores de FT poderiam confirmar esta hipétese. Outra
limitacao de nosso estudo diz respeito ao estudo das vias responsaveis pelo efeito
do heme sobre a coagulacdo. A partir da hipdtese de estes efeitos serem
mediados pela ativacao de receptores TLR-4, realizamos estudos com um inibidor
desta via, o0 TAK-242. Nos estudos que mostraram a expressao de FT em células
endoteliais e em mondcitos, este inibidor reverteu o aumento da expressao,

sugerindo ser esta uma das vias de ativacdo do heme na AF. Em nosso estudo,
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tentamos utilizar este inibidor no modelo de TEM, mas limitacdes relacionadas a
sua capacidade intrinseca de ativar a coagulacdo impediram a obtencdo de

resultados conclusivos.

5.5. O heme como regulador-mestre da ativacao da coagulacao na AF

A ativagéo da resposta imune inata € um evento comum em varias formas
de doencas inflamatérias tais como a sepse, o trauma, entre outras. Esta ativacao
resulta em uma resposta celular e molecular estereotipada, que inclui
invariavelmente algum grau de ativagado endotelial e de ativacdo da coagulacéao.
Quando localizado e regulado, esta ativacdo tende a ser benéfica. Quando
disseminada e sem controle, pode se tornar um mecanismo de lesdao mais
importante que o proprio fator desencadeante. Este paradigma classico é
reconhecido ha anos no contexto da sepse, onde a ativacdo da coagulagdo pode
levar desde a compartimentalizagdo do patdgeno, limitando a infecgdo — quando
localizada - ou a quadros graves de coagulacéo intravascular disseminada. O
mesmo se aplica a ativagao endotelial, que pode facilitar o acesso de patégenos
aos tecidos infectados pela quebra local da barreira endotelial, ou levar a quadros
graves de lesao pulmonar aguda. A ativacao desta resposta é feita pela ligacao de
patdégenos ou outras moléculas sinalizadoras de dano ou risco celular, conhecidas
como PAMPs ou DAMPs. Estes padrdes moleculares, altamente conservados, se
ligam a receptores recohecedores de padrao (PRRs), que ativam a resposta
imune inata. Interessantemente, o heme, uma molécula que faz parte da proteina
hemoglobina, e que normalmente esta restrito ao interior da hemacia, é capaz de

ativar um tipo comum de PRR expresso em células endoteliais, que sao os TLR-4.
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Este fato permite que seja levantada a hipotese que em situagbes em que ha
aumento importante do heme na circulagdo, a resposta imune inata pode estar
induzida de forma continua e desregulada.

Ha mais de 50 anos sabemos que pacientes com hemdlise crénica
apresentam niveis mais elevados de heme na circulagdo(Muller-Eberhard, et al.
1968). Por sua capacidade de induzir lesdo tecidual, o organismo possui um
sistema capaz de sequestrar este heme livre, impedindo-o de circular. Trata-se da
proteina hemopexina. Ocorre que em pacientes com anemia falciforme, ha um
esgotamento da hemopexina, que leva a persisténcia de niveis elevados de heme,
com consequéncias até recentemente desconhecidas.

Assim como ocorre na sepse, pacientes com anemia falciforme
apresentam complicagdes clinicas compativeis com ativacdo desregulada da
resposta imune inata. Tromboses micro e macrovasculares séo frequentes, assim
como uma forma de lesdo pulmonar aguda, em muitos aspectos semelhantes a
sindrome da angustia respiratéria do adulto (SARA), que é a STA.
Interessantemente, foi demonstrado em 2013 que o heme extracelular em excesso
pode desencadear lesdao 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 coagulacao e sobre a integridade da
barreira endotelial.

Nossos resultados de fato sugerem que o heme possa mediar vias de
sinalizagdo sabidamente associadas a quebra patolégica da barreira endotelial,

como a internalizacdo da VE-caderina mediada pela dissociacao da p120-catenina
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(evento marcado pela fosforilagcdo de S879). No entanto, mais experimentos sao
necessarios para esta confirmagao.

Por outro lado, nossos resultados mostram de forma muito bem
documentada que: (1) o heme é capaz de induzir a expressao de fator tissular, a
proteina iniciadora da coagulagédo, em células mononucleares circulantes; e (2) o
heme induz um perfil de hipercoagulabilidade quando adicionado ao sangue total
em concentracdes semelhantes as encontradas em pacientes com anemia
falciforme, e que pode ser detectado por testes relevantes da coagulagdo como a
tromboelastografia e o teste de geracdo de trombina. Em conjunto, estes
resultados mostram pela primeira vez o efeito do heme sobre testes clinicamente
relevantes da coagulagao, induzindo um perfil muito semelhante ao observado em
pacientes com anemia falciforme, submetidos a estes mesmos ensaios. Os
resultados reforcam o conceito de que o heme pode ser um ativador mestre da
atividade inflamatéria na anemia falciforme, com participacdo critica na

hipercoagulabilidade observada nestes pacientes.
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6. CONCLUSAO

Nossos dados permitem concluir que:

1. O heme é capaz de induzir a expressao de fator tissular em células
mononucleares do sangue periférico.

2. O heme, nas concentragcdes comumente observadas em pacientes
com anemia falciforme, é capaz de induzir alteracdes
tromboelastograficas compativeis com ativacao da coagulagéo e
hipercoagulabilidade.

3. O heme é capaz de aumentar a velocidade e o pico de geracao 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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atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX  (D19) 3521-7187
13083-887 Campinas - SP cepi@fem.unicamp.br
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restrides o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sfo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nfio representam a opinifio da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES.

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — ltem IV.1.f) e deve receber uma copia do Terme de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item II1.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagiio ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também 4 mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.e)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

Vii- DATA DA REUNIAQ.

Homologado na XII Reunido Ordinédria do CEP/FCM, em 20 de dezembro de 2011.

S

<

< “)’»—’wu/b .
Prof. Dr. Carlos Eduardo Steiner
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas — SP cep@fem.unicamp.br
o im
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Anexo 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do Projeto: AVALIACAO DE ALTERACOES EM PROTEINAS DAS JUNCOES
DO TIPO ADHERENS DURANTE A SEPSE EM CULTURA DE CELULAS
ENDOTELIAIS

Responsaveis pelo projeto: Dr. Erich Vinicius de Paula e Gleice Regina de Souza
Eu, ,
idade: , Data de Nascimento: , RG: ,
HC: ,Residente a Rua/Av.

CEP: ,Telefones: ,

concordo em participar do presente estudo, apds estar absolutamente esclarecido (a)
dos propédsitos do mesmo.

Responsavel pelo sujeito de pesquisa: ,

|dade: ,RG: ,Grau de Parentesco: ,
Residente a Rua/Av.

,CEP: ;

Telefones:

Este estudo pretende identificar as formas como as infec¢gdes mais graves, conhecidas
como “sepse” podem causar danos para nosso organismo. Durante uma infecgéo grave,
pode ocorrer um aumento da perda de liquidos normalmente presentes no sangue, para
os tecidos (isto é, os outros érgaos do corpo como pulmdes, figado, pele). Este aumento
€ geralmente o responsavel pelo inchagco observado em pacientes com infecgdes mais
graves. O objetivo desta pesquisa € avaliar o que esta por tras desta perda de liquidos,

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 serdo coletados por puncao de veia periférica ou através
de seu cateter. Exceto no caso da coleta inicial, as coletas serdo feitas no momento em
que outros exames pedidos pelo seu médico estiverem sendo coletados. Nenhum outro
exame sera feito nesta amostra de sangue. As coletas estdo programadas para: (12)
momento de entrada na pesquisa; (22) apds 48 a 72 horas; (32) apds 48 a 72 horas da 32
coleta; (42) um dia antes de sua alta.

Os riscos a que o senhor (a) estara sujeito ao participar da coleta sdo hematoma
(mancha roxa) e/ou pequena dor no local da pungao venosa. Este estudo néo oferecera
aos sujeitos da pesquisa outros riscos importantes.

O beneficio esperado na sua participacdo seria a sua contribuicdo para melhor

entendimento desta doenga e conseqlentemente um tratamento mais eficaz para este

tipo de doenga no futuro.

Outras informacoes:

[y

O voluntario estara livre para desistir do estudo a qualquer tempo, mesmo que
inicialmente tenha concordado em fazé-lo.

2. O voluntario podera tirar todas as duvidas que tiver, ou que aparecerem durante o

estudo, sobre 0 mesmo, havendo o compromisso do pesquisador em respondé-las.

3. O material colhido neste estudo sera utilizado somente para os objetivos propostos,
mas gostariamos de saber se o0 senhor(a) concorda que este material possa ser
armazenado.

(1 Sim 1 Nao

4. Todas as informagdes obtidas pelo estudo terdo um caréater sigiloso e confidencial e
serdo usadas apenas com a finalidade de divulgacéo e publicacao cientifica, e sua
identidade n&o sera revelada.

5. O responsavel legal podera assinar o TCLE, quando houver qualquer restricao a
liberdade, sem suspensdo do limite a informagdo do individuo no limite de sua
capacidade, quando o direito a ndo participacdo sem qualquer prejuizo para o
tratamento do paciente.

6. A sua discordancia ou a do responsavel lega,l em participar do estudo nao lhe
causara nenhum prejuizo para o seu tratamento, tanto para a doencga atual,quanto
para qualquer tratamento do futuro, em qualquer servigo do nosso hospital.

7. A participacao de individuos saudaveis no estudo, como “controles” sera voluntaria e
sem ressarcimento.

70



Qualquer tipo de queixa ou reclamacao relacionada a esta pesquisa o senhor (a) podera
entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FCM-UNICAMP (Fone:

19-3521-8936.

Campinas / /
Assinatura do Voluntario
Campinas / /
Assinatura do Responsavel Legal
Campinas / /

Assinatura do Voluntario - Controle

Responsavel pela explicacao deste Termo de Consentimento:

Erich Vinicius de Paula Gleice Regina de Souza
Médico Pesquisador Pesquisadora Responsavel
Fone: (19) 3521-8756 Fone: (19) 3521-8617
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Anexo 3. Resumo submetido para apresentacao na Reunidao Anual da

Sociedade Americana de Hematologia (ASH)

Coagulation Activation By Heme: Evidence from Global Hemostasis
Assays

Gleice Regina Souza'”, Maiara M L Fiusa'”, Carolina Lanaro, BSc, PhD!", Marina Pereira Colella, MD, PhD'",
Silmara A L Montalvao!", Sara T O Saad, MD, PhD!, Fernando Ferreira Costa, MD, PhD!, Fabiola Traina, MD,
PhD23, Joyce M Annichino-Bizzacchi, MD, PhD!" and Erich Vinicius De Paula, MD, PhD'

1INCT do Sangue, University of Campinas, Campinas, SP, Brazil; 2INCT do Sangue, University of Campinas,

Campinas-SP, Brazil; 3Department of Internal Medicine, University of S3o Paulo, Ribeirao 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 tolldike 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 ewolution, 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
clinicallyrelevant 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 uM heme (Sigma-Aldrich) for four hours at 37°C, in a ROTEM equipment (Pentapharm). Coagulation was
activated with the addition of CaCl,. 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 gRT-PCR. Heparin-anticoagulated blood was
incubated with 30 uM 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 uM 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- (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.

Abstract ID#: 73233
Password: 209177
https//ash.confex.com/ash/2014/cop/papers/index.cgi?username=73233&password=209177 1/4
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Anexo 4. Outras publicacoes com participacao da aluna durante o mestrado

1) Luz Fiusa MM, Costa-Lima C, de Souza GR, Vigorito AC, PenteadoAranha FJ,Lorand-
Metze |, 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.
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