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RESUMO 

Tromboembolismo venoso (TEV) é uma doença multifatorial que afeta 1-3:1000 

indivíduos mundialmente. A formação do trombo venoso na superfície endotelial é 

um processo multicelular, de estrutura laminar composta por camadas de 

plaquetas, leucócitos, eritrócitos e fibrina, originando uma resposta inflamatória 

loco-regional. A relação entre inflamação e coagulação é bidirecional. e tem sido 

principalmente avaliada através de interações de proteínas entre citocinas pró-

inflamatórias e elementos da cascata de coagulação. As células inflamatórias tais 

como neutrófilos, não foram previamente correlacionadas com os processos 

trombóticos ou pró-coagulantes. Objetivo: Avaliar as propriedades adesivas de 

neutrófilos, eritrócitos e plaquetas, assim como a expressão das moléculas de 

adesão de superfície dos neutrófilos em pacientes com TEV, correlacionando-os 

com marcadores sistêmicos da resposta inflamatória, presença de trombo residual 

e D-dímero aumentado. Pacientes e Métodos: Foram incluídos neste estudo 10 

pacientes com TEV agudo atendidos no Hospital de Clínicas da Unicamp (HC-

UNICAMP), 30 pacientes com TEV crônico (1 a 6 anos após o evento agudo), 

atendidos no Hemocentro de Campinas-UNICAMP, e controles normais pareados 

aos pacientes por idade, gênero e etnia. A adesão de neutrófilos, eritrócitos e 

plaquetas foram determinados através de ensaio estático usando fibronectina (FN) 

e fibrinogênio (FB) como ligantes. A expressão das moléculas de adesão dos 

neutrófilos (CD11a, CD11b, CD18) foi avaliada por citometria de fluxo. Os níveis 

dos marcadores inflamatórios (IL-6, IL-8, TNF-  e PCR) foram avaliados por 

ELISA e nefelometria. O trombo residual (TR) por ultrassom com Doppler e o 

Dímero-D (DD) por método coagulométrico. Resultados: A adesão de plaquetas 

ao fibrinogênio com e sem estímulo de trombina em pacientes dos grupos agudo e 

crônico foi semelhante ao observado nos controles normais. Da mesma forma, 

não houve diferença da adesão de eritrócitos à fibronectina nesses mesmos 

grupos analisados. No subgrupo de pacientes com alto risco de recorrência de 

TEV definido pela presença de altos níveis de D-dímero (>0,55mg/L) e trombo 

residual observou-se um aumento significativo da adesão de neutrófilos em 

relação aos controles (24.68% vs 19.07%, P<0.05). A atividade inflamatória 
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também estava aumentada neste subgrupo em comparação aos outros pacientes, 

demonstrada pelo aumento significativo dos níveis séricos de IL-6, IL-8, TNF-  e 

PCR (2.08pg/mL VS 0.90pg/mL, P=0.01; 28.72pg/mL vs 16.46pg/mL, P=0.02; 

4.50pg/mL vs 2.11pg/mL, P=0.04; 0.35 pg/mL vs 0.14 pg/mL, P=0.09, 

respectivamente). Houve uma correlação das propriedades adesivas de neutrófilos 

com IL-6 (r=0.3815 e P=0.0375), e D-dímero (r=0.3831 e P=0.0367). A 

quantificação das proteínas de superfície (CD11a, CD11b e CD18) de neutrófilos 

não foi diferente entre os grupos analisados. Conclusão: Nossos resultados 

sugerem que pacientes com TEV não apresentam aumento das propriedades 

adesivas de plaquetas e eritrócitos. Entretanto, as propriedades adesivas dos 

neutrófilos foram aumentadas em pacientes com D-dímero aumentado e presença 

de trombo residual, independente da expressão quantitativa das proteínas de 

superfície em sua membrana. A hipótese para este aumento pode ser devido as 

alterações na afinidade das moléculas de adesão de superfície aos seus ligantes, 

como consequência do processo inflamatório associado com a 

hipercoagulabilidade que é característica desta doença.  
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ABSTRACT 

_______________________________________________________________ 

Venous Thromboembolism (VTE) is a multifactorial disease that affects 1-3:1000 

individuals worldwide. The venous thrombus develops via a multicellular process 

on the surface of the endothelium and presents a laminar structure comprised of 

layers of platelets, leukocytes, erythrocytes and fibrin. The relationship between 

inflammation and coagulation is bidirectional, and has been mainly evaluated 

through protein interactions between pro-inflammatory cytokines and elements of 

the coagulation cascade. Inflammatory cells such as neutrophils, have not been 

previously correlated with thrombotic or procoagulant processes. Objective: To 

evaluate the adhesive properties of neutrophils, erythrocytes and platelets, as well 

as the expression of neutrophil adhesion molecules in patients with VTE, 

correlating them with markers of the systemic inflammatory response, and with the 

presence of residual vein obstruction (RVO) and higher D-dimer (DD). Patients and 

Methods: Study group consisted of 30 chronic VTE patients (1-6 years after the 

acute episode) followed in our outpatient clinic, and 10 patients with VTE during 

the acute episode treated at the Hospital of Clinics (HC-UNICAMP) Campinas, as 

well as age, gender and ethnic background-matched healthy. Adhesive properties 

of neutrophils, erythrocytes and platelets were determined by a static adhesion 

assay using ligands such as fibrinogen (FB) and fibronectin (FN). The expression 

of neutrophils adhesion molecules (CD11a, CD11b, CD18) was evaluated by flow 

cytometry. Levels of inflammatory markers (IL-6, IL-8, TNF- , PCR) were 

evaluated by ELISA and nephelometry. RVO was evaluated by Doppler ultrasound 

and DD by coagulometric method. Results: No significant difference could be 

observed in the platelets adhesion (basal: 16.37% vs. 14.59%, p=0.309; and 

stimulated with thrombin: 33.45% vs. 26.62%, p=0.200) and erythrocytes adhesion 

(7.28% vs 7.49%, p=0.859) between chronic VTE patients and healthy individuals. 

Similarly, no statistical differences were observed in the platelets adhesion (basal: 

28.36% vs. 21.63%, p=0.109; and stimulated with thrombin: 38.45% vs. 30.15%, 

p=0.715) and erythrocytes adhesion (6.00% vs 4.62%, p=0.326) in the VTE acute 
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patients when compared to their respective controls. Interestingly, in patients with a 

higher risk of recurrent VTE (defined by the presence of high levels of DD and 

RVO), a significant increase in neutrophils adhesion was observed when compared 

to healthy individuals (24.68% vs. 19.07%, p <0.05). Inflammatory markers (IL-6, 

IL-8, TNF-  and CRP) were significantly elevated (2.08pg/mL vs 0.90pg/mL, 

p=0.01; 28.72pg/mL vs 16.46pg/mL, p=0.02; 4.50pg/mL vs 2.11pg/mL, p=0.04; 

0.35 pg/mL vs 0.14 pg/mL, p=0.09, respectively) in this subgroup of patients when 

compared to the other patients. Adhesive properties of neutrophils were correlated 

with IL-6 (r= 0.3815 and p= 0.0375) and D-dimer levels (r= 0.3831 and p= 0.0367). 

Neutrophils adhesion molecules (CD11a, CD11b and CD18) were not altered in 

any of the groups. Conclusion: Our results suggest that VTE patients do not exhibit 

increased adhesive properties of platelets and erythrocytes. Neutrophils adhesive 

properties were increased in patients with higher D-dimer levels and RVO, 

independently of the expression of neutrophil adhesion molecules. A hypothesis for 

this increase is alterations in affinity of surface adhesion molecules to their ligands, 

as a response to inflammatory processes associated with the hypercoagulability 

demonstrated in this subgroup of patients. 
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1. ANTECEDENTES NA LITERATURA 

1.1. Tromboembolismo Venoso 

O tromboembolismo venoso (TEV) é caracterizado por duas manifestações 

clínicas: a trombose venosa profunda (TVP) e a embolia pulmonar (EP). O TEV é 

uma doença de alta prevalência, com incidência geral em torno de 1 caso para 

cada 1000 indivíduos ao ano, sendo um importante problema de Saúde Pública 

(Hansson et al., 1997; Silverstein et al., 1998; Lippi et al., 2010; Von Bruhl et al., 

2012). No Brasil a incidência do TEV é semelhante à mundial, de 0,6 a 1 caso por 

1000 indivíduos ao ano (Maffei, 1995). O TEV afeta mais de um milhão de 

pessoas na Europa Ocidental e cerca de 900.000 indivíduos nos EUA anualmente, 

e 670.000 mortes são causadas por EP todos os anos, nos EUA e Europa 

Ocidental (Heit et al., 2005; Cohen et al., 2007).  

Pelo elevado número de indivíduos acometidos, incluindo pacientes jovens 

sem doenças prévias, e também os idosos, o TEV é um problema sócio-

econômico que acarreta grande ônus, tanto pelas internações quanto pelo 

absenteísmo em pacientes em idade produtiva (Orra, 2002). 

O TEV é uma doença resultante da exacerbação da resposta hemostática 

normal no sistema vascular venoso, onde os principais fatores envolvidos são a 

hipercoagulabilidade, estase venosa e dano na parede vascular (López et al., 

2004). Etiologicamente é uma doença multifatorial em que fatores genéticos e 

adquiridos interagem dinamicamente provocando inicialmente a ativação e 

propagação inapropriada dos mecanismos de coagulação e, posteriormente a 

formação de trombos patológicos na circulação (Rosendaal, 1999a; White et al., 

2003; Criado et al., 2008; Ho, 2010).  
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Dentre os fatores de risco adquiridos conhecidos, os mais importantes são: 

imobilização, viagens aéreas com duração superior a 6 horas, viagens rodoviárias 

longas, cirurgias, obesidade, gravidez, puerpério, câncer, anticoncepção ou 

reposição hormonal, trauma e presença de anticorpos antifosfolipídios 

(Albuquerque e Vidal, 1996; Rosendaal, 1999a; Robetorye e Rodgers, 2001; Heit 

et al., 2005).  

Os fatores de risco genéticos, que caracterizam a trombofilia hereditária, 

compreendem a deficiência de anticoagulantes naturais, como a proteína C, 

proteína S e a antitrombina, ou as mutações que levam a ganhos de função, como 

a mutação G1691A no gene do fator V (fator V de Leiden) e mutação G20210A no 

gene da protrombina (Rosendaal, 1999b; Robetorye e Rodgers, 2001).  

Em 25% dos casos não se identifica à causa etiológica, caracterizando TEV 

idiopático ou espontâneo (Heit et al., 2002).  

1.2. Risco de Recorrência no TEV 

O TEV é uma doença com freqüente recorrência, chegando a 20-25% em 

um período de 5 anos após o primeiro evento, sendo ainda mais elevado em 

pacientes com TEV espontâneo (Hansson et al., 2000; Prandoni et al., 2007; 

Eischer et al., 2009). Uma recente revisão sistemática sugeriu que a taxa de 

letalidade do TEV recorrente é de 3.6% (Carrier et al., 2010). 

O risco de recorrência é dependente, principalmente, da presença de 

fatores de riscos adquiridos e pode variar substancialmente entre os pacientes. Os 

fatores de risco para a ocorrência do primeiro episódio de TEV são, na sua 
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maioria, distintos dos fatores de risco para a recidiva; visto que as trombofilias 

hereditárias não influenciam na recidiva da doença (Rosencher et al., 2011).   

Nas trombofilias adquiridas em que o fator de risco pode ser persistente, 

como síndrome do anticorpo antifosfolipídio (SAF), neoplasias, síndrome nefrótica, 

bem como nas tromboses de repetição, devido ao elevado risco de retrombose, 

indica-se a manutenção da anticoagulação enquanto o fator de risco estiver 

presente após o primeiro evento trombótico (Rosencher et al., 2011).  

Nos pacientes com TEV espontâneo, a quantificação do D-dímero (DD) 

após o término da anticoagulação e o estudo ultrassonográfico do membro, para a 

avaliação da presença de trombo residual (TR), têm sido empregados como 

preditores de recidiva, contribuindo para a decisão de manter ou não a 

anticoagulação após o evento agudo (Cosmi et al., 2005; Siragusa et al., 2008). 

O DD é um marcador de hipercoagulabilidade, e está elevado quando a 

fibrina formada em excesso é degradada (Adam et al., 2009). Estudos têm 

demonstrado que pacientes com DD normal têm um risco de recidiva 60% menor, 

quando comparado com pacientes com DD aumentado (3,55% vs 8,9% risco 

anual) (Vershovsek et al., 2008). Em uma meta-análise onde caracterizaram 

scores de risco de recorrência, o DD recebeu o maior score (+2) quando 

comparado a outros fatores de risco, como idade  50 anos (+1) e gênero 

masculino (+1) (Tossetto et al., 2012). 

Há a hipótese de que a presença de TR em uma veia profunda após um 

episódio de TVP poderia prever recorrência; no entanto os resultados dos diversos 

estudos não são unânimes nessa conclusão, o que pode ser decorrente de 

diferentes métodos de execução do exame e de definição de um TR (Cosmi et al., 
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2005; Siragusa et al., 2008; Prandoni et al., 2009; Cosmi et al., 2010; Carrier et al., 

2011). 

1.3. Inflamação e TEV 

Durante a década passada, o papel da inflamação na fisiopatologia das 

tromboses arteriais foi extensivamente estudado. Atualmente, diversos estudos 

têm demonstrado uma relação entre inflamação e TEV, contudo, os mecanismos 

fisiopatológicos envolvidos nesse processo ainda não estão totalmente definidos 

(Poredos e Jezovnik, 2007). 

A literatura tem demonstrado que a formação do trombo é um processo 

multicelular e desenvolve-se na superfície do endotélio, apresentando uma 

estrutura laminar composta por camadas de plaquetas, leucócitos, eritrócitos e 

fibrina (Wakefield et al., 1995; Castro et al., 2006; Wakefield et al.,  2008; Manfredi 

e Rovere-Querini, 2010; Saha et al., 2011; Von Bruhl et al., 2012).  

A interação do trombo com a parede venosa origina uma resposta 

inflamatória intensa loco-regional mediada por neutrófilos e monócitos, e presença 

de citocinas (Orra, 2002) 

A inflamação é capaz de interferir em diversas etapas da hemostasia, seja 

através da ativação da coagulação, do aumento da atividade plaquetária ou da 

inibição dos anticoagulantes naturais e da fibrinólise, resultando em um 

desequilíbrio a favor da geração de trombina, fibrina e trombose. Além disso, a 

trombina também participa desse processo como um mediador pró-inflamatório 

(Esmon, 2003; Esmon, 2004).  
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A relação entre inflamação e coagulação é bidirecional, visto que proteases 

da coagulação como trombina e fator Xa, ao se ligarem a receptores ativáveis por 

proteases (PARs) presentes em células endoteliais e mononucleares, são capazes 

de estimular a produção de várias citocinas (Levi et al., 2004; Levi e Van der Poll, 

2010). 

As citocinas são polipeptídeos ou glicoproteínas que agem em células alvo 

através da ligação com receptores específicos, iniciando complexa sinalização 

intracelular durante a resposta imune, e também são elementos fundamentais na 

composição da interface entre resposta inflamatória e hemostasia (Bidwell et al., 

1999). 

A relação entre trombose e inflamação tem sido demonstrada por vários 

estudos em modelos animais (Wakefield et al., 1995; Downing et al., 1997; 

Humphries et al., 1999; Myers et al., 2002; Thanaporn et al., 2003) e em estudos 

clínicos, em que se observou um aumento dos níveis de citocinas nos pacientes, 

mesmo após o episódio agudo de TEV (mínimo de 6 meses) (Van Aken et al., 

2000; Reitsma e Rosendaal, 2004). 

1.4. Leucócitos e TEV  

Um evento chave durante o processo inflamatório é o recrutamento de 

leucócitos nos locais de inflamação, que freqüentemente é iniciado pela adesão 

destas células ao endotélio (Burns et al., 2001). A infiltração dessas células em 

áreas de inflamação e a adesão ao endotélio são mediadas por interações de 

várias famílias de moléculas de adesão celular (CAMs), incluindo as selectinas, 

integrinas e seus ligantes (Saha et al., 2011).  
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Os neutrófilos usam selectinas para interagir com o endotélio inflamado e, 

subsequentemente ligam-se a sítios específicos na vasculatura através da 

integrina 2 expressa em sua membrana (Lawrence e Springer, 1991; 

Konstantopoulos e Mclntire, 1997; Caimi et al., 2005).  

As integrinas são receptores de adesão celular com muitas funções 

biológicas, incluindo proliferação celular, diferenciação e desenvolvimento de 

tecido. Todas as integrinas apresentam uma cadeia  e uma cadeia , cada 

subunidade contendo um grande domínio extracelular e um curto domínio 

citoplasmático (Kinashi, 2005; Humphries et al., 2006; Luo et al., 2007; Hu e Luo, 

2012). 

Integrinas são mais que moléculas de adesão, pois podem transmitir sinais 

bidirecionais através da membrana plasmática. Na superfície celular, normalmente 

são encontradas em um estado de baixa afinidade, e podem ser ativadas através 

de vias de sinalização "inside-out" ou "outside-in". A via de sinalização "inside-out" 

é responsável por mudanças conformacionais na integrina levando a um estado 

de alta afinidade para os ligantes, enquanto que a via de sinalização "outside-in" 

exerce uma significante influência na mobilidade, proliferação e diferenciação 

celular (Ginsberg et al., 2005; Schurpf e Springer, 2011; Hu e Luo, 2012). 

As integrinas 2 são compostas por uma cadeia  comum (CD18) e quatro 

cadeias  diferentes (CD11a, CD11b, CD11c, CD11d). Os complexos 

CD11a/CD18 e CD11b/CD18 são respectivamente identificados como moléculas 

de adesão LFA-1 (leukocytes function associated antigen-1) e MAC-1 

(macrophage antigen-1) e estão envolvidos especialmente na adesão de 

neutrófilos a células endoteliais (Smith et al.,1989; Caimi et al., 2005; Saha et al., 
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2011). Estudos em modelos animais têm mostrado que o CD11a e CD11b 

contribuem significantemente para uma firme adesão do neutrófilo ao endotélio 

(Kurose et al., 1994; Issekutz e Issekutz, 1992). 

A expressão fenotípica das integrinas 2 aumenta depois da ativação 

celular, estimulada pela trombina e produção local de citocinas pro-inflamatórias 

durante a trombogênese (Caimi et al., 2005). 

O LFA-1 é importante na ligação e ativação linfocitária através da interação 

com seu principal ligante endotelial, a molécula ICAM-1 (superfamília das 

imunoglobulinas), permitindo que os leucócitos atravessem a camada endotelial e 

induzindo a ligação leucócito-endotélio. Com relação ao MAC-1, é responsável por 

mediar a interação entre células polimorfonucleares e células endoteliais através 

de ligações com a molécula ICAM-1, fibronectina (FN) e outros ligantes (Caimi et 

al., 2005).  

Dados estruturais e biofísicos recentes mostraram que as moléculas LFA-1 

e MAC-1 existem em pelo menos 3 estados conformacionais, os quais diferem em 

extensão total sobre a membrana plasmática e na disposição do "headpiece", 

constituindo o estado de baixa afinidade, afinidade intermediária e alta afinidade 

(figura 1) (Montresor et al., 2012):  
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Figura 1. Adaptado de Montresor et al., 2012. O diagrama refere-se ao modelo do 
desencadeamento da afinidade do LFA-1. Está mostrando o equilíbrio dinâmico entre três estados 
conformacionais, baixa afinidade, afinidade intermediária e alta afinidade para a molécula de 
adesão LFA-1. A extensão progressiva do heterodímero (em vermelho) é acompanhada pelo 
aumento da disponibilidade topológica do domínio-I (em amarelo), os quais estão envolvidos na 
ligação com o ligante com uma afinidade cada vez maior. 

 

Estas moléculas de adesão são marcadores relevantes da inflamação, e 

têm sido muito estudadas na anemia falciforme - doença caracterizada por um 

estado inflamatório crônico - cujos leucócitos possuem um papel importante no 

processo de vaso-oclusão (Conran et al., 2009). Em ensaios in vitro de adesão 

estática e dinâmica, observou-se que os neutrófilos de pacientes com anemia 

falciforme apresentam uma adesão aumentada a FN e às células endoteliais 

ativadas com TNF-  (Assis et al., 2005; canalli et al., 2008; Finnegan at al., 2007). 

Essas moléculas também foram estudas em doenças vasculares cerebrais e 

insuficiência venosa crônica (Baran et al., 2001; Stvrnova et al., 2001; Faxon et al., 

2002; Krams et al., 2003; Han et al., 2012). 
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Um estudo recente utilizando o método de análise de indução de trombose 

venosa por microscopia intra-vital em modelo animal, induzida por restrição de 

fluxo sanguíneo, demonstrou que o principal constituinte celular presente no 

trombo venoso foram os leucócitos. Os neutrófilos, expressando mieloperoxidase, 

constituíram 70% de todos os leucócitos. Também se observou que a parede 

venosa apresentava um fenótipo pró-inflamatório, constituído por células 

endoteliais ativadas expondo moléculas de adesão em sua superfície (Von Bruhl 

et al., 2012).  

Alguns estudos têm demonstrado que os leucócitos polimorfonucleares 

estão presentes nas fases de remodelamento da parede vascular e de resolução 

do trombo, porém a contribuição destas células para a indução e desenvolvimento 

da trombose ainda não foi elucidada (Caim et al., 2005; Roumen-Klappe et al., 

2009; Von Bruhl et al., 2012).   

1.5. Eritrócitos e TEV  

A adesão de eritrócitos à parede venosa é de considerável significância em 

patologias envolvendo eventos vaso-oclusivos, tais como a anemia falciforme. 

Muitos estudos têm investigado a interação dos eritrócitos ao endotélio e 

demonstrou-se que, na anemia falciforme, essa adesão é modulada por proteínas 

plasmáticas. (Kasschau et al., 1996; Gambero et al., 2007).   

As proteínas plasmáticas implicadas em promover a adesão dos eritrócitos 

às células endoteliais incluem a FN, o fibrinogênio (FB), os multímeros de alto 

peso molecular do fator de Von Willebrand (FVW), e trombospondina. Em pelo 

menos alguns casos, proteínas plasmáticas poderiam servir como pontes 
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moleculares entre integrinas ou moléculas com integrinas, tais como receptores da 

FN, nas células falciformes e/ou células endoteliais (Kasschau et al., 1996).  

 Os eritrócitos normais são relativamente não aderentes e, possivelmente 

são aprisionados na malha de fibrina durante o processo de coagulação (Saha et 

al., 2011). Contudo, sob baixas condições de fluxo demonstrou-se que os 

eritrócitos normais aderem a neutrófilos ativados, plaquetas ativadas e fibrina 

polimerizada do plasma (Goel e Diamond, 2002). Entretanto, apesar da 

abundância destas células no início da formação do trombo, sua contribuição para 

o TEV, bem como para a adesão ao endotélio permanecem pouco compreendidas 

(Saha et al., 2011).  

1.6. Plaquetas e TEV 

A ativação plaquetária é um processo fisiológico fundamental para a 

formação do tampão hemostático primário (Kulkarni et al., 2000). Em condições 

normais, as plaquetas não aderem à superfície do endotélio nem formam 

agregados. Quando ocorre uma desestabilização da integridade do fluxo 

sanguíneo, as moléculas de adesão plaquetárias (integrinas e selectinas) são 

ativadas e promovem a adesão às células endoteliais (Levi, 2005). 

O mecanismo de adesão das plaquetas envolve o sequestro celular no local 

da lesão endotelial através da interação de quatro receptores: a glicoproteína 

GPIb/IX/V (CD42b/CD42a); a integrina 2 1  (GPIa/IIa; CD49b/CD29), ligante 

para o colágeno; a integrina IIbß3 (GPIIb/IIIa; CD41a/CD61), ligante para o FB e, 

a integrina 5 1  (GPIc/IIIa; CD51/CD61), ligante para a FN (Ruggeri, 2002). 
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A interação entre a GPIb e o FVW, secretado pelas células endoteliais, 

pode levar ao sequestro transitório de plaquetas e adesão ao endotélio. Essa 

interação é amplificada pela ativação dos receptores da integrina IIb 3 das 

plaquetas e a ligação com o colágeno e estruturas subendoteliais, resultando na 

formação de um agregado plaquetário estável, e ligações irreversíveis com o FB, 

encontrado no plasma e matrix extracelular (MEC), e FVW (Kulkarni et al., 2000; 

Eriksson e Whiss, 2005). 

A adesão desencadeia a ativação plaquetária, com o recrutamento de mais 

plaquetas no local da lesão vascular. Enquanto vários receptores e ligantes 

participam do processo de adesão plaquetária, há somente um receptor para a 

agregação, a GPIIb/IIIa. O FVW e, principalmente, o FB promovem a agregação 

plaquetátia, formando pontes entre as plaquetas (Li et al., 1996).  

A ativação plaquetária é modulada por agonistas que, ao se ligarem a seus 

receptores, desencadeiam a degranulação plaquetária e a síntese de novos 

agonistas, amplificando o fenômeno de ativação. Os principais agonistas 

fisiológicos da ativação plaquetária são representados pelo colágeno, ADP, 

tromboxano A2, trombina, epinefrina, serotonina, vasopressina e o fator de 

ativação plaquetária. A trombina é um dos principais agonistas da ativação 

plaquetária, e da geração de fibrina, consolidando o trombo plaquetário (Michelson 

e Barnard, 1987). 

As plaquetas são os principais componentes do tampão hemostático 

formado para impedir o sangramento após a injúria da parede vascular. Sua 

adesão ao sítio danificado e o recrutamento de novas plaquetas é um estágio 

crítico na formação do tampão hemostático assim como no trombo patológico. 
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(Tokarev et al., 2011). A ativação e agregação plaquetária são processos centrais 

no TEV e hemostasia (Li et al., 1996; Denis e Wagner, 2007).  

Entretanto são poucos os métodos que possibilitam a avaliação da ação 

das superfícies adesivas e compostos solúveis sobre a adesão plaquetária in vitro 

(Eriksson e Whiss, 2005). 

1.7. Ensaio de adesão estática usando fibronectina e fibrinogênio como 

ligante 

O ensaio de adesão estática é um ensaio in vitro sensível e versátil, 

conhecido por mimetizar condições de baixo cisalhamento ou interrupção do fluxo 

sanguíneo, os quais podem ocorrer em eventos vasos oclusivos. Diversas são as 

suas utilidades, entre elas: avaliar como um tipo de célula adere a um ligante ou 

às células endoteliais; identificar quais moléculas de adesão intermediam essa 

adesão; e as vias de sinalização que estão envolvidas nesta adesão. As células 

mais comumente investigadas por esta técnica são: leucócitos, hemácias e 

plaquetas. Os ensaios de adesão estática são realizados mediante a utilização de 

ligantes que incluem principalmente a FN, FB, colágeno e ICAM-1 recombinante. 

(Bellavite et al., 1994; kasschau et al., 1996; Canalli et al., 2008; Proença-Ferreira 

et al., 2010). 

A FN é uma proteína adesiva multifuncional, cuja principal função consiste 

em fixar as células a uma variedade de matrizes. Trata-se de uma glicoproteína 

(cerca de 450kDa), que consiste em duas cadeias ligadas por pontes dissulfeto. A 

FN, que está associada às superfícies celulares, às membranas e às matrizes 

pericelulares, é produzida por fibroblastos, monócitos, células endoteliais e outras 



 36

células. A FN liga-se a diversos componentes da matriz extracelular (incluindo 

colágeno, fibrina e proteoglicanas) através de domínios específicos. A FN é 

considerada a maior glicoproteína mesenquimal da matriz extracelular envolvida 

na adesão célula-matriz (Kasschau et al., 1996; Wojciak-stothard et al.,1997).  

O FB é uma proteína abundante no plasma que desempenha papel 

fundamental na hemostasia. Está envolvido nas etapas finais da coagulação como 

precursor de monômeros de fibrina pela ação da trombina, que é a enzima ativa. 

O FB é o principal ligante da glicoproteína plaquetária IIb/IIIa, mediadora da via 

final de agregação. Por meio de receptores semelhantes aos das glicoproteínas 

IIb/IIIa, interage com o endotélio e interfere na adesão, motilidade e organização 

do citoesqueleto. Uma vez formada a fibrina, estimula a adesão, a dispersão e a 

proliferação de células endoteliais (Zago e Falcão 2001; Tabuchi e Wolfgang, 

2008). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 A definição dos processos relacionados à fisiopatologia do TEV pode 

contribuir de forma expressiva na prática médica, auxiliando na escolha de 

tratamentos mais adequados e inovadores. O TEV é uma doença com importante 

impacto na saúde pública mundial, em função de sua incidência, mortalidade e 

complicações, como recorrência e síndrome pós-trombótica. Além disso, o fato do 

TEV afetar desde os pacientes mais jovens, sem doenças prévias, até os mais 

idosos, faz com que se constitua em um problema sócio-econômico com grande 

ônus. 

Vários são os fatores de risco que contribuem para a ocorrência e 

recorrência do TEV, mas ainda não estão totalmente esclarecidos. Assim, estudos 

pilotos que visam um melhor entendimento de sua fisiopatologia são importantes 

na identificação de novos fatores, para investigação futura em estudos 

populacionais.  

Os estudos demonstraram a presença de neutrófilos, plaquetas e eritrócitos 

no trombo venoso; portanto, a avaliação das propriedades adesivas e funcionais 

dessas células em pacientes com TEV, torna-se uma proposta interessante, que 

pode contribuir para uma melhor compreensão da participação das mesmas no 

processo trombótico. 
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3. OBJETIVOS 

O objetivo principal deste estudo foi avaliar as propriedades adesivas de 

neutrófilos, eritrócitos e plaquetas de pacientes com TEV agudo e crônico. 

 

Para isto, os seguintes objetivos específicos foram definidos: 

3.1 Avaliar a capacidade adesiva de neutrófilos e eritrócitos de pacientes com TEV 

e controles, por ensaio de adesão estática usando FN como ligante; 

3.2  Avaliar a capacidade adesiva de plaquetas de pacientes com TEV e controles, 

por ensaio de adesão estática usando FB como ligante; 

3.3  Quantificar a expressão das moléculas de adesão LFA-1 e Mac-1 na 

superfície de neutrófilos em pacientes com TEV crônico, através da citometria 

de fluxo; 

3.4   Correlacionar os achados sobre as propriedades adesivas de eritrócitos, 

neutrófilos e plaquetas com marcadores sistêmicos da resposta inflamatória 

(IL-6, IL-8, TNF-  e PCR), presença de TR ao ultrassom com Doppler e 

quantificação do DD.  
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4. CAUSUÍSTICA E MÉTODOS  

4.1. Pacientes e controles 

A casuística foi constituída por dois grupos de pacientes com TVP 

denominados neste estudo como: agudo (ao diagnóstico) e crônico (1 a 6 anos 

após o episódio agudo). 

O critério de inclusão foi o diagnóstico de TVP de membro inferior 

comprovado por ultrassom com Doppler, com ou sem embolia de pulmão, 

comprovada por cintilografia ou tomografia pulmonar. No grupo crônico também foi 

critério de inclusão o antecedente de TEV, de 1 a 6 anos após o evento agudo. 

Os critérios de exclusão para ambos os grupos foram: idade inferior a 18 

anos ou superior a 70 anos na época da trombose, trombose em sítio incomum, 

presença de neoplasia, doenças inflamatórias, hepatopatia ou nefropatia grave, 

doenças auto-imunes, síndrome do anticorpo antifosfolipídio (SAF) e gestação. Os 

pacientes não estavam em uso de medicação antiagregante e anticoagulante, 

exceto os do grupo agudo, que utilizaram a primeira dose de enoxaparina, de 

1mg/Kg de peso, 12 horas antes da coleta.  

Através dos critérios de inclusão e exclusão, no período de agosto de 2010 

a março de 2012, foram incluídos 30 pacientes no grupo TEV crônico atendidos no 

Ambulatório de Hemostasia do Hemocentro de Campinas/UNICAMP. 

No período de agosto de 2010 a abril de 2012, foram incluídos 10 pacientes 

com TEV agudo, acompanhados no Hospital de Clínicas da UNICAMP ou Hospital 

Municipal Dr Mário Gatti. 
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Os indivíduos controles saudáveis, foram pareados em gênero, idade e 

etnia com os pacientes. Os controles foram convidados a participar do estudo pelo 

pesquisador, através de contato telefônico, e eram oriundos da mesma região 

geográfica dos pacientes. Os controles responderam a um questionário, 

apresentado no anexo 3. Os critérios de exclusão dos controles foram os mesmos 

utilizados para os pacientes. 

4.2. Coleta e isolamento de neutrófilos  

 As amostras de sangue total foram coletadas em tubos de heparina (9 mL) 

e em seguida 6 ml foram transferidos para um tubo falcon de 15mL, contendo 3 

mL de Ficoll-Hypaque de densidade de 1.119 g/L e 3 mL de Ficoll-Hypaque de 

densidade 1.077 g/L. Após a separação das células mononucleares e granulócitos 

por centrifugação a 700 g por 30 minutos, a camada de granulócitos foi lavada em 

PBS (1X), pH 7,4. As hemácias contaminantes foram lisadas com tampão de lise 

(155 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3 15 minutos 4ºC) e as células lavadas novamente 

em PBS (1X). 

Após a separação, os neutrófilos foram mantidos a 4°C e foi analisada a 

pureza de cada amostra. Os neutrófilos foram colocados em lâmina hematológica 

e centrifugados em uma citospin (Shandon Cytospin 4, Thermo). Em seguida, 

realizou-se a contagem dos neutrófilos (  92% das células leucocitárias). Para a 

avaliação da viabilidade celular (  92%), foi realizada a contagem de neutrófilos 

em uma câmera de Neubauer com corante azul de tripan (contagem de células 

viáveis).  
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Para a adesão estática de neutrófilos, as células foram ressuspendidas em 

meio RPMI 1640 (pH 7,2) em uma concentração de 2x106 células/mL. Para 

análise da expressão das moléculas de adesão os neutrófilos foram 

ressuspendidos em PBS em uma concentração de 1x106 cel/mL. 

4.3. Coleta e separação de eritrócitos 

 Amostras de sangue periférico foram coletadas em tubo contendo citrato de 

sódio e centrifugadas por 10 minutos a 500 g para remoção do plasma e buffy 

coat. As células foram lavadas 3 vezes, sendo ressuspendidas em PBS e 

centrifugadas a 700 g, 600 g e 480 g, respectivamente, sendo finalmente 

ressuspendidas em 1 mL de PBS para contagem de células vermelhas no 

contador automático Cell-Dyn 1700 (ABBOT, IL, USA). A concentração final foi 

ajustada para 2x108 cel/mL. 

4.4. Coleta e separação de plaquetas 

 As amostras de sangue periférico foram coletadas em tubos de plástico 

contendo Ácido Citrato Dextrose (ACD-A) e em seguida centrifugadas por 15 

minutos a 200 g a 22ºC. Ao plasma rico em plaquetas (PRP) foi adicionado um 

tampão de lavagem (140 mM NaCl / 0.5 mM KCl / 12 mM citrato de sódio / 10 mM 

glicose / 12.5 mM sacarose, pH 6) e centrifugado por 12 minutos a 800 g a 22ºC. 

O sobrenadante foi descartado e o pellet de plaquetas ressuspenso, 

cuidadosamente, em 500 L de solução de Krebs (118 mM NaCl / 25 mM NaHCO3 

/ 1.2 mM KH2PO4 /1.7 mM MgSO4 / 5.6 mM glicose, pH 7.4, ajustado com 

carbogênio). O número de plaquetas foi ajustado para 1.2x108 plaquetas/mL na 

presença de 1 mM CaCl2. 
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4.5. Ensaio de adesão estática de neutrófilos 

 Os ensaios de adesão estática foram realizados em placas (Cellstar, 

655180, greiner bio-one) de 96 poços, recobertas com 60 L do ligante FN (20 

g/mL de FN em PBS) e incubadas por 1 hora a 37°C. Os poços da placa foram 

lavados 3 vezes com PBS antes de bloquear os sítios inespecíficos com PBS/BSA 

0.5% (Albumin, from bovine serum, A9647-500 G, Sigma-Aldrich) por 60 minutos à 

37°C. Depois de lavar a placa 3 vezes com PBS e secá-la, os neutrófilos foram 

adicionados em um volume de 50 L em RPMI 1640 (2x106 células/mL) e 

incubados durante 30 minutos (37°C, 5% CO2) para permitir a adesão (tempo ideal 

para adesão celular à FN). Após incubação, as células não aderidas foram 

removidas através de 3 lavagens com PBS. Por fim, foi colocado um volume de 50 

L de meio de cultura RPMI nos poços onde foi realizado o ensaio de adesão. 

Para mensurar a porcentagem dos neutrófilos que aderiram à FN, foi realizada 

uma curva padrão. Para construir a curva, foram adicionadas concentrações que 

variaram de 0-100% da suspensão original de células (2x106 células/mL) em 50 L 

de RPMI. As placas foram congeladas por pelo menos 12 horas antes de medir o 

conteúdo de mieloperoxidase (MPO) encontrado tanto nas células da curva 

padrão como nas células aderidas do ensaio (Bradley et al., 1982) (Fig 2A). Em 

seguida, as placas foram descongeladas e a MPO foi extraída das células 

aderidas e das células da curva padrão, com hexadeciltrimetil amônio bromida 

(HTAB – 0.5%). Foram transferidos 20 L de HTAB e MPO de cada poço para 

uma nova placa e adicionou-se 200 L de solução de -dianisidina ( -dianisidina 

di-hidrocloreto 0,167 mg/mL, peroxidase de hidrogênio 0,0005% em tampão 
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fosfato de potássio, 50 mM, pH 6,0). A absorbância foi medida, após 5 minutos, a 

490 nm usando um espectrofotômetro (Multisscan MS, Labsystems, EUA). A 

aderência foi calculada por comparação das absorbâncias das amostras 

desconhecidas com às da curva padrão (Fig 2B). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. A) Preparação da placa e adição dos neutrófilos. B) Extração da MPO e revelação da 

placa  
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4.6. Ensaio de adesão estática de eritrócitos 

 Placas (Costar 3590) com 96 poços de fundo plano foram recobertos com 

60 L de FN (20 g/mL de FN em PBS; SIGMA-ALDRICH, St. Louis, MO, USA) e 

incubados por 60 minutos a 37°C. Os poços foram lavados 3 vezes com PBS. Os 

sítios inespecíficos bloqueados com PBS/BSA a 1% (Albumin, from bovine serum, 

A9647-500G, Sigma-Aldrich) por 60 minutos a 37oC. Os poços foram novamente 

lavados (3x) com PBS e o excesso foi retirado. Para cada amostra (paciente e 

controle) adicionou-se em triplicata, 50 L da solução celular contendo 2x108 

cel/mL em HBSS (HBSS; GIBCO BRL, Life Technologies) e incubados por 30 

minutos a 37°C e 5% CO2. Após a incubação, os poços foram lavados gentilmente 

por três vezes com PBS e adicionou-se 50 L de meio HBSS em cada poço para 

evitar que as células aderidas se desidratassem. Para mensurar a quantidade de 

células vermelhas que aderiram à FN, realizou-se uma curva padrão com 

concentrações decrescentes da suspensão inicial de células (0 - 2x108 cel/ml), 

onde a concentração de 0% foi preparada apenas com meio HBSS e a 

concentração de 100% foi preparada a partir da solução original de células (2x108 

cel/ml). Em seguida, foi adicionado 50 L da solução de revelação DRABKIN 1% 

(Solução estoque 10 mM KH2PO4, 6 mM K3[Fe(CN)6], 7.7 mM KCN qsp 100 mL) e 

a placa incubada por 10 minutos a 37ºC. A solução de revelação utilizada é um 

reagente muito utilizado na rotina hematológica, contendo cianeto e ferrocianeto 

de potássio. Esse reagente tem a propriedade de lisar as células vermelhas e 

expor a hemoglobina presente nessas células. Após isso ocorre a oxidação da 

hemoglobina e metahemoglobina em cianometahemoglobina. A intensidade de cor 
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desse composto se mede colorimetricamente em leitor de ELISA a 540 nm 

(Multisscan MS, Labsystems, EUA). A aderência foi calculada por comparação da 

absorbância das amostras desconhecidas com a absorbância da curva padrão 

que apresenta concentrações celulares conhecidas (Fig 3).  

 

 

 

 

Figura 3. Preparação da placa, adição dos eritrócitos e revelação da placa  
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4.7. Ensaio de adesão estática de plaquetas 

 O ensaio de adesão foi realizado de acordo com Bellavite, et al. (1994). 

Foram preparadas placas (Costar 3590) de 96 wells com 50 g/mL de FB (Sigma, 

St. Louis, EUA) e incubadas por 60 minutos a 37°C. Os poços foram lavados duas 

vezes com solução de Krebs e os sítios inespecíficos bloqueados com solução de 

Krebs e BSA 1% (Albumin, from bovine serum, A9647-500G, Sigma-Aldrich) 

durante 60 minutos a 37°C. As placas foram lavadas novamente como descritas 

anteriormente, e os ensaios realizados em triplicata. A suspensão de plaquetas foi 

adicionado 50 mM de solução de CaCl2.H2O de acordo com a concentração de 

células presentes para a reposição do cálcio que foi retirado durante a lavagem. 

Em seguida, colocou-se 50 L da suspensão de plaquetas a cada poço da placa e 

outra triplicata com a suspensão de plaquetas e ligante trombina (Thrombin from 

human plasma T9010-10vl, Sigma Aldrich) por 15 minutos a 37oC. Após a 

incubação, as plaquetas não aderentes foram desprezadas, e a placa lavada 2 

vezes com solução de Krebs. Após a lavagem da placa, foram adicionados 50 L 

de Krebs e 150 L do substrato fosfatase ácida (0.1 M tampão citrato; pH 5.4; 5 

mM p-fosfato de nitrofenila e 0.1% de Triton X-100, Sigma), em cada poço e 

incubados por 1 hora a temperatura ambiente (TA). Para interromper a reação foi 

adicionado NaOH (2 N) em cada poço. O resultado foi analisado em um leitor de 

ELISA num comprimento de onda de 405 nm (Multisscan MS, Labsystems, EUA). 

A porcentagem de plaquetas aderidas foi calculada a partir da comparação das 

absorbâncias dos poços com uma curva padrão, formada por diluições da 

suspensão original de plaquetas.  
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Figura 4. Preparação da placa, adição das plaquetas e revelação da placa  

 

4.8. Citometria de fluxo 

Os neutrófilos isolados e resuspensos em PBS em quantidade de 1x106 

células/mL foram colocados em 4 tubos de ensaio; em seguida acrescentou-se 5 

L de cada anticorpo, anticorpo CD11a (FITC Mouse Anti-Human CD11a-BD 

Biosciences), CD11b (Alexa flúor 488 mouse Anti-Human CD11b-BD Biosciences), 

CD18 (PE Mouse Anti-Human CD18-BD Biosciences) em cada tubo, que foram 

incubados por 30 minutos a 4ºC protegido da luz. As amostras foram lavadas com 

PBS e centrifugadas a 500 g por 5 minutos à temperatura ambiente. O 

sobrenadante foi descartado e acrescentado 300 L de PBS e/ou fixadas em 1% 

de paraformoldeido para leitura no citômetro de fluxo (Facscalibur, laser 488nm e 

635nm, BD). 
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4.9. Dosagem de DD 

 A determinação de DD foi realizada no Laboratório de Hemostasia do 

Hemocentro de Campinas. A técnica foi realizada em um coagulômetro 

automatizado BCS-XP (Siemens Healthcare, Marburg, Alemanha), através de 

análise imunoturbidimétrica potenciada por partículas de poliestireno revestidas 

covalentemente com anticorpo monoclonal específico para a detecção de DD. O 

reagente utilizado foi o Innovance DD (Siemens Healthcare, Marburg, Alemanha). 

O método foi padronizado através da dosagem do DD em 20 amostras normais do 

laboratório e padrões normais e alterados do próprio kit comercial, considerando-

se como valor normal até 0.55 mg/L. 

4.10. Avaliação dos marcadores inflamatórios 

Para a dosagem das citocinas e PCR coletou-se um volume de 8ml de 

sangue através de punção venosa em tubos secos. Dentro de um período máximo 

de 30 minutos após a coleta, o sangue foi centrifugado a 2000xg por 15 minutos, e 

o soro separado em alíquotas e congelado a -80 °C para ensaio posterior. Utilizou-

se o método de ELISA para determinação dos níveis plasmáticos de IL-6 , TNF-  

e IL-8.  

A IL-8 foi dosada utilizando-se kit comercial da BD OptEIA (BD Biosciences, 

San Diego, Califórnia, USA). As dosagens de IL-6 e TNF-  foram realizadas 

empregando-se o método de ELISA de alta sensibilidade (Quantikine® HS, R&D 

Systems, Minneapolis, USA).  

Para a determinação dos níveis de PCR, utilizou-se um kit ultra-sensível (C-

Reactive Protein Test System, Siemens Healthcare Diagnóstics, Marburg, 
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Alemanha), em equipamento automatizado, que utiliza o princípio nefelométrico. 

Resultados até 0,5 mg/dL são considerados normais. 

4.11. Avaliação ultrassonográfica do trombo residual 

O estudo ultrassonográfico foi realizado por um único médico, com ampla 

experiência e com certificado na área de atuação em ecografia vascular pela 

Sociedade de Angiologia e Cirurgia Vascular e pelo Colégio Brasileiro de 

Radiologia. O tempo entre a coleta do sangue e a realização do exame 

ultrassonográfico foi de no máximo 3 meses. O aparelho utilizado foi um SIEMENS 

SONOLINE G40 (Siemens Healthcare, Mountain View, Calif) e transdutores 

convexo de 3-5 MHz e linear de 5-10 MHZ. Foram estudadas a veia cava inferior, 

ilíacas comum e externa, femorais comum e superficial, poplítea, gastrocnêmia e 

tibial posterior. O paciente foi orientado para realizar jejum de 10 horas e uso de 

antiflatulento.  

Primeiramente, o exame foi realizado com o paciente em decúbito dorsal 

para a avaliação da imagem bidimensional, Doppler pulsado e fluxo colorido. Os 

segmentos venosos normais são compressíveis, apresentam fluxo fásico com a 

respiração e aumentam com a compressão distal.  A manobra de 

compressibilidade é realizada com a veia em sessão transversal, comprimindo-se 

a mesma com o transdutor. Em sessão longitudinal da veia, obtém-se o espectro 

do fluxo venoso com o Doppler pulsado e o fluxo em cores espontâneo e com 

compressão distal.  O segmento venoso incompressível e sem fluxo no estudo em 

cores foi considerado ocluído. Os segmentos semi-compressíveis e com fluxo 

parcial foram considerados semi-ocluídos ou parcialmente recanalizados. Foram 



 50

realizadas medidas dos diâmetros transversos das veias em compressão máxima 

e a extensão longitudinal das alterações encontradas. 

O teste para a avaliação do refluxo venoso foi realizado com o paciente em 

posição ortostática, com o Doppler pulsado, das veias femoral superficial, poplítea 

e tibial posterior com manobra de Valsalva e compressão distal.  Foi considerado 

refluxo a presença de fluxo retrógrado com duração maior que 1 segundo nas 

veias femorais superficiais e poplíteas, e 0.5 segundo nas veias tibiais posteriores.  

4.12. Análises estatísticas 

Os dados estão apresentados de forma descritiva, representados pelas 

medianas, mínimo e máximo. Para a análise de variáveis contínuas foi utilizado o 

teste não paramétrico de Mann-Whitney entre dois grupos independentes, 

Kruskal-Wallis entre três ou mais grupos independentes e o teste de Wilcoxon 

para análise de dois grupos relacionados. Para a análise de variáveis categóricas 

foi utilizado o teste de qui-quadrado. O teste de correlação utilizado foi o de 

coeficiente de correlação de Spearman. Valores de p 0.05 foram considerados 

estatisticamente significativos. As análises estatísticas foram realizadas através de 

um software estatístico comercial (R Development Core Team version 2.0, 2011, 

Vienna, Austria). 
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Abstract 

Venous Thromboembolism (VTE) is a multifactorial disease that affects 1-

3:1000 individuals worldwide. The venous thrombus develops via a multicellular 

process on the surface of the endothelium and presents a laminar structure 

comprised of layers of platelets, leukocytes, erythrocytes and fibrin. The 

relationship between inflammation and coagulation is bidirectional, and has been 

mainly evaluated through protein interactions between pro-inflammatory cytokines 

and elements of the coagulation cascade. Inflammatory cells such as neutrophils, 

have not been previously correlated with thrombotic or procoagulant processes. 

Objective: To evaluate the adhesive properties of neutrophils, erythrocytes and 

platelets, as well as the expression of neutrophil adhesion molecules in patients 

with VTE, correlating them with markers of the systemic inflammatory response, 

and with the presence of residual vein obstruction (RVO) and D-dimer (DD) levels. 

Patients and Methods: Study group consisted of 30 VTE patients (1-6 years after 

the acute episode) followed in our outpatient clinic, and 10 patients with VTE 

during the acute episode treated at a university hospital (HC-UNICAMP). In 

addition, age, gender and ethnic background-matched healthy volunteers were 

included as a control group. Adhesive properties of neutrophils, erythrocytes and 

platelets were determined by a static adhesion assay using ligands such as 

fibrinogen (FB) and fibronectin (FN). The expression of neutrophils adhesion 

molecules (CD11a, CD11b, CD18) was evaluated by flow cytometry. Levels of 

inflammatory markers (IL-6, IL-8, TNF- , PCR) were evaluated by ELISA and 

nephelometry. RVO was evaluated by Doppler ultrasound and DD by 

coagulometric method. Results: No significant difference could be observed in the 
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platelets adhesion (basal: 16.37% vs. 14.59%, p=0.309; and stimulated with 

thrombin: 33.45% vs. 26.62%, p=0.200) and erythrocytes adhesion (7.28% vs 

7.49%, p=0.859) between chronic VTE patients and healthy individuals. Similarly, 

no statistical differences were observed in the platelets adhesion (basal: 28.36% 

vs. 21.63%, p=0.109; and stimulated with thrombin: 38.45% vs. 30.15%, p=0.715) 

and erythrocytes adhesion (6.00% vs 4.62%, p=0.326) in the VTE acute patients 

when compared to their respective controls. Interestingly, in patients with a higher 

risk of recurrent VTE (defined by the presence of high levels of DD and RVO), a 

significant increase in neutrophils adhesion was observed when compared to 

healthy individuals (24.68% vs. 19.07%, p <0.05). Inflammatory markers (IL-6, IL-8, 

TNF-  and CRP) were significantly elevated (2.08pg/mL vs 0.90pg/mL, p=0.01; 

28.72pg/mL vs 16.46pg/mL, p=0.02; 4.50pg/mL vs 2.11pg/mL, p=0.04; 0.35 pg/mL 

vs 0.14 pg/mL, p=0.09, respectively) in this subgroup of patients when compared to 

the other patients. Adhesive properties of neutrophils were correlated with IL-6 (r= 

0.3815 and p= 0.0375) and D-dimer levels (r= 0.3831 and p= 0.0367). Neutrophils 

adhesion molecules (CD11a, CD11b and CD18) were not altered in any of the 

groups. Conclusion: Our results suggest that VTE patients do not exhibit increased 

adhesive properties of platelets and erythrocytes. Neutrophils adhesive properties 

were increased in patients with higher D-dimer levels and RVO, independently of 

the expression of neutrophil adhesion molecules. A hypothesis for this increase is 

alterations in affinity of surface adhesion molecules to their ligands, as a response 

to inflammatory processes associated with the hypercoagulability demonstrated in 

this subgroup of patients. 
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Introduction  

Venous thromboembolism (VTE) comprises deep venous thrombosis (DVT) 

and pulmonary embolism (PE). VTE is a common multifactorial disease with an 

annual incidence of 1-3:1000 in the general population. Its pathogenesis depends 

on the interaction of genetic and acquired factors, and despite several already-

identified risk factors, 25% of cases are considered idiopathic (Hansson et al., 

1997; Silverstein et al., 1998; Rosendaal, 1999a; Rosendaal, 1999b; Heit et al., 

2002; Ho, 2010; Lippi et al., 2010; Von Brühl et al., 2012). Many patients 

experience residual vein obstruction (RVO) and presence of reflux, increasing local 

inflammatory processes, which can lead to the posthrombotic syndrome (Prandoni 

et al., 2007; Roumen-Klappe et al., 2009). Reports demonstrated that RVO and 

hypercoagulability characterized by elevated levels of D-dimer (DD) may also be 

associated with risk of recurrence (Verhovsek et al., 2008; Carrier et al., 2011; 

Tosetto et al., 2012). 

Thrombus formation is a multicellular process and develops on the surface 

of the endothelium presenting a laminar structure consisting of layers of platelets, 

leukocytes, erythrocytes and fibrin. (Wakefield et al., 1995; Castro et al., 2006; 

Wakefield et al., 2008; Manfredi &Rovere-Querini, 2010; Saha et al., 2011; Von 

Bruhl et al., 2012).  

A recent study demonstrated by intravital two-photon and epifluorescence 

microscopy, that reduction of blood flow induces a proinflammatory endothelial 

phenotype initiating the recruitment of neutrophils. Recruited neutrophils start fibrin 

formation via blood cell-derived tissue factor (TF), which is the decisive trigger to 

the massive fibrin deposition characteristic of DVT. Furthermore, platelets are 
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critical for DVT propagation, as they support neutrophils accumulation and promote 

neutrophil extracellular trap formation, which in turn triggers FXII dependent 

thrombus propagation (Von Bruhl et al., 2012). 

The interaction of the thrombus with the venous wall originates locoregional 

inflammatory response and cytokine release (Orra, 2002). 

The relationship between inflammation and coagulation is bidirectional. 

Inflammation leads to the activation of coagulation, and coagulation also 

considerably affects inflammatory activity. Proinflammatory cytokines and other 

mediators are able to activate the coagulation system and reduce the regulatory 

pathways of natural anticoagulants (Levi & Van, 2010). Moreover, thrombin and 

factor Xa, by binding to receptors that can be activated by proteases present in 

endothelial cells and mononuclear cells are able to stimulate the production of 

several cytokines, causing an inflammatory response (Levi et al., 2004).  

Inflammation is closely linked to thrombosis (Roumen-klappe et al., 2009; 

Van Aken et al., 2000; Reitsma & Rosendaal, 2004; Esmon, 2004; Christiansen et 

al., 2006; Levi & Van, 2010). Some clinical studies have demonstrated a significant 

impact of high cytokines levels on the risk of VTE (Van Aken et al., 2000; Reitsma 

& Rosendaal et al., 2004). However, the relationship between inflammation and 

coagulation previously described considers only the protein interactions between 

the pro-inflammatory cytokine and the coagulation cascade. Inflammatory cells 

such as circulating neutrophils have not been previously investigated in patients 

with thrombotic processes. 

Therefore, in order to evaluate some of the properties of circulating 

neutrophils, erythrocytes and platelets during the acute episode and years after the 
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venous thromboembolic episode we analyzed the adhesive properties of these 

cells in vitro and correlated findings with markers of the systemic inflammatory 

response (IL-6, IL-8, TNF-  and CRP), presence of RVO on ultrasound with 

Doppler and quantification of DD. 

Materials and Methods 

Patients and controls 

During the period of August 2010 to April 2012, 30 patients nominated as 

chronic VTE were selected from the Outpatient Clinic at the Hemostasis Blood 

Center of Campinas / UNICAMP after an acute episode of VTE (minimum 1 year, 

maximum 6 years after acute episode) and 10 patients with VTE at diagnosis 

(acute VTE) assisted at the Emergency room in the Hospital of UNICAMP were 

also selected for this study. All patients provided a written informed consent. The 

inclusion criteria were age under 18 years or over 70 years at the time of 

thrombosis, thrombosis at an unusual site, the presence of cancer, inflammatory 

diseases, severe liver or kidney diseases, autoimmune diseases, diagnosis of 

antiphospholipid antibody syndrome, pregnancy, and patients taking anticoagulant 

medication (except the first dose of enoxaparin 1 mg/Kg in acute VTE), and/or 

antiplatelet medication within 10 days prior to collection. The healthy control 

subjects were matched for gender, age, ethnicity and geographic origin. Exclusion 

criteria for controls were the same as for patients. 
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Reagents  

Fibronectin (FN) and human trombin (TB) were bought from Sigma-Aldrich (St 

Louis, MO, USA). Human fibrinogen (FB) was purchased from Calbiochem (La 

Jolla,CA, USA). Alexa Fluor anti-CD11b, anti-CD11a FITC and anti-CD18 PE were 

purchased from BD Biosciences Pharmingen (San Jose, CA, USA). IL-8 was 

purchased from BD OptEIATM, BD Biosciences Pharmingen (San Diego, CA, 

USA), IL-6 and TNF-  from Quantikine, R&DSystems (Minneapolis, MN, USA). 

Isolation of neutrophils from peripheral blood 

Neutrophils were isolated from fresh peripheral blood collected in heparin-

containing tubes. Briefly, whole blood was placed over two layers of Ficoll-Paque 

of densities of 1.077 and 1.119 g/L, respectively. After separation of monocytes 

and granulocytes by centrifugation at 700g for 30 min, the granulocyte layer was 

washed once in PBS (phosphate buffered saline, pH 7.4) before lysing 

contaminating red cells (10 min, 4oC, lysis buffer; 155 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3). 

Cells were washed once again in PBS before resuspending in RPMI medium for 

use in static adhesion assays and PBS for use in flow cytometry. Cells were 

counted using a Cell Dyn 1700 hematology analyzer (Abbott Laboratories, Illinois, 

USA), and were then cytospinned onto slides and a cell differentiation count 

performed. Neutrophil suspensions with purities of greater than 92% were used 

immediately in assays; contaminating cells were mainly lymphocytes and 

eosinophils. Control and patients were treated in the same manner and always run 

in parallel in neutrophil assays; thus, differences in properties of neutrophils reflect 

differences inherent to these neutrophils, and are not due to the 

separation/washing procedure. 
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Neutrophil adhesion assays 

Ninety six-well plates were prepared by coating individual wells for 1h at 

37oC with 60 µL of fibronectin solution (20µg/ml in PBS). Wells were washed three 

times with PBS before blocking nonspecific sites with 0.5% BSA (bovine serum 

albumin/PBS) for 60 min. at 37oC. Wells were washed three times again with PBS 

before allowing plates to dry. Neutrophils (50 µL of 2x106 cells/mL in RPMI 

medium) were added to wells and cells were allowed to adhere to fibronectin (FN) 

for 30 min at 37ºC, 5% CO2. Following incubation, non-adhered cells were 

discarded and wells washed three times with PBS. RPMI (50µl) was added to each 

well and varying concentrations of the original cell suspension (0-100 %) were 

added to empty wells to form a standard curve. Percentage cell adhesion was 

calculated by measuring the myeloperoxidase content of each well and comparing 

it with the standard curve for each individual study subject, determined with a 

microplate reader at 492 nm (Versamax; Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). 

Flow cytometry 

Isolated neutrophils (1×106 cells/mL) were incubated (30 min, 4°C) with a 

saturating concentration of Alexa Fluor 488-mouse anti-human CD11b (  chain of 

the MAC-1 integrin), FITC mouse anti-human CD11a (  chain of the LFA-1 

integrin) and PE mouse anti-human CD18 (common  chain of the LFA-1 and 

MAC-1 integrin). Cells were washed once in PBS and then fixed in 1% 

paraformaldehyde, before analyzing on a FACScalibur (BD, New Jersey, NJ, 

USA). The mean fluorescence intensity of antibody binding to each cell was 

compared to that of isotype controls. 
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Preparation of washed platelets 

Platelet rich plasma (PRP) was obtained by centrifugation of whole blood 

(collected in EDTA or sodium citrate containing tubes) at 200 g at 20°C for 20 min. 

PRP was washed once in wash buffer (140 mmol/L NaCl, 5 mmol/l KCl, 12 mmol/L 

sodium citrate, 10 mmol/l glucose and 12.5 mmol/L sacarose, pH 6) and platelets 

were isolated from the PRP by centrifugation at 800 g at 20°C for 12  min. The 

platelet pellet was resuspended in O2/CO2 gassed Krebs solution (118 mmol/L 

NaCl, 25 mmol/L NaHCO3, 1.2 mmol/L KH2PO4, 1.7 mmol/L MgSO4.7H2O, 5.6 

mmol/L D-(+)-glucose anhydrous ACS Reagent Grade, pH 7,4). Platelet counts 

were performed using a CellDyn  1700 (Abbott Laboratories, Illinois, USA) and 

adjusted to a concentration of 1x108 platelets/mL in Krebs buffer in the presence of 

1 mmol/L CaCl2. Suspensions were utilized immediately in assays and the 

anticoagulant utilized did not affect assay results. Control and patients were treated 

in the same manner and always run in parallel in platelet assays. 

In vitro platelet adhesion assay  

The static platelet adhesion assay employed was based on a previously 

reported method (Bellavite et al., 1994). Ninety six-well microtiter plates were 

coated with 50 g/mL fibrinogen (FB) and incubated for 1h at 37°C. Nonspecific 

sites were blocked afterwards with 1% bovine serum albumin/Krebs solution for 60 

min at 37°C and plates were washed twice and dried. Optimal concentrations of 

ligands used to coat microplates were established previously in preliminary assays 

(data not shown). Platelet suspensions (50 L of 1x108 platelets/mL) were added 

to each well of the plate in triplicate in the presence or absence of thrombin (TB) (5 
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µL, 15 minutes at 37°C). Non-adherent platelets were removed (by gentle washing 

with Krebs solution) and remaining adherent platelets were quantified by the 

measurement of platelet acid phosphatase. Wells containing adherent platelets 

were incubated with acid phosphatase substrate solution (0.1 mol/L citrate buffer, 

pH 5.4, containing 5 mmol/l p-nitrophenyl phosphate and 0.1% Triton X-100) for 1 

h at room temperature (RT). The reaction was stopped by the addition of 2 mol/L 

NaOH and p-nitrophenol production was determined with a microplate reader at 

405 nm (Versamax; Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). The percentage of 

adherent cells was calculated by comparing acid phosphase activity to that of a 

standard curve with known numbers of platelets from the same individual. Platelet 

acid phosphatase activity is not affected by the functional state of the cell or by 

agonist stimulation (Bellavite et al, 1994). All experiments were performed in 

triplicate. The incubation of platelets with thrombin (50mU/ml) was used to 

stimulate adhesion assays. Platelet aggregation is probably of minor importance as 

the assay performed during conditions knows to restrict aggregation, such as 

avoidance of shaking and presence of Mg2+. (Santoro SA, 1986; Hwang et al., 

1992; Eriksson & Whiss, 2009). Thus, platelets quantified were deemed to be 

adhered platelets and not aggregated platelets. 

Red cell separation 

Peripheral blood was collected in sodium citrate-containing tubes and 

centrifuged at 500 g for 10 min at room temperature and the buffy coat and plasma 

removed red cells were washed thrice in phosphate-buffered saline (PBS) using 

centrifugations of 700 g, 600 g and 480 g, respectively. Red cells and reticulocyte 

count were performed utilising the Cell Dyn 1700 (Abbott Laboratories, Illinois, 
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USA) before cells were resuspended in Hank’s buffered saline solution (HBSS) to 

a final con-centration of 2x108 cells/mL. White cell contamination represented 

<0.2% of the total cell population. Control and patients were treated in the same 

manner and always run in parallel in red cell assays. 

Red Cell Static adhesion assay 

Ninety-six well plates were prepared by coating individual wells with 60 L 

FN (FN; 20 g/mL FN in PBS) for 60 min at 37°C. Wells were then washed thrice 

(PBS) and incubated with 1.0% (w/v) bovine serum albumin for 60 min at 37°C. 

Plates were washed three times again before allowing to dry. Red cells (50 uL, 

2x108 cells/mL, HBSS) were seeded in triplicates into the coated wells of the 96-

well plates and cells were allowed to adhere for 30 min, 37°C, 5% CO2 (optimal 

conditions for cell adhesion, time course not shown). Following incubation, non 

adherent cells were discarded and plates were washed thrice with PBS and 50 L 

HBSS were added to each well. Varying concentrations of the original cell 

suspension were added to empty wells to form a standard curve. Fifty microliters of 

Drabkin’s solution (Sigma-Aldrich) were added to each experimental well and the 

wells of the standard curves, and absorbance was then measured at 540 nm 

(Versamax; Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA), following incubation for 10 

min at 37°C. Adherence was calculated by comparing absorbances of unknowns 

with those of the standard curve. 
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Evaluation of inflammatory biomarkers and D-dimer 

Blood was obtained from participants at the time of their enrollment in the 

study. A citrate-containing tube (3.5ml) and serum (8ml) were collected and 

samples were immediately centrifuged. Serum and platelet-poor plasma obtained 

were aliquoted and stored at -80°C. 

Evaluation of DD 

Plasma quantification of DD was performed by immunoturbidimetric 

analysis, as recommended by the manufacturer, with an automated BCS-XP 

coagulometer (Siemens Healthcare, Marburg, Germany), considering up to 

0.55mg/L D-dimer as normal. 

Serum levels of inflammatory biomarkers 

CommerciaI ELlSA was used to measure serum leveIs of IL-8, IL-6 and 

TNF-  in accordance with the manufacturers protocols. Serum high sensitivity CRP 

(hs-CRP) levels were measured by a nephelometric method, using a Siemens BN 

ProSpec analyzer. IL-6, IL-8, TNF-  and CRP were evaluated only in the chronic 

VTE patients. 

Ultrasonographic assessment of RVO 

Doopler assessment of RVO was performed on participants with a previous 

DVT. Vascular Doppler imaging was assessed by the same physician using a 

Siemens Sonoline G40 (Siemens Healthcare, Mountain View, Calif.), with a convex 

transducer of 3-5 MHz and linear 5-10 MHz. The incompressible venous segment 

without color flow was considered as presenting RVO. 
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Statistical analysis 

All assays were performed in triplicate for individual samples and data are 

presented as median and range for each group (n refers to the number of 

individuals in each group). Data were compared between groups using the Mann-

Whitney nonparametric test and Kruskal-Wallis nonparametric test. The Wilcoxon 

matched pairs test was used to compared groups before and after treatment with 

specific drugs. Categorical data were analyzed using the Chi-square test. 

Correlation were analyzed using the Spearman`s test. Statistical significance was 

established as p  0.05. Commercial statistical software (R Development Core 

Team version 2.0, 2011, Vienna, Austria) was used. 

Results 

Acute VTE patients and chronic VTE patients  

Demographic and clinical data  

Ten patients with acute VTE were included in the study. VTE was provoked 

in 4 patients and the risk factors identified were hormonal contraceptives (n=2), 

surgery (n=1) and travel (n=1). Patients' clinical data are summarized in tables 1 

and 2. Thirty chronic VTE patients were included in the study, 20 of these had 

spontaneous VTE. In the 10 patients with associated risk factors, these included 

hormones (pregnancy, hormonal contraceptive, puerperium and hormone 

replacement therapy) (n=7), surgery (n=1), and travel (n=2) (Tables 3 and 4). 

Demographic parameters such as age, gender, and ethnicity were similar between 

patients and controls. 
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Erythrocytes from acute and chronic VTE patients did not demonstrate 

increased adhesion to FN in vitro 

Results demonstrated that the in vitro adhesion of erythrocytes to FN from 

VTE patients was similar to that of controls (Fig. 1 and table 5). There was no 

difference between acute and chronic patients. 

 

 

Figure 1. Basal static adhesion of erythrocytes to fibronectin (FN). Erythrocytes (2x108 cells/mL) 

were allowed to adhere to FN-coated plates (20µg/mL) for 30 min at 37ºC, 5% CO2. Erythrocytes 

were from healthy individuals (controls), VTE patients during an acute episode (n=10) (A) and 

chronic VTE patients (n=30) (B). Results are expressed as % of cells adhered to FN. Bars indicated 

median values. P= refers to Mann Whitney U test. 

 

Platelets from acute and chronic VTE patients did not demonstrate increased 

adhesion to FB in vitro, before and after TB stimulation 

Under static conditions, in vitro basal and TB-stimulated platelets adhesion 

of platelets to FB of patients with acute VTE (A) and chronic VTE (B) were similar 

to that of controls (Table 5). Platelet adhesion to FB was significantly increased 

after the TB stimulus (50mU/ml) in controls and in chronic VTE patients (D) (FIG. 

2). The acute VTE group presented a tendency towards increased adhesion to FB 

after TB stimulation. It is important to point out that only 5 samples were analyzed 

in this group (C). 
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Figure 2. Adhesive properties of platelets from healthy controls and VTE patients: (A) platelet 

adhesion to FB in patients with acute VTE (n=5), before and after TB stimulation; (B) platelet 

adhesion to FB in patients after the acute episode (n=30), before and after TB stimulation. (C;D) 

increased platelet adhesion to FB after TB-stimulation in controls and patients. Platelet adhesion is 

expressed as percentage of platelets adhered. Bars indicate median values. P=ns (no statistically 

significant). FB= fibrinogen; TB= thrombin. (A) (B) P refers Mann Whitney U test, (C) (D) P refers to 

Wilcoxon test. 
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The adhesive properties of neutrophils are increased in chronic VTE patients 

with RVO and elevated DD levels  

Results demonstrated that neutrophils from patients with acute VTE and 

chronic VTE presented similar adhesion to FN compared to the controls (Fig. 3 and 

table 5). Fifteen chronic VTE patients (50%) presented DD > 0.55mg/l and RVO. In 

this subgroup of patients, we observed that the adhesive properties of neutrophils 

were significantly increased, compared to controls (Fig. 3 and table 6). 

 

 

 

 

 

Figure 3. Adhesion of neutrophils to FN in healthy control and VTE patients. (A) neutrophil 

adhesion to FN; patients with acute VTE (n=10), (B) neutrophil adhesion to FN; patients after the 

acute episode (n=30), (C) neutrophil adhesion to FN; patients with higher risk of VTE recurrence 

(n=15) (VTE + RVO +  DD) and patients with normal DD and without RVO (n=15). Neutrophil 

adhesion is expressed as the percentage of neutrophils adhered. Bars indicate median values. *** 
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P<0.05, FN= fibronectin; DD= D-dimer. (A) (B) P refers to Mann Whitney U test, (C) P refers to 

Krulskal-Wallis test. 

Inflammatory markers are significantly increased in chronic VTE patients 

with RVO and high DD levels 

Chronic VTE patients (50%) with D-dimer > 0.55mg/l and RVO presented 

significantly increased levels of IL-6, IL-8 and TNF- , and slightly increased levels 

of CRP, when compared with patients with normal DD and without RVO (Table 7). 

The adhesion of neutrophils to FN was positively correlated with IL-6 and DD 

in chronic VTE patients 

There was a significant correlation between the adhesive properties of neutrophils 

to FN and levels of IL-6 (r=0.3815; P=0.0375), and DD=0.3831; P=0.0367) in 

chronic VTE patients (Fig. 4) 

 

 

 

Figure 4. Correlation of the adhesion of neutrophils to FN with levels of IL-6 and DD in VTE patients 

after the acute episode (n=30). (A) Significant correlation of adhesive properties of neutrophils to 

FN with levels of IL-6 pg/mL; (B) Significant correlation of adhesive properties of neutrophils to FN 

with DD mg/l. DD= D-Dimer.  Spearman’s correlation.  
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Expression of adhesion molecules, LFA-1 (CD11a/CD18) and MAC-1 

(CD11b/CD18), on the surface of neutrophils in chronic VTE patients 

The expression of LFA-1 and MAC-1 integrins were determined on the 

neutrophils of controls and VTE patients after the acute episode (n=30) by flow 

cytometry (Table 8). Data suggest that the LFA-1 and MAC-1 integrins were not 

differently expressed on the surface of VTE neutrophils when compared to 

controls. Data are presented as mean relative expression (MFI) on each cell as 

these integin subunits are already highly expressed on the neutrophil surface 

(Patients: CD11a (95.5%), CD11b (93.4%), CD18 (98.7%); Controls: CD11a 

(96.6%), CD11b (92.5%), CD18 (98%)).  
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Table 1. Clinical details of controls and acute VTE patients participating in the study. 

 Controls 
(n=10) 

VTE  
(n=10) 

P 

Female/Male 4/6 4/6 ns 

Caucasian/ Non Caucasian 7/3 7/3 ns 

Age (years) 45 (30-69) 46 (28-69) ns 

Clinical features    

Proximal DVT - 9 (90%) - 

Spontaneous VTE episode, number - 6 (60%) - 

Provoked VTE episode, number - 4 (40%) - 

Comorbidities    - 

Hypertension, number 0 0 - 

Dyslipidemia, number 0 0 - 

Hypothyroidism, number 0 0 - 

Diabetes, number 0 0 - 

Other, number 0 0 - 

VTE, patients with venous thromboembolism; data presented (except M/F value) are mean (median, min, 
max), ns (no statistic). 
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Table 2. Clinical details of controls and acute VTE patients participating in the study. 

Laboratory features 
Controls 

(n=10) 
VTE 

(n=10) P 

Hemogram    

WBC (103ul) 6.03 (5.50, 4.27, 10.30) 7.76 (6.49, 3.19, 14.10) ns 

NEU (%) 3.75 (3.49, 1.94, 6.47) 4.93 (3.97, 2.01, 10.10) ns 

LYM (%) 1.66 (1.51, 1.25, 2.88) 2.12( 2.09, 0.82, 2.99) 0.023 

RBC 106ul) 5.03 (5.00, 4.22, 6.23) 4.20 (4.24, 3.20, 5.15) 0.008 

HGB (g/dl) 14.67 (14.95, 12.60, 17.10) 12.95 (12.60, 11.60,14.90) 0.008 

MCV (fl) 85.44 (85.20, 81.00, 90.00) 90.04 (87.40, 82.60, 111) ns 

MCH (pg) 29.25 (29.75, 26.50, 31.00) 31.05 (30.40, 28.50, 37.90) ns 

PLT (103/ul) 257 (250, 193, 342) 281.20 (275.50, 194, 410) ns 

MPV (fl) 7.97 (7.64, 6.70, 10) 7.67 (7.34, 6.00, 9.54) ns 
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Table 3. Clinical details of controls and chronic VTE patients participating in the study. 

 Controls 
(n=30) 

VTE  
(n=30) P 

Female/Male 18/12 18/12 ns 

Caucasian/ Non Caucasian 16/14 16/14 ns 

Age (years) 43.43 (21-72) 44.60 (20-70) ns 

Time after VTE*  - 32.92 (12-72) - 

Clinical features    

Proximal DVT** - 27 (90%) - 

Spontaneous VTE episode,  - 20 (66.6%) - 

Provoked VTE episode,  - 10 (33.3%) - 

RVO*** +  DD****  - 15 (50%) - 

Comorbidities  5 12  

        Hypertension,  4 6  

        Dyslipidemia  1 1  

        Hypothyroidism  1  

        Diabetes   1  

        Other   3  

Data are expressed as number of individuals. Time after VTE expressed as median months (range), 
* VTE , patients with venous thromboembolism; **DVT deep vein thrombosis; *** RVO, residual vein 
obstruction; ****DD, D-dimer levels. Data presented (except M/F value) are mean (median, min, 
max), ns (not statistically sgnificant). 
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Table 4. Clinical details of controls and chronic VTE patients participating in the study. 

Laboratory features 
Controls 

(n=30) 
VTE 

(n=30) P 

Familial thrombophilia   3 (10%) - 

Factor V Leinden - 2 (6.66%) - 

FII G20210A - 1 (3.33%) - 

Hemogram    

WBC (103ul) 5.97 (5.78, 3.40, 9.68) 6.14 (5.71, 3.20, 9.30) ns 

NEU (%) 3.57 (3.51, 1,37, 5.90) 3.58 (3.47, 1.42, 6.38) ns 

LYM (%) 1.74 (1.58, 1.07, 3.69) 1.92 (1.86, 0.86, 3.87) ns 

RBC 106ul) 4.77 (4.75, 4.03, 5.53) 4.90 (4.84, 3.79, 6.04) ns 

HGB (g/dl) 13.83 (13.95, 9.72, 16.60) 14.26 (14.10, 10.50,18.80) ns 

MCV (fl) 85.75 (85.60, 65.60, 97.40) 85.36 (86.05, 73.80, 92,60) ns 

MCH (pg) 28.99 (29.10, 20.70, 32.90) 28.90 (29, 24, 32.60) ns 

PLT (103/ul) 274.73 (252.00, 163, 407) 259.50 (246, 178, 395) ns 

MPV (fl) 7.78 (7.23, 5.68, 12.10) 7.66 (7.48, 6.14, 10.30) ns 
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Table 5. Comparative analysis of adhesive properties of the platelets, erythrocytes and 

Neutrophil in the acute VTE patients, chronic VTE patients and healthy controls 

 Control 

(n=30) 

Chronic VTE 

(n=30) 

p  Control 

(n=5-10) 

Acute VTE 

(n=5-10) 

p  

Platelets Basal 14.59 

(7.60-55.94) 

16.37 

(8.50-46.31) 

 

>0.05 

21.63 

(9.91-25.06) 

28.36 

(11.95-33.14) 

 

>0.05 

Platelets with 

TB-stimulus 

26.62 

(11.69-68.55) 

33.45 

(16.47-77.98) 

 

>0.05 

30.15 

(27.84-73.48) 

38.45 

(25.32-70.10) 

 

>0.05 

Erythrocytes 
7.49 

(0.97-16.30) 

7.28 

(0.13-18.54) 
>0.05 

4.62 

(1.01-19.93) 

6.0 

(1.48-25.30) 
>0.05 

Neutrophil 
19.07 

(7.99-32.66) 

22.13 

(7.63-59.39) 
0.098 

17.36 

(8.08-36.04) 

27.16 

(12.03-89.14) 
0.131 

Data are expressed as median % (range). The p Value was calculated by Mann-Whitney test 
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Table 6. Comparative analysis of neutrophil adhesive properties in the subgroup of patients 
with RVO and high DD levels 

 Controls 
(n=30) 

Patients with normal DD 
and without RVO 

(n=15) 

Patients with 
DD  and RVO 

 (n=15) 

p 

Neutrophil 
19.07 

(7.98-32.66) 

18.44 

(7.63-59.39) 

24.68 

(14.1-42.24) 

 

0.0267 

Data are expressed as median % (range). The p Value was calculated by Kruskal-Wallis test. 
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Table 7. IL-6, IL-8, TNF-  and CRP in chronic VTE patients according to the normal DD and 

without RVO or increased DD and RVO 

 

Patients with normal 
DD and without RVO 

(n=15) 

 
Patients with 

increased DD and RVO 
(n=15) 

 

P* 

IL-6 pg/mL 0.90 (0.18-19.49) 2.08 (0.71-6.37) <0.05 

IL-8 pg/mL 16.46 (5.88-40.96) 28.72 (12.60-191.1) <0.05 

TNF-  pg/mL 2.11 (1.20-6.98) 4.50 (2.03-13.76) <0.05 

CRP pg/mL 0.14 (0.001-1.77) 0.35 (0.02-1.05) 0.09 

Data expressed as median (range); DD= D-dimer *p refers to Mann Whitney U test. 
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Table 8. Expressions of CD11a, CD11b and CD18 on the surface of neutrophils isolated from 

health controls and chronic VTE patients.   

 
Controls 

 
VTE 

 P 

CD11a (MFI) 
884.0 

(106 - 1591) 

719.50 

(338 - 1158) 
>0.05 

CD11b (MFI) 
3676.0 

(22 - 9274) 

3526.0 

(98.40 - 5360.0) 
>0.05 

CD18 (MFI) 
2661.0 

(1123 – 5296) 

2451.5 

(356-5399) 
>0.05 

Data expressed as median (range); Neutrophil surface expressions were determined under basal 

conditions. Surface expression is reported as mean fluorescence intensity (MFI) on neutrophils cells 

and results are presented as median (min-max) of n individuals. No significant differences were 

found between surface integrins expression between controls and chronic VTE patients (n=30).  
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Discussion 

Static adhesion assay as a tool to evaluate the pathophysiology of VTE 

As opposed to arterial occlusive disease, venous thromboembolism is 

normally formed under conditions of low shear force in relation to the blood vessel 

wall, and is morphologically characterized by a laminar structure comprised of 

layers of platelets, leukocytes, erythrocytes, and fibrin (Wakefield et al., 1995; 

Lopez et al., 2004; Castro et al., 2006; Wakefield et al., 2008; Manfredi & Rovere-

Querini, 2010; Saha et al., 2011; Von Bruhl et al., 2012). For this reason, in vitro 

static adhesion assays may be considered as physiologically relevant in the 

evaluation of pathophysiological elements involved in VTE.  

Red Cell adhesion in VTE 

Despite the common assumption that normal erythrocytes are relatively non-

adhesive during coagulation, being passively entrapped in the fibrin network, 

recent studies point to a new concept. Adherence of erythrocytes to the 

endothelium was demonstrated in patients with sickle cell anemia and appears to 

be involved in the pathophysiology of vaso-occlusive processes (Kasschau et al., 

1996; Wojciak-Stothard et al., 1997). In addition, through in vitro studies, Goel & 

Diamond (2002) demonstrated that normal erythrocytes may also adhere to 

activated neutrophils, activated platelets and polymerized fibrin in low flow 

conditions. We therefore evaluated red cell adhesion in patients with VTE. In our 

study, using static assay conditions, no significant difference was observed 

between patients and control subjects. We cannot, however, exclude the possibility 

that erythrocytes contribute to the thrombotic process by adhering to other cells or 

fibrin, because the ligand used in this study, which was fibronectin, does not allow 
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us to rule out this possibility. Accordingly, the evaluation of the interaction of red 

cells using addition methods should be further studied.  

Platelet adhesion in VTE 

The function of blood platelets is to arrest bleeding by the formation of stable 

platelet clots. Platelets also seem to contribute to the integrity of the endothelium 

and take part in inflammatory processes (Van Gils et al., 2009). During 

inflammatory conditions, platelets roll along and adhere to activated endothelium, 

and their firm adhesion is mediated by P-selectin and the interactions of activated 

platelet IIb 3 with FB. FB molecules are, in turn, anchored to the intracellular 

adhesion molecule-1 and v 3 proteins expressed by activated endothelium 

(Tabuchi & Kuebler, 2008; Wagner & Frenette, 2008). We therefore evaluated 

platelet adhesion in our patients with VTE. 

Our results did not demonstrate alterations in the adhesive properties of 

platelets to FB (with or without thrombin stimulation) by static adhesion assay in 

patients during both the acute episode and late VTE when compared to controls. 

The increase of adherence to FB in response to TB-stimulus in patients and 

controls confirmed TB as an important platelet agonist, inducing the platelet 

surface expression of the GPIIbIIIa complex, the receptor for FB (Li et al., 1996).  

One limitation of our assessment of platelet adhesion was the low number of 

individuals with acute VTE (only 5 were assayed for this parameter) included in the 

analysis. It seems fair to speculate that acute patients would be the ones with hight 

levels of platelet activity. Therefore, our results of platelet adhesion regarding acute 

VTE patients should be analysed with caution.  
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Neutrophil adhesion in VTE patients and in patients with increased VTE 

recurrence risk 

The relation between inflammation and VTE, in particular the role of 

neutrophil in the pathogenesis of this disease, has been studied in recent years in 

animal models (Saha et al., 2011; Von Brühl et al., 2012). However, neither the 

number nor the function of neutrophils were correlated with the pathogenesis of 

VTE in humans. We therefore evaluated neutrophil adhesion in a population of 

patients with acute and chronic VTE. When compared to healthy individuals, no 

significant difference in neutrophil adhesion could be observed. However, because 

of a possible trend towards increased adhesion in patients from the chronic VTE 

group, we decided to perform a subgroup analysis, with patients with known 

markers of hypercoagulability. Patients with high levels of D-dimer have been 

considered to have a higher risk of VTE recurrence when compared with patients 

with normal D-dimer levels (8.9 vs 3.55% annual risk) (Caim et al., 

2005;Vershovsek et al., 2008; Tossetto et al., 2012). In regard to RVO, despite 

some controversy, several authors consider that RVO may be also associated with 

a higher recurrence rate of thrombosis (Cosmi et al., 2005; Siragusa et al., 2008; 

Prandoni et al., 2009; Cosmi et al., 2010; Carrier et al., 2011).  

In our study, the subgroup of patients with high D dimer and with RVO 

presented increased neutrophil adhesion when compared to the control group. In 

addition, these patients also presented an increase of inflammatory markers (IL-6, 

IL-8 and TNF- ) when compared to patients with normal D-dimer and without RVO. 

Together, these findings corroborate the evidence of a strong relationship between 
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inflammation and coagulation (Pottier et al., 2009), and point to neutrophils as a 

relevant mediatior of this association.  

According to Levi et al (2004), inflammation leads to activation of 

coagulation, and on the other hand coagulation also considerably affects 

inflammatory activity. Proinflammatory cytokines and other mediators are able to 

activate the coagulation system and reduce the regulatory pathways of natural 

anticoagulants (Levi & Van, 2010). Moreover, thrombin and factor Xa, by binding to 

receptors activatable by proteases present in endothelial cells and mononuclear 

cells are able to stimulate the production of several cytokines, causing an 

inflammatory response (Levi et al., 2004), demonstrating thus a bidirectional 

relationship between inflammation and coagulation. 

Under conditions of inflammation, the number of neutrophils in the 

circulating blood is substantially increased and neutrophils migrate into the 

inflamed sites by chemokines stimulus and interactions of adhesion molecules 

(Mihara et al., 2012). Despite the absence of differences in neutrophil counts, we 

observed that the adhesive properties of these cells was increased in patients with 

a higher risk of VTE recurrence, and that this increase correlated with levels of IL-

6. IL-6 augments the expression of adhesion molecules such as VCAM (vascular 

cell adhesion molecule-1) and ICAM-1(main ligand of integrin LFA-1 and MAC-1 

expressed by neutrophils) in inflamed sites and endothelial cells, induces the 

production of chemokines such as IL-8, IL-6 itself, and acute phase proteins such 

as C-reactive protein (CRP) (Romano et al., 1997; Mihara et al., 2012; Ricon M, 

2012). IL-6 receptor present in neuthrophil promotes neutrophil recruitment and 

activation, which could change the expression of adhesion molecules (Mihara et 
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al., 2012). It is therefore possible that inflammation, evidenced by higher IL-6, 

could lead to increased adhesive properties of neutrophils, triggering a vicious 

circle involving inflammation, increased neutrophil adhesion and activation of 

coagulation.  

In this study, no associations between increased adhesive properties of 

neutrophils with expression of LFA-1 and MAC-1 integrin subunits were observed. 

However, although the expression of these molecules was not changed, changes 

in the affinity of these adhesion molecules to their ligands can not be ruled out. In 

fact, the adhesive activity of integrins may be altered by conformational changes or 

lateral mobility (Hogg & Leitinger. 2001, Shimaoka et al., 2002; Arnaout et al., 

2005; Hu & Luo, 2012; Montresor et al., 2012). The affinity of MAC-1 for its ligand, 

for example, is dynamically regulated by inside-out signaling, producing a form of 

the integrin that binds to the substrate with a much greater affinity. (Shimaoka et 

al., 2002). Recent structural and biophysical data predict that LFA-1 and MAC-1 

exists in at least three conformational states, which differ both in their overall 

extension on the plasma membrane, as well as in the arrangement of their 

headpieces (Carman & Springer, 2003; Luo et al., 2007; Springer &Dustin, 2012; 

Montresor et al., 2012). Therefore, the increased adhesive properties of neutrophils 

in patients with a higher risk of recurrent VTE could be mediated by alterations in 

integrin affinity rather than expression. 

In the present study, we could demonstrate that VTE patients with signs of 

hypercoagulability, characterized by an increase in D-dimer levels, showed not 

only an increase in inflammatory cytokines, but also an increase in adhesive 

properties of neutrophils. Thus, our hypothesis is that adhesive properties of 
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neutrophils are stimulated by the inflammatory process associated with 

hypercoagulability, or there may be a cause-effect relationship between activation 

of coagulation and inflammation in these patients. These findings not only support 

the hypothesis of an association between inflammation and hypercoagulability, but 

highlight neutrophils as a new element in this process. 

Given the importance of the relationship between inflammation, hemostasis 

and thrombosis, more studies are needed to better understand the role of 

neutrophils in VTE, especially with the goal of providing new therapeutic 

approaches in disease prevention. 
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Conclusions 

 In conclusion, our study was not able to demonstrate differences in the 

adhesive properties of platelets, erithrocytes and neutrophils in patients with VTE, 

when compared to healthy individuals. However, when a subgroup of patients with 

known markers of hypercoagulability (high DD levels, and RVO) were evaluated, 

we were able to demonstrate increased neutrophili adhesion compared to controls. 

This subbroup also presented an increase in inflammatory cytokines. In addition, 

neutrophil adhesion correlated with IL-6 levels and DD. Our results corroborate the 

importance of the interplay between inflammation and hemostasis, and suggest 

that neutrophils might be a key player in these processes.  
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6. DISCUSSÃO GERAL  

Ensaio de adesão estático como uma ferramenta para avaliar a fisiopatologia 

do TEV 

Em oposição à doença arterial oclusiva, o tromboembolismo venoso é 

normalmente formado sob condições de baixa força de cisalhamento em relação à 

parede do vaso sanguíneo, e é caracterizada morfologicamente por uma estrutura 

laminar composta por camadas de plaquetas, leucócitos, eritrócitos e fibrina 

(Wakefield et al.,1995; López et al., 2004; Castro et al., 2006; Wakefield, 2008; 

Manfredi e Rovere-Querini, 2010; Saha et al., 2011; Von Bruhl et al., 2012). Por 

este motivo, o ensaio de adesão estática in vitro pode ser considerado 

fisiologicamente relevante na avaliação de elementos fisiopatológicos envolvidos 

no TEV.   

Adesão dos eritrócitos no TEV 

Apesar de comumente os eritrócitos normais serem relativamente não-

adesivos durante a coagulação, sendo passivamente aprisionados na rede de 

fibrina, estudos recentes apontam para um novo conceito. A adesão de eritrócitos 

ao endotélio foi observada em doentes com anemia falciforme e parece estar 

envolvido na fisiopatologia dos processos vaso-oclusivo (Kasschau et al., 1996; 

Wojciak-Stothard et al., 1997). Além disso, por meio de estudos in vitro, Goel & 

Diamond (2002) demonstraram que os eritrócitos normais podem também aderir a 

neutrófilos ativados, plaquetas ativadas e fibrinas polimerizada em condições de 

baixo fluxo.  

Nós, portanto, avaliamos a adesão de eritrócitos em pacientes com TEV. 

Em nosso estudo, usando condições de ensaio estático, não foi observada 
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diferença significativa entre pacientes e controles. Não se pode, no entanto, excluir 

a possibilidade de que os eritrócitos contribuam para o processo trombótico ao 

aderir a outras células ou a fibrina, uma vez que o ligante empregado no presente 

estudo (FB), não nos permite excluir esta possibilidade. Sendo assim, a avaliação 

da interação dos eritrócitos com outras células sanguíneas no TEV torna-se uma 

proposta interessante a ser avaliada em outras pesquisas. 

Propriedades adesivas de plaquetas no TEV  

A principal função das plaquetas é impedir o sangramento quando há lesão 

tecidual, através da adesão e agregação plaquetária e ativação da cascata da 

coagulação, formando um “tampão hemostático”. As plaquetas também 

contribuem para manter a integridade do endotélio e atuam nos processos 

inflamatórios (Van Gils et al., 2009). Em condições fisiológicas as plaquetas não 

aderem à superfície das células endoteliais, mas quando há lesão tecidual, 

proteínas da MEC são expostas e inicia-se o processo de ativação plaquetária. O 

rolamento e aderência de plaquetas ativadas ao endotélio é intermediado, 

principalmente, pela P-selectina e pela GPIb, mas as integrinas das plaquetas, 

como os receptores para FB, colágeno e FN e suas respectivas proteínas ligantes, 

propiciam uma adesão mais estável das plaquetas ao endotélio (Tabuchi e 

Kuebler, 2008; Wagner e Frenette, 2008; Van Gils, et al., 2009). Portanto nós 

avaliamos a adesão das plaquetas em nossos pacientes com TEV. 

Nossos resultados não demonstraram alterações nas propriedades 

adesivas das plaquetas ao FB em ensaio estático in vitro com e sem estímulo de 

TB em pacientes com TEV, tanto na fase aguda quanto tardia da doença, quando 

comparado aos indivíduos saudáveis.   
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Quando as plaquetas foram estimuladas com TB houve um aumento da 

adesão ao FB em relação à adesão basal, tanto no grupo de pacientes como de 

controles, demonstrando que a TB é um importante agonista na adesão 

plaquetária. A TB aumenta a expressão do complexo GPIIb/IIIa, que é o receptor 

para FB, na superfície da plaqueta. (Li et al.,1996). 

Uma limitação da nossa avaliação da adesão das plaquetas foi o baixo 

número de indivíduos com TEV agudo (apenas 5) incluídos na análise. Parece 

justo especular que pacientes agudos seria aqueles com níveis elevados de 

atividade plaquetária. Portanto, nossos resultados de adesão de plaquetas em 

relação aos pacientes com TEV aguda devem ser analisados com cautela. 

Adesão de neutrófilos em pacientes TEV e em pacientes com maior risco de 

recorrência de TEV 

A relação entre inflamação e TEV, em particular o papel dos neutrófilos na 

patogênese desta doença, tem sido atualmente estudada em modelos animais 

(Saha et al., 2011; Von Brühl et al., 2012). No entanto, nem o número e a função 

dos neutrófilos foram correlacionados com a patogênese do TEV em seres 

humanos. Nós, portanto, avaliamos a adesão de neutrófilos em uma população de 

pacientes com TEV agudo e crônico. Quando comparados aos indivíduos 

saudáveis, diferenças não signmificativas na adesão de neutrófilos pode ser 

observado. No entanto, por causa de uma possível tendência de adesão 

aumentada em pacientes do grupo TEV crônico, decidimos realizar uma análise 

de subgrupo, em pacientes com marcadores conhecidos de hipercoagulabilidade.  

O aumento do DD é considerado um marcador de hipercoagulabilidade 

(Adam et al. 2009). Pacientes com níveis elevados de DD foram considerados de 
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maior risco de recorrência de TEV, quando comparados com os pacientes com 

níveis de DD normal (8.9 vs 3.55% risco anual) (Caim et al., 2005; Vershovsek et 

al., 2008; Tossetto et al., 2012). Em relação ao TR, apesar da literatura ser 

controversa, muitos autores considera estar associado à recidiva da trombose 

(Cosmi et al., 2005; Siragusa et al., 2008; Prandoni et al., 2009; Cosmi et al., 2010; 

Carrier et al., 2011). 

Neste estudo, o subgrupo de pacientes com DD elevado e com TR 

apresentaram adesão de neutrófilos aumentada em comparação com o grupo 

ontrole. Além disso, estes pacientes também apresentaram um aumento dos 

marcadores inflamatórios (IL-6, IL-8 e TNF- ) quando comparados com pacientes 

com níveis normais de DD e sem TR. Juntos, esses achados corroboram as 

evidências de uma forte relação entre inflamação e coagulação (Pottier et al., 

2009), e colocam os neutrófilos como um relevante mediador desta associação. 

De acordo com Levi et al., (2004), a inflamação leva à ativação da 

coagulação e, por outro lado, também a coagulação afeta consideravelmente a 

atividade inflamatória. Citocinas pró-inflamatórias e outros mediadores são 

capazes de ativar o sistema de coagulação e reduzir as vias regulatórias dos 

anticoagulantes naturais (Levi & Van, 2010). Além disso, a trombina e o fator Xa, 

por ligação a receptores ativáveis por proteases presentes em células endoteliais 

e células mononucleares são capazes de estimular a produção de várias citocinas, 

causando uma resposta inflamatória, demonstrando assim uma relação 

bidirecional entre inflamação e coagulação (Levi et al., 2004). 

Sob condições de inflamação, o número de neutrófilos no sangue circulante 

é substancialmente aumentado e os neutrófilos migram para os locais de 
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inflamação por estímulos de quimiocinas e interações das moléculas de adesão 

(Mihara et al., 2012). Apesar de não haver diferenças nas contagens de 

neutrófilos, foi observado que as propriedades adesivas destas células foram 

aumentadas em pacientes com um risco aumentado de recorrência do TEV, e que 

este aumento está correlacionado com níveis de IL-6. A IL-6 aumenta a expressão 

de moléculas de adesão, tais como VCAM (molécula de adesão celular vascular-

1) e ICAM-1 (principal ligante da integrina LFA-1 e MAC-1 expressa pelos 

neutrófilos) nos sítios inflamados e células endoteliais, induz a produção de 

quimiocinas tais como IL-8, a própria IL-6 e proteínas de fase aguda, tais como a 

proteína C-reativa (PCR) (Romano et al., 1997; Mihara et al., 2012;. Ricon M, 

2012). O receptor da IL-6 presente em neutrófilos promove sua ativação e 

recrutamento, o que pode alterar a expressão de moléculas de adesão (Mihara et 

al., 2012). Portanto, é possível que a inflamação, evidenciada por níveis elevados 

de IL-6, pode levar a um aumento das propriedades adesivas de neutrófilos, 

desencadeando um círculo vicioso que envolve inflamação, aumento da adesão 

de neutrófilos e ativação da coagulação. 

Neste estudo, não houve associação entre o aumento das propriedades 

adesivas de neutrófilos com a expressão das moléculas de adesão LFA-1 e MAC-

1. No entanto, embora a expressão destas moléculas não estava  alterada, 

mudanças na afinidade destas moléculas aos seus ligantes não podem ser 

excluída. De fato, a atividade adesiva e afinidade destas moléculas podem ser 

alteradas por mudanças conformacionais e mobilidade lateral (Hogg e Leitinger, 

2001; Shimaoka et al., 2002; Arnaout et al., 2005; Hu e Luo, 2012; Montresor et 

al., 2012).  
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A afinidade da MAC-1 pelo seu ligante, por exemplo, é dinamicamente 

regulada por sinalizações ‘inside-out’, produzindo uma mudança conformacional 

da integrina que se liga ao substrato com uma maior afinidade (Shimaoka et al., 

2002). Recentemente, análises estruturais e biofísicas mostraram que a integrina 

2 existe em pelo menos três estados conformacionais, os quais diferem ambos na 

sua extensão sob a membrana plasmática, bem como no arranjo do seu 

‘headpiece’ (Carman e Springer, 2003; Luo et al., 2007; Springer e Dustin, 2012; 

Montresor et al., 2012). Portanto, o aumento das propriedades adesivas de 

neutrófilos em pacientes com alto risco de recorrência do TEV observado neste 

estudo, pode ser mediado por alterações na afinidade, ao invés do aumento da 

expressão destas moléculas. 

No presente estudo, pudemos observar que pacientes que tiveram TEV e 

mantinham sinais de hipercoagulabilidade, caracterizada pelo aumento do DD, 

apresentavam não apenas aumento das citocinas inflamatórias, mas também um 

aumento das propriedades adesivas dos neutrófilos. Assim, nossa hipótese é que 

essas alterações dos neutrófilos estejam sendo estimuladas pelo processo 

inflamatório associado à hipercoagulabilidade, ou ainda que possa haver uma 

relação de causa-efeito entre a ativação da coagulação e a inflamação nestes 

pacientes. Esses achados não apenas corroboram a hipótese da associação entre 

inflamação e hipercoagulabilidade, mas também inserem os neutrófilos como um 

novo elemento neste processo. 

Tendo em vista a importância da relação entre inflamação, hemostasia e 

trombose, mais estudos são necessários para um melhor entendimento do papel 
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dos neutrófilos no risco de TEV, especialmente com o objetivo de proporcionar 

novas abordagens terapêuticas na prevenção da doença. 
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7. CONCLUSÃO 

O aumento das propriedades adesivas de neutrófilos à FN em ensaio estático, em 

pacientes com DD aumentado e presença de TR sugere uma ativação dessas 

células, independente da expressão quantitativa das proteínas de superfície em 

sua membrana. O processo inflamatório associado à hipercoagulabilidade 

presente nessa situação clínica pode ser um fator que contribui para esse achado, 

uma vez que há uma relação bidirecional entre ativação da coagulação e a 

inflamação. 

Os pacientes com TEV não apresentam aumento da adesão plaquetária mediada 

pelo FB, mesmo na presença de um ativador como a TB. 

A adesão dos eritrócitos à FN não está aumentada em pacientes com TEV.  
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9. ANEXOS 

Anexo 1 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para os indivíduos adultos. 

Projeto: “Avaliação das propriedades adesivas em eritrócitos, neutrófilos e plaquetas de 
pacientes com TEV”. 

Responsáveis pelo projeto: Profª. Dra. Joyce Maria Annichino-Bizzacchi, Kiara Cristina 
Senger Zapponi. 

Eu, ___________________________________________________________________, 

Idade:_______, RG: _________________, HC/AIH/RH:________________________, 

Residente à Rua/Av. _____________________________________________________, 

CEP:____________________,Telefones_____________________________________, 

e-mail_________________________________________________________________, 

 Concordo em participar do presente estudo, após estar absolutamente esclarecido (a) dos 
propósitos do mesmo.  

Responsável pelo sujeito de pesquisa: _______________________________________________, 
Idade :_____, RG:_______________, Grau de Parentesco: ____________________, Residente à 
Rua/Av._________________________________________________________________Telefone: 
_________________. 

Este estudo pretende avaliar as propriedades de adesão de algumas células sanguíneas, como 
eritrócitos, neutrófilos e plaquetas, em indivíduos que tenham tido trombose venosa profunda. Para 
tanto, coletaremos 3 tubos de 12ml de sangue do senhor (a) para realizarmos o ensaio de adesão  
destas células. Os riscos a que o senhor (a) estará sujeito ao participar da coleta são: hematoma 
(mancha roxa) e/ou pequena dor no local da punção venosa. Este estudo não oferecerá aos 
sujeitos da pesquisa outros riscos importantes. A participação nesse estudo contribuirá para o 
melhor entendimento desta doença e conseqüentemente para a proposta de um tratamento mais 
eficaz para este tipo de doença no futuro. 

Outras informações: 

1. Haverá reembolso de gastos com transporte e alimentação, em conseqüência de convocação 
para comparecimento ao complexo hospitalar, exclusivamente para a pesquisa. 

2. O (a) senhor (a), como voluntário, estará livre para negar-se a participar do estudo ou desistir 
do estudo a qualquer tempo, mesmo que inicialmente tenha concordado em fazê-lo. 

3. Caso o (a) senhor (a) não concorde ou desista, a qualquer momento, de participar do estudo 
não haverá nenhum prejuízo ao tratamento da sua doença em curso.  

4. O (a) senhor (a), como voluntário poderá tirar todas as dúvidas que tiver, ou que apareçam 
durante o estudo, sobre o mesmo, havendo o compromisso do pesquisador em respondê-las. 

5. O material sanguíneo plasma colhido neste estudo será utilizado somente para os objetivos 
propostos e gostaríamos de saber se o senhor (a) concorda que  seu plasma possa ser 
armazenado. �  Sim  �  Não 
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6.  Caso seja realizado outro estudo com este plasma, o senhor (a) será devidamente informado 
e questionado se concorda na participação de outro estudo. Este novo estudo só será 
realizado após nova autorização do comitê de ética em pesquisa desta instituição.   

7. Todas as informações obtidas pelo estudo terão um caráter sigiloso e confidencial e serão 
usadas apenas com a finalidade de divulgação e publicação científica, e sua identidade será 
sempre preservada.  

8. A sua discordância em participar do estudo não lhe acarretará nenhum prejuízo em qualquer 
outro tratamento ou procedimento que possa necessitar futuramente em qualquer serviço de 
nosso hospital. 

9. Qualquer tipo de queixa ou reclamação relacionada a esta pesquisa o senhor (a) poderá entrar 
em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da FCM-UNICAMP Rua: Tessália Vieira 
de Camargo, 126 - Caixa Postal 6111 13083-887 Campinas – SP, Fone (019) 3521-8936 Fax 
(019) 3521-7187 e-mail: cep@fcm.unicamp.br 

 

Campinas ____/____/_______                     ___________________________________ 

                         Assinatura do Voluntário 

 

   ____________________________                 ________________________________ 

   Joyce M. Annichino-Bizzacchi    Kiara Cristina S. Zapponi  

         Orientadora    Aluna de Pós-graduação 

 Fone: (19) 3521-8601         Fone: (19) 3521-8617 

__________________________________________________________________________________ 
 

CONSENTIMENTO PARA ARMAZENAMENTO DA AMOSTRA 
 

Caso além de participar da pesquisa você concorde em manter a amostra coletada armazenada 

no Laboratório de Hemostasia do Hemocentro da UNICAMP, assine seu nome diante da opção 

“SIM, aceito que minha amostra seja armazenada”. Neste caso, você deve estar ciente que esta 

amostra só poderá ser utilizada após sua autorização. Caso não concorde, assine seu nome diante 

da opção “Não, não aceito que minha amostra seja armazenada”. 
 

 SIM, eu aceito que minha amostra seja armazenada 
___________________________________________ 

 NÃO, eu não aceito que minha amostra seja armazenada 
______________________________________________ 
 
 
 

Campinas ____/____/_______ 
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Anexo 2  
 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para os indivíduos controles. 

Projeto: “Avaliação das propriedades adesivas em eritrócitos, neutrófilos e plaquetas de 
pacientes com TEV” 

Responsáveis pelo projeto: Profª. Dra. Joyce Maria Annichino-Bizzacchi, Kiara Cristina 
SEnger Zapponi. 

Eu, ___________________________________________________________________, 

Idade:_______, RG: _________________, HC/AIH/RH:________________________, 

Residente à Rua/Av. _____________________________________________________, 

CEP:____________________,Telefones:_____________________________________, 

e-mail: ________________________________________________________________, concordo 
em participar do presente estudo, após estar absolutamente esclarecido (a) dos propósitos do 
mesmo.  

Responsável pelo sujeito de pesquisa: _______________________________________________, 
Idade :_____, RG:_______________, Grau de Parentesco: ____________________, Residente à 
Rua/Av________________________________________________________________________,   
Telefone: _________________. 

 

Este estudo pretende avaliar as propriedades de adesão de algumas células sanguíneas, como 
eritrócitos, neutrófilos e plaquetas, em indivíduos que tenham tido trombose venosa profunda. 
Entretanto, para termos confiança de que as alterações que por ventura encontraremos no sangue 
das pessoas acometidas por trombose estão diretamente relacionadas à doença que apresentam, 
precisamos estudar os mesmos fatores no sangue de pessoas saudáveis, como o(a) senhor(a). 
Para tanto, coletaremos 3 tubos de 12mL de sangue do senhor (a) para realizarmos o ensaio de 
adesão destas células. Os riscos a que o senhor (a) estará sujeito ao participar da coleta são: 
hematoma (mancha roxa) e/ou pequena dor no local da punção venosa. Este estudo não oferecerá 
aos sujeitos da pesquisa outros riscos importantes. A participação nesse estudo contribuirá para o 
melhor entendimento desta doença e conseqüentemente para a proposta de um tratamento mais 
eficaz para este tipo de doença no futuro. 

Outras informações: 

Haverá reembolso de gastos com transporte e alimentação, em conseqüência de convocação para 
comparecimento ao complexo hospitalar, exclusivamente para a pesquisa. 

O (a) senhor (a), como voluntário, estará livre para negar-se a participar do estudo ou desistir do 
estudo a qualquer tempo, mesmo que inicialmente tenha concordado em fazê-lo. 

Caso o (a) senhor (a) não concorde ou desista, a qualquer momento, de participar do estudo não 
haverá nenhum prejuízo ao tratamento da sua doença em curso.  
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O (a) senhor (a), como voluntário poderá tirar todas as dúvidas que tiver, ou que apareçam durante 
o estudo, sobre o mesmo, havendo o compromisso do pesquisador em respondê-las. 

O plasma, material sanguíneo, colhido neste estudo será utilizado somente para os objetivos 
propostos e gostaríamos de saber se o senhor (a) concorda que  seu plasma possa ser 
armazenado. �  Sim  �  Não 

 Caso seja realizado outro estudo com este plasma, o senhor (a) será devidamente informado e 
questionado se concorda na participação de outro estudo. Este novo estudo só será realizado após 
nova autorização do comitê de ética em pesquisa desta instituição.   

Todas as informações obtidas pelo estudo terão um caráter sigiloso e confidencial e serão usadas 
apenas com a finalidade de divulgação e publicação científica, e sua identidade será sempre 
preservada.  

A sua discordância em participar do estudo não lhe acarretará nenhum prejuízo em qualquer outro 
tratamento ou procedimento que possa necessitar futuramente em qualquer serviço de nosso 
hospital. 

Qualquer tipo de queixa ou reclamação relacionada a esta pesquisa o senhor (a)     poderá entrar 
em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da FCM-UNICAMP Rua: Tessália Vieira de 
Camargo, 126 - Caixa Postal 6111 13083-887 Campinas – SP, Fone (019) 3521-8936 Fax (019) 
3521-7187 e-mail: cep@fcm.unicamp.br 

Campinas ____/____/_______                       ___________________________________ 

                         Assinatura do Voluntário 

 ____________________________               ________________________________ 

   Joyce M. Annichino-Bizzacchi    Kiara Cristina S. zapponi 

                 Orientadora     Aluna de pós-graduação 

 Fone: (19) 3521-8601        Fone: (19) 3521-8617 

_____________________________________________________________________ 

CONSENTIMENTO PARA ARMAZENAMENTO DA AMOSTRA 

Caso além de participar da pesquisa você concorde em manter a amostra coletada armazenada no 
Laboratório de Hemostasia do Hemocentro da UNICAMP, assine seu nome diante da opção “SIM, 
aceito que minha amostra seja armazenada”. Neste caso, você deve estar ciente que esta amostra 
só poderá ser utilizada após sua autorização. Caso não concorde, assine seu nome diante da 
opção “Não, não aceito que minha amostra seja armazenada”. 

 SIM, eu aceito que minha amostra seja armazenada 

___________________________________________ 

 NÃO, eu não aceito que minha amostra seja armazenada 

_________________________________________ 
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Anexo 3 

Questionário – Data da Coleta: __/__/__ 

Nome do Paciente: 

HC:                                                             Data de nascimento: 
Idade:                                                         Sexo: : �  Feminino  �  Masculino 

Origem étnica: �  Caucasóide  �  Afro-descendente  Obs.: ________________________________ 

História Pessoal de trombose venosa profunda (TVP), ou acidente vascular cerebral (AVC), 
ou infarto agudo do miocárdio (IAM): �  Sim �  Não. Qual?........................................................................................... 
Fator de Risco Associado: ............................................................................................................................................... 
História Familiar de TVP, ou AVC, ou IAM: �  Sim �  Não. Qual?................................................................................ 
Grau de parentesco e idade:................................................................................................................................................. 
.............................................................................................................................................................................................. 
Sofre de algumas destas doenças: 
      Hipertensão arterial: �  Sim  �  Não 
      Diabetes: �  Sim  �  Não 
      Síndrome Convulsiva: �  Sim  �  Não 
      Hipotiroidismo: �  Sim  �  Não 
      Neoplasia: �  Sim  �  Não 
      Doença Renal  �  Sim  �  Não  
      Doença Hepática  �  Sim  �  Não  
      Síndrome do anticorpo antifosfolipídio  �  Sim  �  Não  
Outras__________________________________________________________________________________________ 
_______________________________________________________________________________________________ 
Fumo:  �  Sim  �  Não. Quanto tempo?                                    Quantos cigarros?  
Faz uso de algum medicamento? �  Sim  �  Não. Qual? 
Fez uso de AAS nos últimos dias? 
Faz uso de anticoncepcional? �  Sim  �  Não. Qual?                               Quanto tempo?                Via: 
Faz Terapia de Reposição Hormonal? �  Sim  �  Não. Qual medicamento?                      Quanto tempo? 
Está grávida? �  Sim  �  Não. Quantas semanas? 
Quantas gestações anteriores?             Complicações: �  Sim  �  Não. Qual? 
Abortos: �  Sim  �  Não. Quantos?                           Presença de pré-eclâmpsia? �  Sim  �  Não 

Puerpério: �  Sim  �  Não                                            Data do parto:           
Já passou por cirurgias?  
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Anexo 4. Tabela com dados demográficos e clínicos dos pacientes crônicos 

Grupos dos pacientes crônicos: 1 - DD normal e sem TR; 2 - DD aumentado e TR 

Legendas: C – caucasóide; NC – não causasóide 
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Anexo 5. Tabela com resultados laboratoriais dos pacientes crônicos 
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Anexo 6. Hemograma dos pacientes crônicos 
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                          Anexo 7. Tabela com dados demográficos e laboratoriais dos controles de pacientes crônicos 
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Anexo 8. Hemograma dos controles de pacientes crônicos 
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                          Anexo 9. Tabela com dados demográficos e laboratoriais dos pacientes com TEV agudo 

Legendas: C – caucasóide; NC – não causasóide 
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Anexo 10. Tabela com dados demográficos e laboratoriais dos controles de pacientes com TEV agudo 

Legendas: C – caucasóide; NC – não causasóide 


