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RESUMO 

 A anemia falciforme (AF) é caracterizada pela presença de crises 

vaso-oclusivas e hemólise intravascular com consequente depleção de óxido 

nítrico, ativação endotelial e inflamação crônica. Praticamente todos os 

elementos da coagulação estão alterados na direção pró-coagulante na AF, 

de forma que uma incidência aumentada de eventos tromboembólicos tem 

sido descrita nesta doença. A hidroxiuréia é atualmente um dos pilares do 

tratamento destes pacientes, tendo como principal ação induzir um aumento 

da hemoglobina fetal. A hemoglobinopatia SC (HbSC) é a segunda 

hemoglobinopatia mais prevalente após a AF. Sabe-se que há uma 

incidência elevada de eventos tromboembólicos na HbSC, porém conhece-se 

muito pouco sobre a ativação da coagulação nesta doença.  

 O presente estudo foi dividido em duas partes, tendo dois objetivos 

principais: (1) testar a hipótese de que a hidroxiuréia teria um efeito benéfico 

no estado de hipercoagulabilidade visto na AF; (2) avaliar o estado de 

hipercoagulabilildade presente na HbSC. Na primeira parte do estudo 

avaliamos a ação da hidroxiuréia nos principais componentes do balanço 

hemostático em pacientes com AF tratados (SS-HU) ou não (SS) com 

hidroxiureia; e estudamos o efeito da hidroxiureia na ativação final da 

coagulação em um modelo murino de AF incapaz de expressar a 

hemoglobina fetal. Nossos resultados mostraram que o tratamento com 

hidroxiuréia esteve associado com melhora dos marcadores de ativação da 

coagulação, incluindo redução na expressão gênica de fator tecidual (FT) 

(5.0[SS] vs. 2.6[SS-HU], p=0.02) e diminuição nos níveis plasmáticos de FT 

(p=0.01), complexo trombina-antitrombina III (TAT) (11.5[SS] vs. 7.5[SS-HU], 
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p=0.03) e fragmento 1+2 da protrombina (301.5[SS] vs. 245[SS-HU], p=0.09). 

Os pacientes tratados com hidroxiuréia também apresentaram reduções 

significativas dos níveis de trombomodulina solúvel (3.6[SS] vs. 2.5[SS-HU], 

p=0.0007) e fator de necrose tumoral alfa (TNF- ) (2.7[SS] vs. 0.3[SS-HU], 

p<0.0001). A redução dos marcadores de hipercoagulabilidade apresentou 

correlações significativas com o aumento da HbF e reduções dos marcadores 

de hemólise, ativação endotelial e inflamação. Em modelo murino de AF, a 

hidroxiuréia resultou em diminuição dos níveis plasmáticos de TAT 

(138.5[salina] vs. 106.7[HU], p=0.05).  Esses resultados fornecem evidências 

de um efeito benéfico da hidroxiuréia em reduzir o estado de 

hipercoagulabilidade na AF. 

  Na segunda parte do presente estudo, nós avaliamos os diversos 

componentes do balanço hemostático nos pacientes com HbSC e 

comparamos com os pacientes AF (SS e SS-HU). A comparação dos 

marcadores de hipercoagulabilidade entre pacientes HbSC e AF revelou que 

a expressão gênica do FT foi semelhante ao encontrado na AF (2.6[SC] vs. 

3.1[SS+SS-HU], p=0.2), enquanto os níveis de TAT e D-dímero foram 

inferiores (TAT: 4.2[SC] vs. 7.4[SS+SS-HU], p<0.0001; D-dímero: 710.4[SC] 

vs. 1495[SS+SS-HU], p=0.0003). Em comparação com pacientes com AF, os 

pacientes com HbSC apresentaram níveis semelhantes de trombomodulina 

solúvel (3.2[SC] vs. 3.0[SS+SS-HU], p=0.6), TNF-  (2.7[SC] vs. 2.2[SS+SS-

HU], p=0.5), e níveis inferiores de interleucina 8 (2.5[SC] vs. 3.2[SS+SS-HU], 

p=0.05). Dentre os pacientes com HbSC os marcadores de 

hipercoagulabilidade também apresentaram correlações significativas com 

marcadores de hemólise e inflamação.   
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 Em conclusão, nossos resultados fornecem evidências de um efeito 

benéfico da hidroxiuréia em reduzir o estado de hipercoagulabilidade na AF e 

demostram que existe uma ativação da coagulação na HbSC quando 

comparados a indivíduos normais, porém não tão intensa quanto a vista na 

AF.  
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ABSTRACT 

 Sickle cell anemia is characterized by the presence of vaso-occlusive 

crises and intravascular hemolysis with consequent depletion of nitric oxide, 

endothelial activation and chronic inflammation. Virtually all of the 

components of coagulation are altered in the procoagulant direction in sickle 

cell anemia, and thus an increased incidence of thromboembolic events has 

been described in this disease. Hydroxyurea is currently one of the mainstays 

of treatment of these patients, with the primary action of inducing an increase 

in fetal hemoglobin. Hemoglobin SC disease is the second most prevalent 

hemoglobinopathy after sickle cell anemia. There is a high incidence of 

thromboembolic events in hemoglobin SC disease, but very little is known 

about the activation of coagulation in this disease. 

 This study was divided into two parts, with two main objectives: (1) test 

our hypothesis that hydroxyurea would have a beneficial effect on the 

hypercogulable state seen in sickle cell anemia; (2) evaluate the 

hypercoagulable state present in hemoglobin SC disease. In the first part of 

this study we evaluated the effect of hydroxyurea in the main components of 

the hemostatic balance of sickle cell anemia patients treated (SS-HU) or not 

(SS) with the drug; and we also evaluated the effect of hydroxyurea on 

thrombin generation in a sickle cell murine model, uncapable of expressing 

fetal hemoglobin. Our results showed that treatment with hydroxyurea was 

associated with reduced markers of coagulation activation, including a 

reduction in the expression of the tissue factor gene (5.0[SS] vs. 2.6[SS-HU], 

p=0.02) and in plasma levels of tissue factor (p=0.01), thrombin-antithrombin 

complex III (TAT) (11.5[SS] vs. 7.5[SS-HU], p=0.03), and prothrombin 
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fragment 1+2 (301.5[SS] vs. 245[SS-HU], p=0.09). Patients treated with 

hydroxyurea also presented reductions in the levels of soluble 

thrombomodulin (3.6[SS] vs. 2.5[SS-HU], p=0.0007) and tumor necrosis fator-

alpha (TNF- ) (2.7[SS] vs. 0.3[SS-HU], p<0.0001). Hypercoagulability 

markers presented significant correlations with the increase in fetal 

hemoglobin levels and reductions in hemolysis, endothelial activation and 

inflammation markers. In the murine model of sickle cell anemia hydroxyurea 

resulted in reduction of plasma levels of TAT (138.5[saline] vs. 106.7[HU], 

p=0.05).  These results provide evidence that treatment with hydroxyurea has 

a beneficial effect of reducing the hypercoagulability state seen in sickle cell 

anemia.  

 In the second part of this study, we studied the various components of 

the hemostatic balance in hemoglobin SC disease patients and compared 

them with sickle cell anemia patients (SS and SS-HU). The gene expression 

of tissue fator was similar to the expression seen in sickle cell anemia 

(2.6[SC] vs. 3.1[SS+SS-HU], p=0.2), while the levels of TAT and D-dimer 

were lower (TAT: 4.2[SC] vs. 7.4[SS+SS-HU], p<0.0001; D-dimer: 710.4[SC] 

vs. 1495[SS+SS-HU], p=0.0003). In comparison to patients with sickle cell 

anemia, patients with hemoglobin SC disease presented similar levels of 

soluble thrombomodulin (3.2[SC] vs. 3.0[SS+SS-HU], p=0.6), TNF-  (2.7[SC] 

vs. 2.2[SS+SS-HU], p=0.5), and lower levels of interleukin 8 (2.5[SC] vs. 

3.2[SS+SS-HU], p=0.05). In hemoglobin SC patients, the hypercoagulability 

markers presented significant correlations with hemolysis and inflammation 

markers.  
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 In conclusion, our results provide evidence that treatment with 

hydroxyurea has a beneficial effect of reducing the hypercoagulability state 

seen in sickle cell anemia, and that there is an activation of coagulation in 

hemoglobin SC disease when compared to normal individuals, but not as 

intense as seen in sickle cell anemia. 
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1.1.  Fisiopatologia da anemia falciforme 

 A anemia falciforme (AF) resulta de uma mutação de ponto no códon 6 

da cadeia beta da hemoglobina, onde o 17o nucleotídeo adenina é trocado 

por timina. Esta mutação gera a substituição do aminoácido ácido glutâmico 

pela valina, levando a formação da hemoglobina S (HbS)(Ingram 1958). O 

evento primário na patogênese da AF é que a HbS é solúvel apenas se 

oxigenada, quando desoxigenada ela se torna insolúvel e sofre 

polimerização. Estes polímeros preenchem as hemácias, danificam a sua 

arquitetura e flexibilidade e levam à desidratação, deformação e falcização 

das hemácias. Como consequência temos as duas características principais 

da doença que são as crises vaso-oclusivas e a anemia hemolítica crônica.  

Os episódios agudos de vaso-oclusão são causados por obstrução da 

microcirculação por eritrócitos rígidos e deformados e leucócitos, levando a 

isquemia tecidual. Ao ocorrer a restauração do fluxo sanguíneo a lesão 

tecidual se agrava pela reperfusão, ocasionando danos oxidativos. A anemia 

hemolítica intravascular também é causada pela polimerização da HbS. Além 

da anemia, a hemólise crônica também contribui para o desenvolvimento de 

uma vasculopatia progressiva, caracterizada por hipertensão pulmonar e 

sistêmica. A anemia hemolítica e os episódios de vaso-oclusão ocasionam as 

diversas manifestações clínicas que caracterizam a AF, tais como anemia, 

crises álgicas, síndrome torácica aguda, osteonecrose, priapismo, 

hipertensão pulmonar, insuficiência renal, retinopatia, úlceras de perna e 

alterações cardíacas.  

 A fisiopatologia da AF é complexa e multisistêmica. Além das crises 

vaso-oclusivas e da anemia hemolítica existem múltiplas outras alterações 
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ocorrendo concomitantemente que estão interligadas entre si. Sabe-se que 

na AF ocorre um estado pró-inflamatório crônico (Platt 2000; Hebbel et al. 

2004; Qari et al. 2012), disfunção endotelial crônica (Hebbel et al. 2004; 

Conran and Costa 2009) e múltiplas alterações pró-coagulantes. Na realidade 

praticamente todos os elementos da coagulação estão alterados no sentido 

pró-coagulante e a AF é também um estado crônico de hipercoagulabilidade 

1.2.  Regulação do balanço hemostático 

A formação do coágulo hemostático requer em última instância, a 

conversão de fibrinogênio em fibrina mediada pela ação da trombina. O 

agente indutor fisiológico da coagulação in vivo é o fator tecidual (FT), que é 

uma proteína transmembrana encontrada em diversas linhagens celulares do 

subendotélio (Furie and Furie 2008).  De forma simplificada, a inicialização do 

processo da coagulação ocorre na superfície destas células onde, após a 

lesão vascular, o FT forma um complexo com o fator VII ativado presente em 

pequenas quantidades na circulação, ativa o fator X, que então desencadeia 

a geração de trombina. O processo pode ser dividido em três fases: a 

inicialização, propagação e finalização (Hoffman 2003). Ao final temos a 

geração de trombina em grandes quantidades, através de reações na 

superfície plaquetária. Na etapa final deste processo de geração e 

degradação da trombina e da fibrina, são formados alguns marcadores 

considerados marcadores da geração de trombina e da fibrinólise, são eles: o 

complexo trombina-antitrombina III (TAT), o fragmento 1+2 da protrombina 

(F1+2) e o D-dímero (DD) (Figura 1). 
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Figura 1 – Esquema ilustrando de forma simplificada a geração de 

trombina e seus marcadores. O fator tecidual (FT) é o principal iniciador 

fisiológico da coagulação in vivo. O FT é o receptor celular e cofator do fator 

VII da coagulação. O complexo TF:FVIIa numa superfície que contenha 

fostaditidilserina causa ativação do fator X, iniciando uma cascata de reações 

enzimáticas que culminam com a formação de trombina e trombo de fibrina. 

A geração e degradação da trombina e fibrina formadas são mensuradas 

através do complexo trombina-antitrombina III (TAT), do fragmento 1+2 da 

protrombina (F1+2) e do D-dímero (DD).  

O balanço hemostático depende do equilíbrio entre estes fatores pró-

coagulantes e os anticoagulantes naturais e também da restrição do 

processo às superfícies celulares que normalmente estão separadas pelo 

endotélio. As reações pró-coagulantes estão localizadas em superfícies 

celulares específicas, limitando o processo ao local de lesão vascular. O 

endotélio é o órgão central na manutenção deste equilíbrio, ao separar as 

células portadoras de FT das plaquetas e fatores da coagulação presentes no 
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intravascular. É fundamental esta integridade do endotélio como mecanismo 

de controle, prevenindo uma coagulação disseminada e patológica.  

1.3. Evidências clínicas de hipercoagulabilidade na anemia 

falciforme 

Existem inúmeras evidências clínicas indicando a existência de um 

estado de hipercoagulabilidade na AF. A consequência clínica principal deste 

estado pró-coagulante é a tendência para os eventos trombóticos, tanto 

arteriais quanto venosos. O principal exemplo disto é o acidente vascular 

cerebral isquêmico (AVCi), uma importante causa de morbidade e 

mortalidade em adultos e crianças com AF, chegando a uma prevalência de 

quase 10% aos 50 anos (Ohene-Frempong et al. 1998).  Crianças com AF 

apresentam uma das maiores taxas de AVCi, com uma incidência de cerca 

de 240 casos por 100 000 pessoas-ano (Earley et al. 1998), em comparação 

com a incidência de 2,3 por 100 000 em populações não selecionadas de 

crianças (Fullerton et al. 2003). Estudos de ressonância magnética mostram 

que aos 6 anos de idade pelo menos 25% das crianças com AF apresentam 

infartos cerebrais silenciosos (aparentes apenas na imagem, sem 

manifestações clínicas) e esta prevalência chega aos 37% aos 14 anos de 

idade (Bernaudin et al. 2005; Kwiatkowski et al. 2009). Os principais fatores 

de risco para ocorrência de infartos cerebrais silenciosos em crianças são 

pressão arterial sistêmica elevada e menores níveis de hemoglobina, 

indicando que pacientes com maior atividade hemolítica apresentam maior 

risco de AVCi (DeBaun et al. 2012). 
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 Eventos tromboembólicos venosos também apresentam uma 

incidência aumentada em pacientes com AF, em especial o 

tromboembolismo pulmonar (TEP). Em um levantamento de dados de 

pacientes hospitalizados nos Estados Unidos, foi encontrada uma prevalência 

quatro vezes maior de TEP nos pacientes com doença falciforme (DF) 

(incluindo indivíduos com AF e hemoglobinopatia SC), em comparação com 

os demais pacientes (Stein et al. 2006). Durante o período de observação 

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

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

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

trombose venosa profunda (TVP) foi similar nos dois grupos. Em um segundo 

estudo americano, a incidência de TEP foi 50-100 vezes maior na população 

hospitalizada com DF em comparação com a população geral (Novelli et al. 

2012). Estudos de autópsia em pacientes com AF demonstraram a presença 

de trombos novos e velhos na circulação pulmonar em 25 a 60% dos 

pacientes (Oppenheimer and Esterly 1971; Haupt et al. 1982; Manci et al. 

2003).  O TEP é uma importante complicação clínica na AF, sendo 

considerada a principal causa de óbito associada à síndrome torácica aguda 

(Vichinsky et al. 2000). A síndrome torácica aguda é uma complicação clínica 

caracterizada por dor torácica podendo ser acompanhada por febre, 

hipoxemia, tosse e alterações na radiografia de tórax. O diagnóstico da 

síndrome torácica aguda é sindrômico, e dentre as etiologias possíveis estão 

o TEP, microinfartos, embolia gordurosa e infecções. 
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A AF também é considerada um fator de risco significativo para a 

ocorrência de tromboembolismo relacionado à gestação, com um odds ratio 

de 6,7 (James et al. 2006).  

Indivíduos com traço falciforme também têm um risco aumentado para 

eventos tromboembólicos (Austin et al. 2007). Em comparação com o grupo 

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

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

com traço falciforme (odds ratio de 1,8, intervalo de confiança de 95% 1,2-

2,9). O risco de TEP foi quatro vezes maior (odds ratio de 3,9, intervalo de 

confiança de 95% 2,2-6,9) e o de TVP não foi significativamente diferente 

entre os dois grupos. De acordo com estimativas do estudo, a proporção de 

TEV nos afro-americanos atribuível ao traço falciforme foi de cerca de 7%. 

Este é um efeito mais importante do que o efeito da mutação da protrombina 

ou fator V de Leiden na população branca.  Ao compararmos os dados deste 

estudo com os do estudo caso-controle MEGA, grande estudo populacional 

holandês de fatores de risco de TEV, a presença do traço falciforme se 

associou a um odds ratio de 3,9 para TEP em comparação com um odds 

ratio de 1,7 para o fator V de Leiden e de 2,3 para a mutação da protrombina 

(van Stralen et al. 2008; van Langevelde et al. 2012). A grande implicação 

dos achados deste estudo é o reconhecimento de que o traço falciforme e a 

AF/DF são uma forma importante de trombofilia hereditária na população 

afro-descendente. 

 Além da incidência aumentada de eventos trombóticos, acredita-se 

que o estado de hipercoagulabilidade da AF contribua para um espectro de 

complicações ligadas à hemólise e disfunção endotelial, tais como a 
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hipertensão pulmonar, o priapismo e as úlceras de membros inferiores 

(Morris 2008). Parece haver uma relação entre a ativação hemostática e o 

desenvolvimento da vasculopatia de hipertensão pulmonar, uma importante 

causa de mortalidade na AF (Villagra et al. 2007; Ataga et al. 2008). Há 

também evidências de associações entre níveis de marcadores pró-

coagulantes e desenvolvimento de retinopatia e AVCi (Ataga et al. 2012). O 

aumento nos marcadores biológicos de hipercoagulabilidade observado em 

pacientes em estado estável se agrava muito mais durante crises dolorosas, 

o que pode sugerir um possível papel da hipercoagulabilidade no 

desenvolvimento de eventos vaso-oclusivos (Solovey et al. 1998; Tomer et al. 

2001; Shet et al. 2003; van Beers et al. 2009).  

 

1.4.  Mecanismos que levam à hipercoagulabilidade na anemia 

falciforme 

 O mecanismo central responsável pela ativação da coagulação na AF 

é motivo de debate, não existindo um consenso nesta questão. Existem três 

fatores que parecem contribuir de forma somatória para o desenvolvimento 

da hipercoagulabilidade, são eles: a disfunção endotelial, a inflamação e a 

hemólise intravascular.  

A. Disfunção endotelial 

A hemólise intravascular acarreta uma diminuição da 

biodisponibilidade do óxido nítrico (NO).  Durante a hemólise a hemoglobina 

é liberada do citoplasma das hemácias para o plasma, onde ela rapidamente 

reage com o NO levando ao seu consumo e redução. Também ocorre 
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liberação da arginase eritrocitária durante a hemólise, o que reduz a 

biodisponibilidade da arginina, um importante substrato para a síntese de NO 

pelas enzimas NO sintases. O NO é um regulador fundamental da 

homeostasia do endotélio e a sua deficiência acarreta um estado de 

disfunção endotelial. Além disso, o NO tem propriedades que inibem a 

ativação plaquetária, a expressão de FT e a geração de trombina e a sua 

deficiência tem uma importante contribuição para o estado pró-trombótico 

(Gladwin and Kato 2008; Morris 2008). O nível sérico da enzima lactato 

desidrogenase (LDH) é considerado um marcador clínico de hemólise 

intravascular e de biodisponibilidade do NO. A LDH serve como um marcador 

de disfunção endotelial associada à hemólise, que caracteriza um grupo de 

portadores de AF com um subfenótipo clínico de hipertensão pulmonar, 

úlceras de membros inferiores, priapismo, e óbito precoce (Kato et al. 2006).  

Na AF temos um endotélio anormalmente ativado, pró-adesivo e pró-

coagulante. Evidências indiretas de que o endotélio vascular na AF está com 

uma atividade exacerbada provêm inicialmente de estudos das células 

endoteliais circulantes (CECs) (Solovey et al. 1997).  Nos portadores de AF 

estas células estão presentes na circulação em número aumentado e durante 

as crises vaso-oclusivas o número de CECs aumenta expressivamente. Uma 

característica importante destas CECs é que elas apresentam uma maior 

expressão de moléculas de adesão, tais como a molécula de adesão 

intercelular (ICAM), a molécula de adesão de células vasculares (VCAM) e a 

E-selectina.  Além disso, foi demonstrado que as CECs expressam na sua 

superfície o FT (Solovey et al. 1998). As CECs de indivíduos com AF 

expressam FT em porcentagem muito maior do que indivíduos normais (78% 
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x 10%), sendo esta expressão maior nos episódios de crise álgica (83%) do 

que no estado crônico (66%). Esta é uma alteração extremamente importante 

porque o FT é o grande iniciador fisiológico da coagulação, e ao ser exposto 

na circulação ele pode desencadear uma ativação das vias da coagulação. A 

análise de imunofluorescência destas CECs positivas para FT mostrou que 

elas também carregam o fator VII/VIIa e são capazes de converter o fator X 

em Xa. Este dado é corroborado por um estudo anterior que mostrou que 

pacientes com AF apresentam níveis séricos menores do fator VII, indicando 

uma meia vida plasmática reduzida deste fator nestes pacientes, 

possivelmente devido à maior exposição ao FT (Kurantsin-Mills et al. 1992). 

O fator de von Willebrand (FVW) é uma glicoproteína multimérica 

mediadora da adesão plaquetária que é secretada pelas células endoteliais. 

Em estados de ativação endotelial ocorre liberação de grandes quantidades 

de moléculas muito grandes e hiperadesivas do FVW. Na AF foi demonstrado 

que existe uma quantidade elevada do antígeno de von Willebrand no 

plasma, com presença de grandes quantidades de multímetros ultra-largos 

do FVW e uma atividade exacerbada do FVW (Chen et al. 2011). O aumento 

de grandes multímeros de FVW não reflete uma deficiência de ADAMTS13, 

mas pode ser resultado de secreção endotelial aumentada e/ou resistência 

do FVW à proteólise. As concentrações e a atividade do FVW tiveram uma 

correlação direta com o grau de atividade hemolítica, avaliada pelos níveis de 

LDH. 

Diversos marcadores de ativação endotelial apresentam níveis 

plasmáticos aumentados nos pacientes com AF em comparação com 



 42 

controles. Dentre estes marcadores solúveis estão o VCAM, ICAM, E-

selectina e P-selectina (Kato et al. 2005). 

B. Inflamação 

A AF é reconhecidamente um estado pró-inflamatório crônico, com 

elevação de diversas citocinas pró-inflamatórias, aumento de contagens de 

leucócitos totais, monocitose e alterações funcionais do leucócitos (Platt 

2000; Hebbel et al. 2004; Qari et al. 2012). Em outros estados pró-

inflamatórios, como na sepse, existe uma ativação da coagulação e sabe-se 

que as vias inflamatórias e da coagulação estão intimamente relacionadas 

(Esmon 2004). 

Pacientes com AF apresentam contagens elevadas de monócitos 

circulantes. Estes monócitos estão ativados, e por sua vez, são capazes de 

ativar as células endoteliais e contribuir para a inflamação vascular e para a 

ativação da coagulação (Belcher et al. 2000). Em experimentos in vitro, a 

encubação de leucócitos mononucleares de pacientes com AF com células 

endoteliais de veias umbilicais humanas (HUVECs) causou um aumento de 

expressão de moléculas de adesão endotelial como VCAM e ICAM e 

aumento na adesão de leucócitos polimorfonucleares (Belcher et al. 2000).  A 

ativação das células endoteliais ocorreu por translocação do fator de 

transcrição NF-kappaB do citoplasma para o núcleo. O achado muito 

relevante deste estudo foi que os monócitos também induziram um aumento 

na expressão de FT pelas HUVECS na ordem de 1,9 vezes. Este achado foi 

confirmado por estudos em modelos murinos de AF. Em camundongos com 

AF os vasos da circulação pulmonar apresentam expressão aumentada do 

FT e esta expressão aumenta ainda mais após episódios de 
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hipóxia/reoxigenação (Solovey et al. 2004). A regulação desta expressão do 

FT pelas células endoteliais das vênulas pulmonares é feita por monócitos 

circulantes. O bloqueio da via NF-kappaB dos mononucleares causa uma 

redução importante na expressão do FT pelas células endoteliais (Kollander 

et al. 2010). 

Além de ativarem a expressão do FT pelas células endoteliais, os 

monócitos na AF são capazes de expressarem por si mesmos o FT. A 

atividade pró-coagulante total do FT, mensurada através de ensaios de 

coagulação feitos com a fração de células mononucleares, também está 

aumentada na AF (Key et al. 1998). Nesses ensaios de coagulação toda a 

atividade pró-coagulante do FT se concentrou na fração de células 

mononucleares isoladas do sangue periférico de pacientes com AF.  Neste 

estudo as dosagens plasmáticas do FVIIa estavam diminuídas, indicando um 

consumo desencadeado pela ativação da coagulação, provavelmente 

mediado por esta atividade pró-coagulante do FT dos monócitos circulantes. 

Corroborando esta hipótese, os níveis plasmáticos de marcadores finais da 

ativação da coagulação como o D-dímero, apresentam uma correlação direta 

e linear com a contagem de monócitos em pacientes com DF (Westerman et 

al. 2002).  

A interação entre as vias pró-inflamatória e pró-coagulante é 

bidirecional. Assim como estas alterações inflamatórias levam a expressão 

aumentada do FT e consequentemente ativação da coagulação, o contrário 

também é verdadeiro. Parece haver um papel do FT em desencadear ou 

alimentar o estado pró-inflamatório na AF (Sparkenbaugh and Pawlinski 

2013). Estudos em camundongos falciformes demonstram que a inibição do 
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FT por um anticorpo anti-FT resultou na redução dos níveis plasmáticos dos 

marcadores pró-inflamatórios interleucina 6 (IL-6) e amiloide sérico P. Além 

disso, houve redução da expressão de mieloperoxidade nos pulmões dos 

camundongos tratados com anti-FT, indicando redução da infiltração 

pulmonar por neutrófilos (Chantrathammachart et al. 2012). 

C.  Hemólise intravascular 

O aumento na incidência de eventos trombóticos tem sido encontrado 

não apenas na AF, mas também em outras anemias hemolíticas, tais como a 

talassemia e a hemoglobinúria paroxística noturna (Cappellini 2007).  

A exposição de fosfatidilserina na superfície dos eritrócitos na AF 

parece ter um papel importante na patogênese do estado de 

hipercoagulabilidade (Ataga et al. 2007). Normalmente, a fosfatidilserina é 

encontrada exclusivamente na camada interna da membrana celular das 

hemácias e só é exposta para sinalizar a remoção celular. A manutenção da 

assimetria dos fosfolípides da membrana eritrocitária é feita por enzimas ATP 

- dependentes, como a flipase e a scramblase. Acredita-se que as 

anormalidades encontradas nos fosfolípides das membranas eritrocitárias na 

AF devam-se a danos oxidativos e aos ciclos repetidos de falcização e 

desfalcização. Está demonstrado que pacientes com DF, tanto SS quanto 

SC, apresentam níveis elevados de hemácias positivas para fosfatidilserina, 

em comparação com indivíduos normais (Setty et al. 2001). As 

consequências da exposição da fosfatidilserina incluem a exarcebação da 

anemia, devido ao reconhecimento e remoção das hemácias pelo sistema 

fagocítico, e aumento da adesividade ao endotélio. Além disso, a 
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fosfatidilserina serve como sítio ancoradouro para complexos enzimáticos 

envolvidos na ativação da coagulação, sendo cofator do fator Xa na 

conversão da protrombina em trombina. Estudos anteriores demonstraram 

este efeito in vitro, ao encubarem preparações de glóbulos vermelhos com 

protrombina e fator Xa para análise das curvas de geração de trombina 

(Helley et al. 1997).  Os eritrócitos SS e, em menor escala, as hemácias SC e 

AS, aceleraram a ativação da protrombina pelo fator Xa. Os níveis de 

glóbulos vermelhos positivos para fosfatidilserina apresentaram correlação 

positiva com níveis séricos elevados de marcadores de geração de trombina 

e de fibrinólise, tais como o F1+2, TAT, D-dímero, e complexos plasmina-

antiplasmina (Setty et al. 2000; Setty et al. 2001).   

Os ciclos de falcização e desfalcização das hemácias também levam à 

formação e liberação de micropartículas positivas para fosfatidilserina. 

Micropartículas são vesículas constituídas apenas por citoesqueleto 

circundado pela membrana celular, que em geral é rica em fosfatidilserina. A 

quantidade total de micropartículas circulantes na AF é muito elevada no 

estado crônico e aumenta ainda mais nas crises álgicas (Shet et al. 2003). As 

micropartículas são de diversas linhagens celulares, incluindo eritrócitos, 

plaquetas, monócitos e células endoteliais, mas apenas as micropartículas 

derivadas de monócitos e células endoteliais expressam o FT na sua 

superfície (Shet et al. 2003). Estas micropartículas foram capazes de encurtar 

o tempo de protrombina de amostras de plasma normal e a atividade pró-

coagulante foi bloqueada ao se acrescentar um anticorpo bloqueador do FT. 

Em um segundo estudo, as micropartículas positivas para fostatidilserina 
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isoladas de pacientes com AF foram capazes de promover geração de 

trombina in vitro (Westerman et al. 2008). 

Além da exposição de fosfatidilserina e formação de micropartículas, 

outra consequência da hemólise intravascular é a liberação da hemoglobina 

intracelular e seus fragmentos, dentre eles o radical heme. Experimentos in 

vitro demonstraram que o heme é capaz de estimular células endoteliais 

(culturas de HUVECs e células endoteliais pulmonares) a  sintetizarem e 

expressarem o FT na sua superfície (Setty et al. 2008). Este estímulo é 

concentração dependente, ou seja, quanto maior a concentração de heme 

maior a expressão de FT pelas células endoteliais.  O heme também causa 

ativação plaquetária em experimentos in vitro usando plasma rico em 

plaquetas de pacientes com AF (Villagra et al. 2007). Novamente, o grau de 

estimulação plaquetária foi proporcional à concentração de heme. O heme 

também foi capaz de bloquear o efeito inibitório do NO na ativação 

plaquetária.  

 

1.5.  Estratégias terapêuticas para reequilíbrio do balanço 

hemostático na anemia falciforme 

A. Anticoagulantes e antiagregantes plaquetários 

Diante das evidências de um estado de hipercoagulabilidade na AF, 

alguns estudos clínicos foram realizados na tentativa de modular esta 

hipercoagulabilidade através do uso de agentes como anticoagulantes e 

antiagregantes plaquetários. Seria esperado que o uso da aspirina teria 

importantes benefícios neste sentido, tendo em vista que se trata de uma 

droga com ação antiagregante e também anti-inflamatória. Existem alguns 
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estudos pequenos com uso de aspirina, onde os efeitos antiagregantes não 

demonstraram correlação com efeitos clínicos benéficos (Ataga and Key 

2007). Um estudo randomizado, duplo-cego, com uso de ticlopidina mostrou 

redução na frequência e severidade das crises vaso-oclusivas (Cabannes et 

al. 1984). Mais recentemente, um estudo de fase 2, duplo-cego, 

randomizado, comparou o uso do antiagregante prasugrel versus placebo em 

pacientes com AF (Wun et al. 2013). Houve redução de biomarcadores de 

ativação plaquetária e uma diminuição não significativa de eventos dolorosos 

no grupo em uso de prasugrel. A avaliação dos anticoagulantes orais foi feita 

em poucos estudos que incluíram um reduzido número de pacientes e/ou não 

randomizados (Ataga and Key 2007). Já o uso da heparina não-fracionada 

em mini-doses demonstrou redução na frequência e severidade das crises 

vaso-oclusivas (Chaplin et al. 1989). Em resumo, estes estudos não foram 

convincentes em demonstrar benefícios no uso destas medicações para 

prevenção ou tratamento das complicações vaso-oclusivas ou de 

complicações tromboembólicas na AF.  

 

B. Indução da hemoglobina fetal 

Há muitos anos se sabe que a hemoglobina fetal (HbF) tem um efeito 

benéfico nos pacientes com AF, atenuando as manifestações clínicas. Sabe-

se que a presença da HbF altera o contato entre as moléculas de HbS, 

prejudicando a formação do polímero, com consequente redução do 

processo de falcização. O nível de HbF nestes doentes é considerado um 

importante fator prognóstico para várias complicações clínicas, incluindo as 
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crises álgicas, a síndrome torácica aguda e o óbito (Fathallah and Atweh 

2006). 

Portadores de AF com altos níveis de HbF sofrem menos ciclos de 

falcização e desfalcização, consequentemente há menor exposição da 

fosfatidilserina e redução da formação das micropartículas. Isto foi 

comprovado em um estudo com crianças portadoras de AF, onde se 

demonstrou que os altos níveis de células F (eritrócitos ricos em HbF) 

correlacionaram-se inversamente com o número de microvesículas derivadas 

de eritrócitos e com a positividade dos eritrócitos para fosfatidilserina (Setty et 

al. 2000). Também houve uma modulação da geração de trombina in vivo: os 

altos níveis de células F estiveram associados a menores dosagens do F1+2. 

Nesse estudo, os pacientes com um nível de células F de aproximadamente 

70% apresentaram níveis normais de F 1+2 e formação de microvesículas 

semelhante aos controles normais.  Recentemente um segundo estudo em 

crianças portadoras de AF também demonstrou que existe uma correlação 

negativa entre o nível de HbF e a quantidade total de micropartículas, 

micropartículas derivadas de eritrócitos, plaquetas e monócitos (Nebor et al. 

2013). 

Em função dos conhecidos efeitos benéficos da HbF, há alguns anos 

estão sendo pesquisadas terapêuticas capazes de estimular a sua síntese. 

Diversos agentes indutores da HbF estão em estudo, tais como a 5-

azacitidina, a decitabina e o butirato de arginina (Fathallah and Atweh 2006). 

Porém, na prática clínica, a única droga aprovada para uso na AF é a 

hidroxiuréia. Os demais agentes ainda são considerados experimentais. 

 



 49 

C. Hidroxiuréia 

A hidroxiuréia é uma droga citotóxica, sintetizada em 1869. Na década de 

1960 ela passou a ser usada como droga citoredutora em pacientes com 

síndromes mieloproliferativas (Rees 2011). Em 1984 a hidroxiuréia foi testada 

em macacos, e em seguida em pacientes, e foi demonstrado o seu efeito em 

aumentar os níveis de HbF (Platt et al. 1984). A hidroxiuréia tem um radical 

que tem uma ação inibitória na enzima ribonucleotídeo redutase durante a 

fase S do ciclo de divisão celular. Assim, a hidroxiuréia muda a cinética da 

proliferação eritroide favorecendo a formação das células F a partir de 

precursores eritroides primitivos e de divisão mais lenta. Este efeito deve-se à 

inibição da produção de glóbulos vermelhos ricos em HbS formados a partir 

dos precursores eritroides maduros de rápida proliferação e ao aumento da 

expressão do gene da globina γ. A hidroxiuréia tem um outro radical que ao 

ser metabolizado gera a produção de NO, o qual estimula diretamente a 

produção de cadeias globina γ, e consequentemente HbF, através da via da 

guanilil ciclase solúvel (Ikuta et al. 2001; Cokic et al. 2003; Platt 2008).  

Na prática clínica, a hidroxiuréia é capaz de reduzir o número de crises 

álgicas de em média 4,5 episódios por ano para 2,5 episódios por ano 

(Charache et al. 1995). Seu uso também reduz a ocorrência de episódios de 

síndrome torácica, diminui a necessidade de transfusões e reduz a 

mortalidade destes doentes (Platt 2008).  Estudos com seguimento a longo 

prazo mostram uma redução de 40% da mortalidade (Steinberg et al. 2003). 

A hidroxiuréia está formalmente indicada para pacientes que apresentem três 

ou mais episódios dolorosos em um ano, síndrome torácica aguda, episódios 

vaso-oclusivos graves ou anemia severa sintomática (Brawley et al. 2008). 
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Indução da HbF é o seu principal mecanismo de ação, porém a hidroxiuréia é 

uma droga com diversos efeitos pleiotrópicos, nem todos claramente 

definidos. 

 

D. Terapia gênica 

 Considerando-se que a AF é uma doença monogênica, com uma 

mutação bem definida, ela representa um alvo muito atrativo para a terapia 

gênica. Inúmeras tentativas de transferência gênica para as células tronco 

hematopoiéticas estão em andamento em estudos pré-clínicos (Persons 

2009). Uma forma já estabelecida de tratamento onde há uma correção do 

defeito genético é o transplante de células tronco hematopoiéticas (TCTH). O 

primeiro TCTH alogênico para AF foi reportado em 1984 (Johnson et al. 

1984) e desde então mais de 250 pacientes com AF foram transplantados 

mundialmente (Bhatia and Walters 2008). Os resultados clínicos são 

excelentes, com taxas de sobrevida livre de doença em torno de 80-85% 

(Vermylen 2003). Muito provavelmente ocorre normalização das alterações 

pró-coagulantes em pacientes com AF submetidos ao TCTH alogênico, 

porém isso nunca foi reportado na literatura.  

  

1.6.  Hipercoagulabilidade na Hemoglobinopatia SC 

 A hemoglobinopatia SC (HbSC) é a segunda hemoglobinopatia mais 

prevalente após a AF (homozigotos - HbSS) (Weatherall 2010). A 

hemoglobina C (HbC) também resulta de uma mutação de ponto no mesmo 

local da cadeia s, porém aqui o ácido glutâmico é substituído por uma lisina 

(Hannemann et al. 2011). A HbC tem a característica de induzir a 
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desidratação eritrocitária e formar cristais intracelulares. Hemácias com HbC 

apresentam uma alta atividade do cotransportador de membrana K-Cl que 

induz um alto efluxo de K+ da célula, com consequente desidratação celular 

(Nagel et al. 2003; Hannemann et al. 2011). O resultado são hemácias mais 

densas, microcíticas, hipercrômicas e com elevada concentração de 

hemoglobina corpuscular média. O estado homozigótico do gene HbC resulta 

apenas em uma anemia hemolítica leve. Na HbSC coexistem concentrações 

semelhantes de HbC e HbS. Ao desidratar a hemácia, a HbC potencializa as 

propriedades patogênicas da HbS com a formação dos polímeros de HbS, 

resultando em uma doença clinicamente relevante (Nagel et al. 2003).   

Todas as complicações clínicas encontradas na AF são vistas na HbSC, 

porém com menor frequência e intensidade. Estudos voltados para a 

avaliação de complicações clínicas na hemoglobinopatia SC mostram que as 

complicações crônicas mais prevalentes são a retinopatia, presente em 23-

70% dos casos, desordens otológicas, presente em 29% dos casos, e 

osteonecrose, presente em 12-23% dos casos (Koduri et al. 2001; Powars et 

al. 2002; Lionnet et al. 2012). 

 Estudos têm demonstrado um risco aumentado de eventos 

tromboembólicos na HbSC, sendo estes pacientes incluídos na casuística de 

estudos de DF (Stein et al. 2006; Novelli et al. 2012). Estudos de autópsias 

mostram que a embolia pulmonar é a segunda maior causa de mortalidade 

nestes pacientes, responsável por 13,6% dos óbitos, sendo uma causa de 

óbito mais freqüente que na AF (Manci et al. 2003). A incidência de AVCi na 

infância também é aumentada, sendo da ordem de 100 vezes maior que na 

população geral (Powars et al. 1990). No entanto, pouco se sabe sobre a 
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ativação da coagulação nesta doença. Apesar da elevada prevalência da 

HbSC, ela é comparativamente negligenciada, sendo que a maior parte das 

informações que temos são inferidas de estudos onde a AF é o foco principal, 

o que pode não ser correto dado às características fisiopatológicas distintas 

da HbSC.  

 

 Diante das evidências de um estado de hipercoagulabilidade presente 

em pacientes com AF, e da ausência de estudos que investiguem a 

hipercoagulabilidade específica da HbSC, o presente trabalho foi dividido em 

duas partes, tendo dois objetivos principais: (1) testar a hipótese de que a 

hidroxiuréia teria um efeito benéfico no estado de hipercoagulabilidade visto 

na AF e (2) avaliar o estado de hipercoagulabilildade presente na HbSC. 
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2. OBJETIVOS 
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2.1 Parte 1 – Efeito da hidroxiuréia no estado de 

hipercoagulabilidade da anemia falciforme: 

A. Estudar o efeito da hidroxiuréia nos diversos componentes do 

balanço hemostático, em portadores de AF com e sem uso de 

hidroxiuréia, através do estudo: 

a.) Expressão do fator tecidual 

b.)  Marcadores finais da geração de trombina 

c.) Marcadores de inflamação e ativação endotelial 

B. Em um modelo murino de AF incapaz de expressar a HbF 

avaliar o efeito da hidroxiuréia em marcadores da coagulação, 

inflamação e ativação endotelial. 

2.2   Parte 2 – Estado de hipercoagulabilidade na 

hemoglobinopatia SC: 

     A.  Avaliar o estado de hipercoagulabilidade em portadores de 

HbSC, comparando-os à controles normais e portadores de 

AF. 

B.   Avaliar as correlações entre as alterações da coagulação e a 

presença de complicações clínicas na HbSC.   
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1. Pacientes 

Os pacientes incluídos no estudo foram selecionados dentro da coorte 

de pacientes em seguimento no Ambulatório de Hemoglobinopatias do 

Hemocentro Unicamp no período de agosto de 2009 a dezembro de 2012. 

Foram incluídos apenas indivíduos com diagnóstico de AF (genótipo SS) ou 

HbSC, em condição estável (steady state) sem história de internação 

hospitalar, crise vaso-oclusiva ou transfusão sanguínea nos três meses 

precedentes à inclusão. Não foram incluídos pacientes que estivessem 

grávidas ou em uso de anticoagulação oral. O uso de outras medicações, 

incluindo aspirina, não foi critério de exclusão do estudo. 

No estudo dos pacientes com AF, os pacientes foram divididos em 

dois grupos: (1) em uso de hidroxiuréia (SS-HU), incluindo pacientes em uso 

de hidroxiuréia há mais de três meses na dose mínima de 10mg/kg, e (2) sem 

uso de hidroxiuréia (SS).  No grupo de pacientes com HbSC, nenhum 

paciente estava em uso de hidroxiuréia. 

Foram selecionados 25 indivíduos da mesma faixa etária para o grupo 

de controle sadios, composto por doadores de plaquetas por aférese do 

Hemocentro da Unicamp. Todos os doadores selecionados tinham padrão de 

eletroforese de hemoglobinas AA. 

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética da Instituição 

(CEP/FCM/UNICAMP), parecer no 792/2009 (Anexo 1), e o termo de 

consentimento foi obtido dos pacientes e indivíduos controles (Apêndice 1).  

3.2.  Coleta de dados clínicos  
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 Os dados clínicos dos pacientes incluídos no estudo foram obtidos a 

partir da revisão dos prontuários médicos, realizada no momento da inclusão 

no estudo. Para os pacientes com HbSC  e os do grupo SS foram coletadas 

as informações clínicas do momento da inclusão no estudo. Para os 

pacientes do grupo SS-HU foram obtidos os dados referentes a indicação da 

hidroxiuréia e as informações clínicas de dois momentos diferentes: (1) antes 

do início da terapia com hidroxiuréia e (2) durante o tratamento com 

hidroxiuréia, no momento da inclusão no estudo.    

 Os dados clínicos obtidos foram: nome, sexo, data de nascimento, 

peso, diagnóstico, dados do tratamento com hidroxiuréia (indicação clínica, 

data de início, dose utilizada),  ocorrência de crises álgicas, presença de 

complicações relacionadas à doença falciforme (retinopatia, priapismo, 

acidente vascular cerebral, úlceras de membros inferiores, hipertensão 

pulmonar, síndrome torácica aguda, osteonecrose de fêmur ou úmero, 

tromboembolismo venoso) e medicações utilizadas. 

 

3.3. Coleta de dados laboratoriais e preparação das amostras de 

sangue 

 As amostras de sangue para todas as análises laboratoriais, incluindo 

hemograma, HbF e provas de hemólise, foram obtidas simultaneamente, por 

punção venosa no momento da coleta de exames de rotina do seguimento 

ambulatorial.   

 A coleta foi realizada com a aplicação de um torniquete leve e o 

primeiro tubo coletado não era utilizado para os testes de coagulação para 

evitar artefatos associados à punção venosa.  As amostras eram 
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processadas dentro de 2 horas da coleta, sendo submetidas à separação do 

plasma pobre em plaquetas, através de centrifugações a 2500g por 15 

minutos, divididas em alíquotas, congeladas a -80°C até as análises, e 

descongeladas a 37°C por 5 minutos no momento dos testes. 

 

3.4. Quantificação da expressão do fator tecidual 

A. Expressão gênica – PCR quantitativo em tempo real 

Com base no seqüenciamento do gene do FT escolhemos uma sequência 

de nucleotídeos encontrados nos exons 4 e 5 para desenhar o nosso par de 

iniciadores para amplificação do gene do FT. Com auxílio dos programas 

Gene Runner e Primer Express (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 

verificamos a especificidade, temperatura de dissociação e formação de 

estruturas secundárias do par de iniciadores.  As sequências dos iniciadores 

escolhidos e suas características estão descritas na Tabela 1. 

 

Tabela 1 – Par de iniciadores do gene do fator tecidual 

Iniciador Características 

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

Total de nmole: 10,3 nmole 

Densidade óptica: 3,0 

Temperatura de dissociação: 56,3° C 

Conteúdo GC: 39,1% 

Peso molecular: 7076,5g/mole 

Reverse 5’ GGG AGG GAA TCA CTG CTT GA 3’ 
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Total de nmole: 8,8 nmole 

Densidade óptica: 2,0 

Temperatura de dissociação: 56,1° C 

Conteúdo GC: 55% 

Peso molecular: 6221,9g/mole 

 

Para verificar a concentração ideal dos iniciadores do gene do FT 

realizamos uma curva com as concentrações de 150nM, 300nM, 400nM, 

600nM e 800nM. O objetivo era escolher a menor concentração dos 

iniciadores que obtivesse o menor ciclo threshold (Ct) com o maior delta de 

reporter normalizado (∆Rn). Utilizamos cDNA de duas linhagens leucêmicas, 

a U937 (monocítica) e a K562 (eritroleucêmica). Escolhemos a concentração 

de 600nM, pois apresentou os melhores resultados, tanto nas amostras com 

baixa expressão (linhagem K562) quanto nas de alta expressão do gene 

(linhagem U937). As reações em cadeia da polimerase quantitativo (PCRq) 

em tempo real foram realizadas no 7500 Real Time PCR System (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA).  As curvas de amplificação e de 

dissociação do gene do FT estão ilustradas nas Figuras 2 e 3, 

respectivamente.  
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Figura 2 - Curva de amplificação do gene do fator tecidual nas 

concentrações crescentes do par de iniciadores. O eixo y representa o 

∆Rn (intensidade da fluorescência) e o eixo x representa o número de ciclos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Curva de dissociação dos iniciadores, demonstrando sua 

especificidade. O pico único demonstra sua especificidade. O eixo x 

representa a temperatura de dissociação em graus Celsius.  
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 Para avaliarmos a eficiência dos iniciadores do FT realizamos uma 

curva com quatro diluições seriadas na ordem de 1:2 na concentração do 

cDNA. Cada diluição do experimento foi realizada em triplicata.  Utilizamos 

cDNA da linhagem leucêmica U937 por ter uma alta expressão do gene do 

FT, e a concentração inicial de cDNA utilizada foi de 240ng.  Conforme a 

ilustração abaixo (Figura 4), pode-se verificar que os iniciadores tiveram 

eficiência próxima de 100%. 

 

Figura 4 – Curva de eficiência do par de iniciadores do gene do fator 

tecidual. São quatro pontos de diluição do DNA, demonstrando uma 

eficiência próxima a 100%. O eixo y indica o Ct e o eixo x indica a 

concentração do cDNA. 

 

Dois candidatos a controles endógenos para normalização da expressão 

gênica foram selecionados: HPRT e β-Actina. Realizamos um teste de 

compatibilidade entre estes controles endógenos e o FT, usando a curva de 
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diluição seriada de cDNA na ordem de 1:2 com 4 pontos.  Novamente 

usamos cDNA da linhagem U937, partindo de uma concentração inicial de 

cDNA de 240ng. Realizamos o PCRq nas diferentes concentrações de cDNA 

com o gene alvo (FT) e os controles endógenos, com cada reação sendo 

realizada em triplicata.  Após obtermos curvas de eficiência de 100%, com 

tolerância de 10% na eficiência para mais ou para menos, realizamos a 

extração e média dos Cts. Construímos um gráfico para representar a 

cinética e compatibilidade entre o gene alvo e os controles endógenos 

(Figura 5). Calculamos o ∆Ct (Ct gene alvo- Ct do controle endógeno) em 

cada concentração e plotamos no eixo y do gráfico. No eixo x colocamos os 

valores do log da diluição dos diversos pontos de cDNA. A equação da reta, 

com fórmula y=ax+b, indica o valor de referencia da compatibilidade, onde “a” 

deve ficar no intervalo de -0,1 a 0,1 para ser considerado compatível.  Os 

dois genes endógenos foram considerados compatíveis. As sequências dos 

iniciadores do HPRT e β-Actina estão descritas na Tabela 2. 

 

Tabela 2 – Sequência dos iniciadores dos controles endógenos 

 

Gene Sequência 

β-Actina FW: 5’AGG CCA ACC GCG AGA AG  3’  

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

 

HPRT FW: 5’ GAA CGT CTT GCT CGA GAT GTG A 3’  

RW: 5’ TCC AGC AGG TCA GCA AAG AAT 3’ 
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Figura 5 - Teste de compatibilidade entre o gene do fator tecidual e o 

controle endógeno ββββ-Actina. A equação da reta y=ax+b indica o valor de 

referência da compatibilidade, onde “a” deve ficar no intervalo de -0,1 a 0,1 

para ser considerado compatível. O valor de “a” foi de 0,0148 para o β-Actina 

indicando ótima compatibilidade. O eixo y indica o valor do ∆Ct e o eixo x o 

log das diluições do cDNA. 

 

Para avaliarmos a expressão gênica do FT extraímos RNA de amostras 

de sangue periférico, colhidas em EDTA, de pacientes e controles normais.  

O material foi submetido à lise das hemácias com tampão contendo cloreto 

de amônia e o RNA isolado utilizando Trizol (Life Technologies, Carlsbad, 

CA, USA).  As amostras de RNA, contendo 1 µg de RNA e tratadas com 

DNAse I, foram transcritas reversamente em cDNA com uso da enzima 

transcriptase reversa (Fermentas, Carlsbad, CA, USA). Verificamos a 

qualidade da transcrição do cDNA através de PCR simples para o gene da  

β-Actina. 

Realizamos o PCRq para determinar a expressão do gene do FT nos 

pacientes selecionados e em controles normais.  Cada amostra foi avaliada 
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com o gene alvo e os dois controles endógenos. Todas as reações foram 

realizadas em triplicata, usando a concentração de cDNA de 120ng/ul. Um 

controle negativo, sem adição de cDNA, foi realizado para cada par de 

iniciadores. O protocolo de dissociação foi realizado no final de cada reação 

para verificar amplificações não específicas. O controle endógeno que 

apresentou a melhor cinética de reação com o TF foi o β-Actina e ele foi 

escolhido para normalização da expressão relativa. A amostra de um controle 

normal foi utilizada como amostra calibradora.  

 

B. Expressão proteica 

Realizamos uma quantificação do antígeno do FT no plasma através 

de kits comercialmente disponíveis de ensaio imunoenzimático (ELISA – 

enzyme-linked immunosorbent assay) (IMUBIND®, American Diagnostica 

Inc., Stamford, CT, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. Todas 

as análises foram realizadas em duplicata. 

3.5.  Quantificação dos marcadores de geração de trombina 

Os marcadores de geração de trombina estudados foram o F1+2, o 

TAT, e o D-dímero quantificados por kits comercialmente disponíveis de 

ELISA (TAT e F1+2- Enzygnost®, Siemens, Marburg, Alemanha; D-dímero – 

Sekisui Imuclone® D-Dimer, Stamford, CA, USA), seguindo as instruções do 

fabricante. Todas as análises foram realizadas em duplicata, em amostras de 

plasma. 

 



 68 

3.6.  Quantificação do marcador de ativação endotelial 

Os níveis plasmáticos do antígeno solúvel da trombomodulina foram 

quantificados como marcador da ativação endotelial. Suas quantificações 

foram feitas em duplicata, por kits comercialmente disponíveis de ELISA 

(IMUBIND®, American Diagnostica Inc., Stamford, CT, EUA), de acordo com 

as instruções do fabricante.  

3.7.  Quantificação dos marcadores de inflamação 

 Os marcadores inflamatórios estudados foram o TNF-  e a IL-8. Os 

níveis séricos do TNF-  e IL-8 foram mensurados em duplicata, por kits 

comercialmente disponíveis de ELISA (TNF-  US e IL-8 US, Invitrogen, 

Camarillo, CA, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. Os kits 

utilizados são ultra-sensíveis, com os seguintes limites de detecção: TNF-  -   

0,09 pg/mL e IL-8 – 0,1 pg/mL. 

3.8.  Experimentos no modelo murino de anemia falciforme 

 O modelo murino experimental de AF foi obtido através do transplante 

de células tronco hematopoiéticas (TCTH). Nesse procedimento, 

camundongos selvagens C57BL/6, todos provenientes do Centro de 

Bioterismo da Unicamp (CEMIB-Unicamp, Campinas, SP, Brasil),  foram 

irradiados até a depleção total da medula óssea com 2 doses de 1200 rad 

com intervalos de 3 horas. Em seguida os animais receberam as células 

hematopoiéticas de medula óssea provenientes de camundongos Berkeley. 

Este modelo de camundongos Berkeley expressa apenas cadeias de 

globinas S humanas, não sendo capaz de produzir HbF (Paszty et al. 1997). 

Após 11 semanas do transplante verificamos se houve pega medular 
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eficiente através de eletroforese de hemoglobinas séricas  em gel de 

acrilamida feita com amostra de sangue coletada da ponta da cauda dos 

animais. Apenas os animais com hemoglobina humana >97% foram 

utilizados no estudo.  

 Dividimos os animais transplantados em dois grupos experimentais: 

um grupo controle que recebeu apenas solução fisiológica e um grupo que 

recebeu hidroxiuréia (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Após a 

comprovação da pega medular foi iniciado o tratamento com hidroxiuréia, na 

dose de 50 mg/kg, por injeção intraperitoneal 5 vezes por semana. Esta dose 

de hidroxiuréia foi escolhida por ter sido a dose máxima tolerada neste 

modelo experimental em um estudo prévio (Lebensburger et al. 2010). O 

grupo controle recebeu injeções intraperitoneais de solução fisiológica. O 

tratamento com a hidroxiuréia ou solução fisiológica teve a duração de 16 

semanas. Após este período foi realizada a coleta final das amostras. 

Previamente aos procedimentos invasivos, os animais foram anestesiados 

com soluç o salina ril contendo quetamina 80-100 mg/kg e xilazina 5-10 

mg/kg por via intra-dérmica. Após a anestesia geral foi feita uma laparotomia 

com incisão mediana e punção direta da veia cava para coleta das amostras 

de sangue total em tubos contendo anticoagulante citrato a 3,2%. A punção 

da veia cava foi selecionada como método de coleta por ser a via em que a 

ativação da coagulação é menos pronunciada, se comparada com punção 

cardíaca ou retro-orbital. Ao final da coleta os animais foram sacrificados por 

deslocamento cervical. As amostras coletadas foram submetidas ao 

processamento, respeitando o tempo máximo de 30 minutos entre a coleta e 

o início da centrifugação. O plasma foi obtido por centrifugação a 4000g por 
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15 minutos, divididos imediatamente em alíquotas e armazenado a -800C. 

 Posteriormente, realizamos a quantificação dos marcadores TAT, IL-6 

e sVCAM-1 nas amostras de plasma dos animais. Todos os marcadores 

foram mensurados em duplicata, por kits comercialmente disponíveis de 

ELISA (TAT - Enzygnost®, Siemens, Marburg, Alemanha; IL-6 e sVCAM-1 - 

R&D Systems Quantikine, Minneapolis, MN, USA), de acordo com as 

instruções do fabricante. 

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Uso de 

Animais (CEUA/UNICAMP), protocolo no 2787-1 (Anexo 2).  

 

3.9. Análises estatísticas 

Os pacientes incluídos no estudo da AF foram divididos em dois 

grupos: um sem uso de hidroxiuréia (SS) e outro em uso de hidroxiuréia (SS-

HU). As comparações entre os dois grupos de pacientes e grupo controle 

foram realizadas usando o teste não paramétrico de Mann-Whitney para as 

variáveis contínuas. O teste de Fisher foi utilizado para as análises de 

variáveis categóricas. As correlações entre os diversos parâmetros 

laboratoriais foram realizadas com o teste de correlação de Spearman. Para 

avaliarmos o impacto da terapia com hidroxiuréia, HbF, hemólise, inflamação 

e ativação endotelial nos marcadores de hipercoagulabilidade, nós 

realizamos uma análise de regressão linear multivariada com critério 

Stepwise de seleção de variáveis. As variáveis contínuas sem distribuição 

Normal foram transformadas em postos (ranks). 
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Nos experimentos com modelo murino de AF os animais foram 

divididos em dois grupos experimentais e as comparações entre os dois 

grupos foi feito pelo teste de Mann-Whitney. 

No estudo da HbSC, os pacientes com HbSC foram comparados com 

os pacientes SS e SS-HU e com controles sadios através do teste de Mann-

Whitney para variáveis contínuas e teste de Fisher para variáveis 

categóricas. As correlações entre os diferentes parâmetros laboratoriais 

foram feitas utilizando o teste de correlação de Spearman. Para avaliarmos 

as associações entre as complicações clínicas e marcadores da coagulação 

realizamos o teste de Mann-Whitney. 

As análises estatísticas foram realizadas usando o software GraphPad 

Prism 4 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA) e SAS (SAS Institute Inc., 

Cary, NC, EUA). Valores de p 0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. 
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4.1.  Parte 1 – Estudo do efeito da hidroxiuréia no estado de 

hipercoagulabilidade da anemia falciforme: 

 

A. Características dos pacientes incluídos 

 Um total de 38 pacientes portadores de AF (homozigotos SS) foi 

incluído na parte 1 do estudo, todos em condição estável (sem crises, 

hospitalizações ou transfusões nos 3 meses precedentes). Dentre os 

pacientes incluídos, 23 faziam uso de hidroxiuréia (denominados SS-HU) e 

15 não faziam uso da droga (denominados SS). No grupo de pacientes em 

uso da hidroxiuréia as doses variaram de 11-34mg/kg/d (média de 

20mg/kg/d) e o tempo de tratamento de 3-196 meses (mediana de 28 

meses).  A dose era ajustada de acordo com a melhora clínica ou até a dose 

máxima tolerada. Pacientes com insuficiência renal ou que apresentaram 

elevação da hemoglobina para valores acima de 11g/dL tiveram as doses de 

tratamento com hidroxiuréia reduzidas. As indicações clínicas para o 

tratamento com hidroxiuréia foram: crises álgicas de repetição em 44% 

(n=10); síndrome torácica aguda em 17% (n=4); acidente vascular cerebral 

em 17% (n=4) e anemia hemolítica grave em 22% (n=5). Pacientes em 

terapia com hidroxiuréia, quando comparados ao grupo sem hidroxiuréia, 

tinham um antecedente de fenótipo clínico mais grave antes do início do 

tratamento, indicado pela maior frequência de complicações clínicas. Os 

níveis de HbF, LDH, bilirrubina indireta e contagens de leucócitos dos 

pacientes SS-HU mensurados antes do início do tratamento com hidroxiuréia 

foram semelhantes aos valores dos pacientes sem indicação do uso da droga 

(SS).  O tratamento com hidroxiuréia resultou em melhora significativa nestes 
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parâmetros laboratoriais no grupo de pacientes tratados. As características 

clínicas e laboratoriais dos pacientes incluídos no estudo estão descritas na 

Tabela 3.  
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Tabela 3- Características clínicas e laboratoriais dos pacientes incluídos no estudo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abreviações: SS – pacientes com anemia falciforme sem uso de hidroxiuréia; SS-HU - pacientes com anemia 

falciforme em uso de hidroxiuréia (SS-HU pré: dados clínicos e laboratoriais de antes do início do tratamento com 

 
SS 

n=15 
SS-HU 
n=23 

 

 
 SS-HU pré1 

 
SS-HU pós 

 

p
2 

SS vs. 
SS-HU pré 

p
2 

SS vs. 
SS-HU pós 

p
2 

SS-HU pré vs. 
SS-HU pós 

Características clínicas:  
Idade (anos)3 28 (24,43) 33 (25,42) 38 (31,43) 0.97 0.20 0.06 
Sexo: Masculino/Feminino4 4(27)/ 11(73) 6(26)/ 17(74) NA 1.0 NA NA 
Traço -talassêmico,4,5 3 (27) 6 (30) NA 1.0 NA NA 
Complicações clínicas:4 
- Crises álgicas de repetição6 
- Síndrome torácica aguda 
- Acidente vascular cerebral7 
- Úlceras venosas  
- Retinopatia 
- Osteonecrose 

 
0  

1 (7) 
0  

2 (13) 
3 (20) 
1 (7) 

 
13 (57) 
6 (26) 
7 (30) 
3 (13) 
10 (44) 
6 (26) 

 
0 

1 (4) 
7 (30)8 

2 (8) 
10 (44)8 

6 (26)8 

 
0.008 
0.20 
0.03 
1.0 

0.18 
0.21 

 
1.0 
1.0 

0.03 
1.0 

0.18 
0.21 

 
<0.0001 

0.09 
1.0 
1.0 
1.0 
1.0 

Características laboratoriais:
3 

Hemoglobina fetal (%) 4.9 (4, 6.4) 6.7 (2.8, 8.7) 16.8 (13, 22) 0.07 <0.0001 <0.0001 
Lactato desidrogenase (U/L) 1092 (897,1616) 875 (803,1253) 710 (611,770) 0.24 <0.0001 0.02 
Bilirrubina indireta (mg/dL) 3.5 (1.5, 5) 3.0 (2.3, 3.7) 1.5 (1, 2.3) 0.49 0.006 0.005 
Hemoglobina (g/dL) 7.2 (6.6, 8) 8.3 (7.5, 8.7) 9.1 (8.4, 10.3) 0.06 <0.0001 0.002 
Hematócrito (%) 20.2 (18.3, 24.3) 24.5 (23.1, 25.9) 27.1 (25.1, 30.1) 0.02 <0.0001 0.009 
Volume corpuscular médio (fL) 86.6 (85.7, 92.5) 91.6 (85, 100) 111 (103.6, 121) 0.19 <0.0001 <0.0001 
Contagem de reticulócitos (x109/L) 306 (256, 373) 372 (253, 423) 179 (134, 265) 0.19 0.003 <0.0001 
Contagem de leucócitos (x109/L) 12.2 (8.6, 13.1) 11 (8, 12.5) 7.5 (6.3, 8.6) 0.57 <0.0001 0.0001 
Contagem de neutrófilos (x109/L) 5.1 (4.6, 6.8) 5.2 (3.5, 6.7) 3.1 (2.7, 4.1) 0.88 0.0009 0.0005 
Contagem de monócitos (x109/L) 1.1 (0.9, 1.3) 1.0 (0.7, 1.2) 0.6 (0.4, 0.9) 0.08 0.0007 0.006 
Contagem de plaquetas (x109/L) 430 (312, 586) 478 (406, 564) 419 (275, 480) 0.21 0.57 0.04 
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hidroxiuréia; SS-HU pós: dados clínicos e laboratoriais durante o tratamento com hidroxiuréia, coletados no momento 

da inclusão no estudo); NA: não se aplica. 
1Nós coletamos informações referentes às características clínicas e laboratoriais dos pacientes antes do início do 

tratamento com hidroxiuréia. Os dados clínicos dos 23 pacientes são conhecidos. Valores de hemoglobina fetal, 

hemoglobina, hematócrito, volume corpuscular médio, contagem de reticulócitos, leucócitos, neutrófilos, monócitos e 

plaquetas estavam disponíveis para 19 pacientes; lactato desidrogenase para 5 pacientes e bilirrubina indireta para 

20 pacientes.  
2As idades dos pacientes e os dados laboratoriais foram comparados com o teste U de Mann-Whitney. As demais 

características clínicas foram comparadas usando o teste de Fisher.  
3Dados representados como: mediana (percentis 25, 75). 
4Dados representados como: número (%). 
5 Traço -talassêmico: deleção -3.7kb (-  3.7). Os resultados estavam disponíveis para 11 pacientes no grupo SS e 

20 pacientes no grupo SS-HU.  
6Crises álgicas de repetição foram definidas como presença de três ou mais crises por ano.  
7Pacientes com acidente vascular cerebral eram submetidos a transfusão regular por um período de 2 a 5 anos e 

depois colocados em tratamento com hidroxiuréia. Para estes pacientes, as características laboratoriais prévias ao 

tratamento com hidroxiuréia foram coletadas antes do início da transfusão regular.  
8Nenhum evento novo ocorreu após o início do tratamento com hidroxiuréia.  
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B. Expressão relativa do fator tecidual 

 O PCRq evidenciou um aumento na expressão relativa do FT em 

ambos os grupos de pacientes em comparação com os controles normais 

(5.0[SS] vs. 1.2[controles], p=0.0004; 2.6[SS-HU] vs. 1.2[controles], p=0.001). 

Ao compararmos os dois grupos de pacientes, verificamos que os pacientes 

sem uso de hidroxiuréia apresentam valores do FT significativamente 

maiores do que os pacientes em uso da droga (5.0[SS] vs. 2.6[SS-HU], 

p=0.02) (Figura 6 e Tabela 4). 

 

 

Figura 6 - Expressão relativa do fator tecidual nos pacientes com 

anemia falciforme e controles. A expressão relativa do gene do fator 

tecidual (FT) foi estudada por PCRq em cDNA de leucócitos totais em 

pacientes e controles. O número de pacientes incluídos em cada experimento 

está indicado na figura. O eixo y indica os valores relativos da expressão do 

FT/ -Actina. As comparações entre os grupos foram realizadas pelo teste U 
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de Mann Whitney e valores de p 0.05 foram considerados significativos. 

Abreviações: SS – pacientes com anemia falciforme sem uso de hidroxiuréia; 

SS-HU – pacientes com anemia falciforme em uso de hidroxiuréia. 

 

C.  Níveis plasmáticos do fator tecidual 

 A redução na expressão relativa do FT em pacientes em uso de 

hidroxiuréia foi confirmada pelas medidas dos níveis plasmáticos da proteína 

do FT. Uma grande proporção dos pacientes e controles tiveram níveis 

indetectáveis do FT plasmático (50% e 80%, respectivamente) e por isso 

estes resultados foram analisados com base em valores detectáveis, usando 

o teste de Fisher. No grupo de pacientes sem uso de hidroxiuréia, 79% 

(11/14) dos pacientes tiveram níveis plasmáticos detectáveis do FT, em 

comparação com apenas 28% (5/18) dos pacientes em uso de hidroxiuréia 

(p=0.01) (Figura 7).  
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Figura 7 – Níveis plasmáticos do fator tecidual nos pacientes com 

anemia falciforme e controles. Os níveis plasmáticos do fator tecidual (FT) 

foram quantificados por kit de ELISA nos pacientes e controles. O número de 

pacientes incluídos em cada experimento está indicado na figura. O eixo y 

indica os valores plasmáticos do FT em pg/mL. As comparações entre os 

grupos foram realizadas pelo teste U de Mann Whitney e valores de p 0.05 

foram considerados significativos. Abreviações: SS – pacientes com anemia 

falciforme sem uso de hidroxiuréia; SS-HU – pacientes com anemia 

falciforme em uso de hidroxiuréia. 

 

D.  Níveis plasmáticos do complexo trombina-antitrombina III  

  As consequências funcionais da redução da expressão do FT foram 

avaliadas pelas medições dos níveis plasmáticos dos marcadores indiretos 

de geração de trombina: TAT e F1+2.  Os níveis plasmáticos de TAT 

estavam significativamente elevados em pacientes SS em comparação com 
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os controles normais (11.5[SS] vs. 2.4[controles], p<0.0001).  O tratamento 

com hidroxiuréia esteve associado a uma redução significativa nos níveis 

plasmáticos de TAT (11.5[SS] vs. 7.5[SS-HU], p=0.03) (Figura 8 e Tabela 4). 

 

Figura 8 – Níveis plasmáticos do complexo trombina-antitrombina III em 

pacientes com anemia falciforme e controles. Os níveis plasmáticos do 

complexo trombina-antitrombina III (TAT) foram quantificados por kit de 

ELISA nos pacientes e controles. O número de pacientes incluídos em cada 

experimento está indicado na figura. O eixo y indica os valores plasmáticos 

do TAT em g/L. As comparações entre os grupos foram realizadas pelo 

teste U de Mann Whitney e valores de p 0.05 foram considerados 

significativos. Abreviações: SS – pacientes com anemia falciforme sem uso 

de hidroxiuréia; SS-HU – pacientes com anemia falciforme em uso de 

hidroxiuréia. 
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E. Níveis plasmáticos do fragmento 1+2 da protrombina 

 Os valores plasmáticos do F1+2 foram significativamente maiores nos 

pacientes do que no grupo controle (301.5[SS] vs 145[controles], p<0.0001; 

245[SS-HU] vs 145[controles], p=0.002). Ao compararmos o grupo de 

pacientes com e sem uso da hidroxiuréia podemos observar que o grupo sem 

uso da medicação apresenta valores de F1+2 maiores, porém esta diferença 

não foi estatisticamente significativa (301.5[SS] vs 245[SS-HU], p=0.09) 

(Figura 9 e Tabela 4). As reduções dos níveis de TAT e do F1+2 confirmam a 

relevância biológica da redução da expressão do FT nos pacientes em uso 

de hidroxiuréia. 

 

Figura 9 – Níveis plasmáticos do fragmento 1+2 da protrombina nos 

pacientes com anemia falciforme e controles. Os níveis plasmáticos do 

fragmento 1+2 da protrombina (F1+2) foram quantificados por kit de ELISA 

nos pacientes e controles. O número de pacientes incluídos em cada 

experimento está indicado na figura. O eixo y indica os valores plasmáticos 



 84 

do F1+2 em pmol/L. As comparações entre os grupos foram realizadas pelo 

teste U de Mann Whitney e valores de p 0.05 foram considerados 

significativos. Abreviações: SS – pacientes com anemia falciforme sem uso 

de hidroxiuréia; SS-HU – pacientes com anemia falciforme em uso de 

hidroxiuréia. 

 

F. Níveis plasmáticos da trombomodulina solúvel  

 A trombomodulina solúvel é uma proteína endotelial que foi 

mensurada como marcador de ativação endotelial. Os pacientes sem uso de 

hidroxiuréia apresentam valores de trombomodulina solúvel muito maiores do 

que o grupo controle (3.6[SS] vs 2.6[controles], p=0.0007) e o tratamento 

com hidroxiuréia resultou numa redução significativa nestes níveis (3.6[SS] vs 

2.5[SS-HU], p=0.0007) (Figura 10 e Tabela 4). 

 

Figura 10 – Níveis plasmáticos da trombomodulina solúvel nos 

pacientes com anemia falciforme e controles. Os níveis plasmáticos da 

trombomodulina solúvel foram quantificados por kit de ELISA nos pacientes e 
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controles. O número de pacientes incluídos em cada experimento está 

indicado na figura. O eixo y indica os valores plasmáticos da trombomodulina 

em ng/mL. As comparações entre os grupos foram realizadas pelo teste U de 

Mann Whitney e valores de p 0.05 foram considerados significativos. 

Abreviações: SS – pacientes com anemia falciforme sem uso de hidroxiuréia; 

SS-HU – pacientes com anemia falciforme em uso de hidroxiuréia. 

 

G. Níveis séricos do fator de necrose tumoral alfa 

 O TNF-  foi estudado como um marcador pró-inflamatório. Os 

pacientes sem uso de hidroxiuréia apresentam valores de TNF-  muito 

maiores do que o grupo controle (2.7[SS] vs 0[controles], p<0.0001). Ao 

compararmos os dois grupos de pacientes verificamos que o tratamento com 

hidroxiuréia resultou numa redução significativa nos níveis de TNF-  (2.7[SS] 

vs 0.3[SS-HU], p<0.0001) (Figura 11 e Tabela 4). 
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Figura 11 – Níveis séricos do fator de necrose tumoral alfa nos 

pacientes com anemia falciforme e controles. Os níveis séricos do fator de 

necrose tumoral alfa (TNF- ) foram quantificados por kit de ELISA 

ultrasensível nos pacientes e controles. O número de pacientes incluídos em 

cada experimento está indicado na figura. O eixo y indica os valores 

plasmáticos do TNF-  em pg/mL. As comparações entre os grupos foram 

realizadas pelo teste U de Mann Whitney e valores de p 0.05 foram 

considerados significativos. Abreviações: SS – pacientes com anemia 

falciforme sem uso de hidroxiuréia; SS-HU – pacientes com anemia 

falciforme em uso de hidroxiuréia. 

 

 O resumo dos resultados dos marcadores de ativação da coagulação, 

inflamação e ativação endotelial encontrados nos pacientes e controles estão 

descritos na Tabela 4. 
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Tabela 4 – Resultados da expressão do fator tecidual, marcadores de coagulação, ativação endotelial e 

inflamação nos controles e pacientes 

 Controles  SS  SS-HU 
 

n 
Mediana 

(Percentil 25, 
75) 

 n 
Mediana 

(Percentil 25, 
75) 

 n 
Mediana 

(Percentil 25, 
75) 

p
*
 

Controles 
vs. SS 

p
* 

Controles 
vs. SS-

HU 

p
* 

SS vs. 
SS-HU 

FT
† 18 1.2 (0.5, 1.9)  12 5.0 (2.7, 7.7)  19 2.6 (1.8, 4.4) 0.0004 0.001 0.02 

TAT ( g/mL) 23 2.4 (1.9, 3.3)   15 11.5 (8.0, 17.3)  21 7.5 (4.8, 10.8) <0.0001 <0.0001 0.03 
F1+2 (pmol/L) 10 145 (110, 176.8)  12 301.5 (246, 562)  17 245 (173.8, 352) <0.0001 0.002 0.09 
sTrombomodulina (ng/mL) 21 2.6 (2.2, 3)  15 3.6 (2.9, 4.3)  20 2.5 (2.2, 2.8) 0.0007 0.7 0.0007 
TNF-  (pg/mL) 21 0 (0, 0.06)  14 2.7 (1.6, 3.7)  23 0.3 (0, 0.8) <0.0001 0.09 <0.0001 
 

Abreviações: FT - fator tecidual; SS – pacientes com anemia falciforme sem uso de hidroxiuréia; SS-HU - pacientes com anemia 

falciforme em uso de hidroxiuréia; TAT – complexo trombina-antitrombina III; F1+2 – fragmento 1+2 da protrombina; 

sTrombomodulina - trombomodulina solúvel; TNF-  -  fator de necrose tumoral alfa.  

*Todos os valores de p foram calculados com o teste U de Mann-Whitney. 

†FT expressão relativa de fator tecidual avaliada por PCRq. 
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H. Correlações dos marcadores da coagulação com os 

marcadores de hemólise, ativação endotelial e inflamação 

  

 Nós avaliamos as correlações bivariadas entre os marcadores da 

coagulação (FT, TAT e F1+2) com os marcadores de hemólise (hemoglobina, 

hematócrito, LDH, bilirrubina indireta, contagem de reticulócitos) HbF, 

marcadores de inflamação (contagens de leucócitos, TNF- ) e ativação 

endotelial (trombomodulina solúvel). Para as análises de correlação, nós 

agrupamos os pacientes SS e SS-HU. A expressão relativa de FT apresentou 

correlações significativas com os níveis de HbF, hemoglobina, hematócrito, 

trombomodulina, TNF-  e contagem de neutrófilos (todos com p 0.05).  O 

TAT e F1+2 apresentaram correlações significativas com a HbF, 

hemoglobina e LDH (todos com p 0.05).  As correlações encontradas foram 

todas moderadas. De forma geral, a redução dos marcadores de 

hipercoagulabilidade estava associada a níveis mais elevados de HbF e 

redução dos marcadores de hemólise, ativação endotelial e inflamação 

(Tabela 5).  
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Tabela 5- Correlações do fator tecidual e marcadores da coagulação 

com marcadores de hemólise, ativação endotelial e inflamação 

 FT
1
 

r (p)2 
TAT ( g/mL) 

r (p) 2 
F1+2 (pmol/L) 

r (p) 2 

sTrombomodulina (ng/mL) 0.48 (0.007) 0.03 (0.82) 0.2 (0.24) 

TNF-  (pg/mL) 0.49 (0.005) 0.11 (0.47) 0.26 (0.13) 

Hemoglobin fetal (%) -0.36 (0.04) -0.39 (0.01) -0.29 (0.1) 

Lactato desidrogenase (U/L) 0.25 (0.17) 0.33 (0.02) 0,47 (0.004) 

Bilirrubina sérica indireta (mg/dL) 0.10 (0.55) 0.19 (0.21) -0.01 (0.93) 

Hemoglobina (g/dL) -0.40 (0.02) -0.33 (0.02) -0.4 (0.01) 

Hematocrito (%) -0.47 (0.006) -0.21 (0.15) -0.27 (0.12) 

Reticulócitos totais (x109/L) 0.15 (0.39) 0.27 (0.07) 0.17 (0.33) 

Leucócitos totais (x109/L) 0.24 (0.18) -0.04 (0.79) 0.21 (0.22) 

Monócitos (x109/L) 0.33 (0.06) -0.02 (0.85) 0.03 (0.84) 

Neutrófilos (x109/L) 0.37 (0.03) -0.02 (0.88) 0.24 (0.17) 

Plaquetas (x109/L) -0.10 (0.58) -0.06 (0.68) 0.03 (0.84) 

Abreviações: FT – fator tecidual; TAT - complexo trombina anti-trombina III; 

F1+2 - fragmento 1+2 da protrombina; sTrombomodulina– trombomodulina 

solúvel; TNF- : fator de necrose tumoral alfa. 

1Expressão relativa do FT por PCRq. 

2Coeficiente de correlação (r), teste de Spearman. 

 

 Para avaliarmos quais foram as variáveis mais importantes na redução 

da hipercoagulabilidade destes pacientes e para eliminar fatores de confusão, 

que ocorrem com uso de múltiplas associações, nós realizamos uma análise 

de regressão linear multivariada. Neste modelo a expressão de FT, TAT e 

F1+2 foram incluídos como variáveis dependentes, e o uso de hidroxiuréia, 

níveis de TNF- , trombomodulina, HbF, LDH, bilirrubina indireta, reticulócitos, 

plaquetas, leucócitos totais e diferenciais foram as variáveis independentes. 

Quando a análise foi ajustada para o uso de hidroxiuréia, o uso de 

hidroxiuréia foi a única variável independente associada significativamente à 
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redução da expressão do FT (Beta(EP) = -8.79(3.12), p=0.009, R2=0.23) e do 

TAT (Beta(EP)=-6.58(3.21), p=0.05, R2=0.13). O LDH foi um fator 

independente associado a redução do F1+2 (Beta(EP)=0.36(0.17), p=0.05, 

R2=0.13), mesmo após o ajuste para uso de hidroxiuréia. 

 

I. Experimentos no modelo murino de anemia falciforme 

 Realizamos a quantificação dos níveis plasmáticos de TAT como 

marcador final da ativação da coagulação. O grupo tratado com hidroxiuréia 

apresentou uma redução significativa nos níveis de TAT (106.7[HU] 

vs.138.5[salina], p=0.05) (Figura 12). 

 

Figura 12 – Níveis plasmáticos do complexo trombina-antitrombina III 

em modelo murino de anemia falciforme. Os níveis plasmáticos do 

complexo trombina-antitrombina III (TAT) foram quantificados por kit de 

ELISA. Camundongos C57BL/6 receberam TCTH de camundongos Berkeley 

e foram tratados por 16 semanas com injeções intraperitoneais de 

hidroxiuréia ou salina. O número de animais incluídos em cada experimento 

está indicado na figura. O eixo y indica os valores plasmáticos do TAT em 
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g/L. As comparações entre os grupos foram realizadas pelo teste U de 

Mann Whitney e valores de p 0.05 foram considerados significativos. 

Abreviações: HU – animais tratados com hidroxiuréia. 

 

 Realizamos a quantificação dos níveis plasmáticos do marcador pró-

inflamatório IL-6 nos animais tratados e não tratados com hidroxiuréia. O 

tratamento com hidroxiuréia resultou numa redução não significativa nos 

níveis de IL-6 (7.1[HU] vs. 12.4[salina], p=0.2) (Figura 13). 

 

Figura 13 – Níveis plasmáticos da interleucina 6 em modelo murino de 

anemia falciforme. Os níveis plasmáticos da interleucina 6 (IL-6) foram 

quantificados por kit de ELISA. Camundongos C57BL/6 receberam TCTH de 

camundongos Berkeley e foram tratados por 16 semanas com injeções 

intraperitoneais de hidroxiuréia ou salina. O número de animais incluídos em 

cada experimento está indicado na figura. O eixo y indica os valores 

plasmáticos do IL-6 em pg/mL. As comparações entre os grupos foram 

realizadas pelo teste U de Mann Whitney e valores de p 0.05 foram 
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considerados significativos. Abreviações: HU – animais tratados com 

hidroxiuréia. 

  

 Os níveis plasmáticos de sVCAM-1 foram medidos para avaliar o grau 

de ativação endotelial presente nos animais tratados ou não com hidroxiuréia. 

O tratamento com a droga não resultou em diferença significativa nos níveis 

de sVCAM-1 (765.8[HU] vs. 848.4[salina], p=0.4) (Figura 14). 

 

Figura 14 – Níveis plasmáticos da sVCAM-1 em modelo murino de 

anemia falciforme. Os níveis plasmáticos da sVCAM-1 foram quantificados 

por kit de ELISA. Camundongos C57BL/6 receberam TCTH de camundongos 

Berkeley e foram tratados por 16 semanas com injeções intraperitoneais de 

hidroxiuréia ou salina. O número de animais incluídos em cada experimento 

está indicado na figura. O eixo y indica os valores plasmáticos de sVCAM-1 

em ng/mL. As comparações entre os grupos foram realizadas pelo teste U de 

Mann Whitney e valores de p 0.05 foram considerados significativos. 

Abreviações: HU – animais tratados com hidroxiuréia. 
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4.2.  Parte 2 – Estudo do estado de hipercoagulabilidade na 

Hemoglobinopatia SC 

 

A. Características dos pacientes incluídos 

 Foram incluídos na parte 2 do estudo um total de 56 pacientes 

portadores de HbSC (heterozigotos SC) e 65 pacientes portadores de AF 

(homozigotos SS). Para a parte 2 do estudo, incluímos todos os pacientes 

com AF da parte 1 e novos pacientes AF que foram atendidos em nossa 

Instituição durante o período do estudo. Os controles foram os mesmos da  

parte 1 do estudo. Os pacientes incluídos estavam em condição estável (sem 

crises, hospitalizações ou transfusões nos 3 meses precedentes). Dentre os 

pacientes com AF, 26 faziam uso de hidroxiuréia e 39 não faziam uso da 

medicação. Nenhum dos pacientes com HbSC fazia uso de hidroxiuréia. Em 

relação ao uso de aspirina, 7 pacientes com HbSC e 6 pacientes com AF 

faziam uso da medicação. As características clínicas e laboratoriais dos 

pacientes incluídos no estudo estão descritas na Tabela 6.  
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Tabela 6 – Características clínicas e laboratoriais dos pacientes 

incluídos no estudo. 

Abreviações: SC – hemoglobinopatia SC; SS – anemia falciforme. 

1As idades dos pacientes e os dados laboratoriais foram comparados com o 

teste U de Mann-Whitney. As demais características clínicas foram 

comparadas usando o teste de Fisher.  

2Dados representados como: mediana (percentis 25, 75). 

3Dados representados como: número (%). 

4Traço -talassêmico: deleção -3.7kb (-  3.7). Os resultados estavam 

disponíveis para 43 pacientes no grupo SC e 52 pacientes no grupo AF.  

5Crises álgicas de repetição foram definidas como presença de três ou mais 

crises por ano.  

 

 

 
SC 

n= 56 
SS 

n =65 p
1
 

Características clínicas: 
Idade (anos)2 

 
40 (33, 49) 

 
37 (28, 44) 

 
0.02 

Sexo: Masculino/Feminino3 25(45)/ 31(55) 18(28)/ 47(72) 0.06 
Traço -talassêmico,3,4 14 (33) 14 (27) 0.65 
Complicações clínicas:3 
- Crises álgicas de repetição5 
- Síndrome torácica aguda 
- Acidente vascular cerebral 
- Úlceras venosas  
- Retinopatia 
- Osteonecrose 

Características laboratoriais
2
: 

 
1 (2)  

7 (12) 
2 (4)  
2 (4) 

32 (65) 
22 (42) 

 
12 (32) 
11 (18) 
10 (16)  
9 (15) 

21 (39) 
12 (20) 

 
<0.0001 

0.45 
0.03 
0.06 
0.01 
0.01 

 
Lactato desidrogenase (U/L) 453 (403,571) 877 (695,1147) <0.0001 
Bilirrubina indireta (mg/dL) 1.0 (0.8, 1.3) 2.3 (1.4, 4.0) <0.0001 
Hemoglobina (g/dL) 12 (10.1, 12.9) 8.3 (7.2, 9.2) <0.0001 
Hematócrito (%) 34 (30.4, 37.3) 23.8 (20.8, 27) <0.0001 
Volume corpuscular médio (fL) 78 (74, 83) 96 (88, 112) <0.0001 
Contagem de reticulócitos (x109/L) 177.5 (137, 251) 257.7 (155, 401) 0.001 
Contagem de leucócitos (x109/L) 8.1 (6.6, 9.8) 9.1 (7.3, 11.8) 0.06 
Contagem de neutrófilos (x109/L) 4.7 (3.4, 5.9) 4.4 (3.0, 5.9) 0.45 
Contagem de monócitos (x109/L) 0.5 (0.3, 0.7) 0.8 (0.5, 1.2) <0.0001 
Contagem de plaquetas (x109/L) 343 (185, 439) 419 (324, 484) 0.003 
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B. Expressão relativa do fator tecidual 

 O PCRq evidenciou um aumento na expressão relativa do FT em 

pacientes HbSC em comparação com os controles normais (2.6[SC] vs. 

1.2[controles], p=0.003), tendo níveis semelhantes aos encontrados em 

pacientes AF (2.6[SC] vs. 3.1[SS + SS-HU], p=0.2) (Figura 15). Ao 

compararmos os pacientes HbSC com os dois grupos de pacientes AF, 

verificamos que os pacientes com HbSC apresentaram níveis de FT 

inferiores aos vistos nos pacientes SS (2.6[SC] vs. 3.4[SS], p=0.04), e 

semelhante ao visto em pacientes SS-HU (2.6[SC] vs. 2.6[SS-HU], p=0.9). 

(Figura 16 e Tabela 7). 

 

Figura 15 - Expressão relativa do fator tecidual nos pacientes com 

hemoglobinopatia SC, anemia falciforme e controles. A expressão relativa 

do gene do fator tecidual (FT) foi estudada por PCRq em cDNA de leucócitos 

totais em pacientes e controles. O número de pacientes incluídos em cada 

experimento está indicado na figura. O eixo y indica os valores relativos da 

expressão do FT/ -Actina. As comparações entre os grupos foram realizadas 
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pelo teste U de Mann Whitney e valores de p 0.05 foram considerados 

significativos. Abreviações: SC – pacientes com hemoglobinopatia SC; SS -  

pacientes com anemia falciforme sem uso de hidroxiureia;  SS-HU – 

pacientes com anemia falciforme em uso de hidroxiureia. 

 

 

Figura 16 - Expressão relativa do fator tecidual nos pacientes com 

hemoglobinopatia SC e anemia falciforme com ou sem uso de 

hidroxiuréia. A expressão relativa do gene do fator tecidual (FT) foi estudada 

por PCRq em cDNA de leucócitos totais em pacientes. O número de 

pacientes incluídos em cada experimento está indicado na figura. O eixo y 

indica os valores relativos da expressão do FT/ -Actina. As comparações 

entre os grupos foram realizadas pelo teste U de Mann Whitney e valores de 

p 0.05 foram considerados significativos. Abreviações: SC – pacientes com 

hemoglobinopatia SC; SS – pacientes com anemia falciforme sem uso de 

hidroxiuréia; SS-HU – pacientes com anemia falciforme em uso de 

hidroxiuréia. 
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C. Níveis plasmáticos do complexo trombina-antitrombina III 

 As consequências funcionais da expressão do FT foram avaliadas 

pelas medições dos níveis plasmáticos dos marcadores indiretos de geração 

de trombina: o TAT e o D-dímero. Os níveis plasmáticos de TAT estavam 

significativamente elevados em pacientes HbSC em comparação com os 

controles normais (4.2[SC] vs. 2.4[controles], p<0.0001), porém em níveis 

menores do que vistos em pacientes com AF (4.2[SC] vs. 7.4[SS+SS-HU], 

p<0.0001) (Figura 17). Ao compararmos os pacientes HbSC com os dois 

grupos de pacientes AF, verificamos que os pacientes com HbSC 

apresentam níveis de TAT inferiores aos vistos em ambos os grupos de 

pacientes AF, os sem uso de hidroxiuréia (4.2[SC] vs. 9.5[SS], p<0.0001), e 

com uso da droga (4.2[SC] vs. 6.0[SS-HU], p=0.01). (Figura 18 e Tabela 7). 

 

 

Figura 17 – Níveis plasmáticos do complexo trombina-antitrombina III 

em pacientes com hemoglobinopatia SC, anemia falciforme e controles. 

Os níveis plasmáticos do complexo trombina-antitrombina III (TAT) foram 

quantificados por kit de ELISA nos pacientes e controles. O número de 
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pacientes incluídos em cada experimento está indicado na figura. O eixo y 

indica os valores plasmáticos do TAT em g/L. As comparações entre os 

grupos foram realizadas pelo teste U de Mann Whitney e valores de p 0.05 

foram considerados significativos. Abreviações: SC – pacientes com 

hemoglobinopatia SC; SS – pacientes com anemia falciforme sem uso de 

hidroxiureia;  SS-HU – pacientes com anemia falciforme em uso de 

hidroxiureia. 

 

 

 

Figura 18 – Níveis plasmáticos do complexo trombina-antitrombina III 

em pacientes com hemoglobinopatia SC e anemia falciforme com e sem 

uso de hidroxiuréia. Os níveis plasmáticos do complexo trombina-

antitrombina III (TAT) foram quantificados por kit de ELISA nos pacientes. O 

número de pacientes incluídos em cada experimento está indicado na figura. 

O eixo y indica os valores plasmáticos do TAT em g/L. As comparações 

entre os grupos foram realizadas pelo teste U de Mann Whitney e valores de 

p 0.05 foram considerados significativos. Abreviações: SC – pacientes com 
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hemoglobinopatia SC; SS – pacientes com anemia falciforme sem uso de 

hidroxiuréia; SS-HU – pacientes com anemia falciforme em uso de 

hidroxiuréia. 

 

D. Níveis plasmáticos do D-dímero 

 Os níveis plasmáticos do D-dímero estavam significativamente 

elevados nos portadores de HbSC quando comparados aos controles 

normais (710.4[SC] vs. 150.2[controles], p<0.0001), porém em níveis 

inferiores aos presentes na AF (710.4[SC] vs. 1495[SS+SS-HU], p=0.0003) 

(Figura 19). Os níveis do D-dímero nos pacientes com HbSC eram inferiores 

aos vistos nos pacientes SS (710.4[SC] vs. 1643[SS], p=0.0004) e 

semelhantes aos níveis nos pacientes SS-HU (710.4[SC] vs. 1243[SS-HU], 

p=0.1) porém esta avaliação estava prejudicada pelo baixo número de 

pacientes SS-HU (Figura 20 e Tabela 7).  

 

Figura 19 – Níveis plasmáticos do D-dímero em pacientes com 

hemoglobinopatia SC, anemia falciforme e controles. Os níveis 
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plasmáticos do D-dímero foram quantificados por kit de ELISA nos pacientes 

e controles. O número de pacientes incluídos em cada experimento está 

indicado na figura. O eixo y indica os valores plasmáticos do D-dímero em 

ng/mL. As comparações entre os grupos foram realizadas pelo teste U de 

Mann Whitney e valores de p 0.05 foram considerados significativos. 

Abreviações: SC – pacientes com hemoglobinopatia SC; SS – pacientes com 

anemia falciforme sem uso de hidroxiureia;  SS-HU – pacientes com anemia 

falciforme em uso de hidroxiureia. 

 

 

Figura 20 – Níveis plasmáticos do D-dímero em pacientes com 

hemoglobinopatia SC e anemia falciforme com e sem uso de 

hidroxiuréia. Os níveis plasmáticos do D-dímero foram quantificados por kit 

de ELISA nos pacientes. O número de pacientes incluídos em cada 

experimento está indicado na figura. O eixo y indica os valores plasmáticos 

do D-dímero em ng/mL. As comparações entre os grupos foram realizadas 

pelo teste U de Mann Whitney e valores de p 0.05 foram considerados 
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significativos. Abreviações: SC – pacientes com hemoglobinopatia SC; SS – 

pacientes com anemia falciforme sem uso de hidroxiuréia; SS-HU – pacientes 

com anemia falciforme em uso de hidroxiuréia. 

 

E. Níveis plasmáticos da trombomodulina solúvel 

 A trombomodulina solúvel foi mensurada como marcador de ativação 

endotelial. Os pacientes com HbSC apresentam valores de trombomodulina 

solúvel significativamente maiores do que o grupo controle (3.2[SC] vs. 

2.6[controles], p=0.004), em valores semelhantes aos encontrados na AF 

(3.2[SC] vs. 3.0[SS+SS-HU], p=0.6) (Figura 21). Os níveis da 

trombomodulina solúvel nos pacientes com HbSC eram semelhantes aos 

vistos nos pacientes SS (3.2[SC] vs. 3.5[SS], p=0.1) e mais altos do que os 

níveis nos pacientes SS-HU (3.2[SC] vs. 2.4[SS-HU], p=0.004) (Figura 22 e 

Tabela 7). 

 

 

Figura 21 – Níveis plasmáticos da trombomodulina solúvel nos 

pacientes com hemoglobinopatia SC, anemia falciforme e controles. Os 
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níveis plasmáticos da trombomodulina solúvel foram quantificados por kit de 

ELISA nos pacientes e controles. O número de pacientes incluídos em cada 

experimento está indicado na figura. O eixo y indica os valores plasmáticos 

da trombomodulina em ng/mL. As comparações entre os grupos foram 

realizadas pelo teste U de Mann Whitney e valores de p 0.05 foram 

considerados significativos. Abreviações: SC – pacientes com 

hemoglobinopatia SC; SS – pacientes com anemia falciforme sem uso de 

hidroxiureia;  SS-HU – pacientes com anemia falciforme em uso de 

hidroxiureia. 

 

 

Figura 22 – Níveis plasmáticos da trombomodulina solúvel nos 

pacientes com hemoglobinopatia SC e anemia falciforme com e sem 

uso de hidroxiuréia. Os níveis plasmáticos da trombomodulina solúvel foram 

quantificados por kit de ELISA nos pacientes. O número de pacientes 

incluídos em cada experimento está indicado na figura. O eixo y indica os 

valores plasmáticos da trombomodulina em ng/mL. As comparações entre os 

grupos foram realizadas pelo teste U de Mann Whitney e valores de p 0.05 
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foram considerados significativos. Abreviações: SC – pacientes com 

hemoglobinopatia SC; SS – pacientes com anemia falciforme sem uso de 

hidroxiuréia; SS-HU – pacientes com anemia falciforme em uso de 

hidroxiuréia. 

 

F. Níveis séricos do fator de necrose tumoral alfa 

 O TNF-  foi estudado como um marcador pró-inflamatório. Os níveis 

séricos do TNF-  estavam significativamente elevados nos pacientes com 

HbSC em comparação com controles normais (2.7[SC] vs. 0[controles], 

p<0.0001), estando em níveis semelhantes aos encontrados na AF (2.7[SC] 

vs. 2.2[SS+SS-HU], p=0.5) (Figura 23). Os pacientes com HbSC 

apresentavam níveis de TNF-  semelhantes aos dois grupos de pacientes 

com AF, sem uso de hidroxiuréia (2.7[SC] vs. 2.7[SS], p=1.0) e com uso da 

medicação (2.7[SC] vs. 1.7[SS-HU], p=0.2) (Figura 24 e Tabela 7). 

 

Figura 23 – Níveis séricos do fator de necrose tumoral alfa nos 

pacientes com hemoglobinopatia SC, anemia falciforme e controles. Os 

níveis séricos do fator de necrose tumoral alfa (TNF- ) foram quantificados 
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por kit de ELISA ultrasensível nos pacientes e controles. O número de 

pacientes incluídos em cada experimento está indicado na figura. O eixo y 

indica os valores plasmáticos do TNF-  em pg/mL. As comparações entre os 

grupos foram realizadas pelo teste U de Mann Whitney e valores de p 0.05 

foram considerados significativos. Abreviações: SC – pacientes com 

hemoglobinopatia SC; SS – pacientes com anemia falciforme sem uso de 

hidroxiureia;  SS-HU – pacientes com anemia falciforme em uso de 

hidroxiureia. 

 

 

Figura 24 – Níveis séricos do fator de necrose tumoral alfa nos 

pacientes com hemoglobinopatia SC e anemia falciforme com e sem 

uso de hidroxiuréia. Os níveis séricos do fator de necrose tumoral alfa 

(TNF- ) foram quantificados por kit de ELISA ultrasensível nos pacientes. O 

número de pacientes incluídos em cada experimento está indicado na figura. 

O eixo y indica os valores plasmáticos do TNF-  em pg/mL. As comparações 

entre os grupos foram realizadas pelo teste U de Mann Whitney e valores de 

p 0.05 foram considerados significativos. Abreviações: SC – pacientes com 
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hemoglobinopatia SC; SS – pacientes com anemia falciforme sem uso de 

hidroxiuréia; SS-HU – pacientes com anemia falciforme em uso de 

hidroxiuréia. 

 

G. Níveis séricos da interleucina 8 

 A IL-8 também foi avaliada como marcador pró-inflamatório. Os níveis 

séricos da IL-8 estavam discretamente elevados nos pacientes com HbSC 

em relação aos controles, porém sem atingir significância estatística (2.5[SC] 

vs. 2.3[controles], p=0.2). Os pacientes com HbSC apresentaram níveis de 

IL-8 inferiores aos encontrados na AF (2.5[SC] vs. 3.2[SS+SS-HU], p=0.05) 

(Figura 25). Ao compararmos os pacientes com HbSC com os dois grupos de 

pacientes com AF, os níveis de IL-8 foram semelhantes aos vistos nos 

pacientes SS (2.5[SC] vs. 2.8[SS], p=0.5), e inferiores aos níveis encontrados 

nos pacientes SS-HU (2.5[SC] vs. 3.8[SS-HU], p=0.007) (Figura 26 e Tabela 

7).  

 

Figura 25 – Níveis séricos da interleucina 8 nos pacientes com 

hemoglobinopatia SC, anemia falciforme e controles. Os níveis séricos da 
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interleucina 8 (IL-8) foram quantificados por kit de ELISA ultrasensível nos 

pacientes e controles. O número de pacientes incluídos em cada experimento 

está indicado na figura. O eixo y indica os valores plasmáticos da IL-8 em 

pg/mL. As comparações entre os grupos foram realizadas pelo teste U de 

Mann Whitney e valores de p 0.05 foram considerados significativos. 

Abreviações: SC – pacientes com hemoglobinopatia SC; SS – pacientes com 

anemia falciforme sem uso de hidroxiureia; SS-HU – pacientes com anemia 

falciforme em uso de hidroxiureia. 

 

 

 

Figura 26 – Níveis séricos da interleucina 8 nos pacientes com 

hemoglobinopatia SC e anemia falciforme com e sem uso de 

hidroxiuréia. Os níveis séricos da interleucina 8 (IL-8) foram quantificados 

por kit de ELISA ultrasensível nos pacientes. O número de pacientes 

incluídos em cada experimento está indicado na figura. O eixo y indica os 

valores plasmáticos da IL-8 em pg/mL. As comparações entre os grupos 

foram realizadas pelo teste U de Mann Whitney e valores de p 0.05 foram 
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considerados significativos. Abreviações: SC – pacientes com 

hemoglobinopatia SC; SS – pacientes com anemia falciforme sem uso de 

hidroxiuréia; SS-HU – pacientes com anemia falciforme em uso de 

hidroxiuréia. 

 

 

 O resumo dos resultados dos marcadores de ativação da coagulação, 

inflamação e ativação endotelial encontrados nos pacientes HbSC e AF e 

controles estão descritos na Tabela 7. 
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Tabela 7 – Resultados da expressão do fator tecidual, marcadores de coagulação, ativação endotelial e 

inflamação nos controles, pacientes com hemoglobinopatia SC e anemia falciforme 

 

Abreviações: FT - fator tecidual; SC – pacientes com hemoglobinopatia SC; SS – pacientes com anemia falciforme sem uso de 

hidroxiuréia; SS-HU - pacientes com anemia falciforme em uso de hidroxiuréia; TAT – complexo trombina-antitrombina III; F1+2 – 

fragmento 1+2 da protrombina; sTM - trombomodulina solúvel; TNF-  -  fator de necrose tumoral alfa; IL-8 – interleucina 8.  

*Todos os valores de p foram calculados com o teste U de Mann-Whitney. 

†FT expressão relativa de fator tecidual avaliada por PCRq. 

  Controles  SC  SS +SS-HU  SS  SS-HU 

 
n 

Mediana 
(Percentil 
25, 75) 

n 
Mediana 
(Percentil 
25, 75) 

n 
Mediana 

(Percentil 25, 
75) 

n 
Mediana 

(Percentil 25, 
75) 

n 
Mediana 

(Percentil 25, 
75) 

p* 
SC vs. 

Controles 

p* 
SC vs. 

SS+SS-
HU 

p* 
SC vs. 

SS 

p* 
SC vs. 
SS-HU 

FT
†
 18 1.2 (0.5, 1.9) 19 2.6 (1.7, 4.6) 52 3.1 (2.1, 5.2) 29 3.4 (2.6, 6.8) 23 2.6 (1.8, 4.4) 0.003 0.2 0.04 0.9 

TAT ( g/mL) 23 2.4 (1.9, 3.3) 39 4.2 (3.3, 5.9) 57 7.4 (5.0, 12.1) 33 9.5 (6.4,13.9) 24 6.0 (4.2, 9.8) <0.0001 <0.0001 <0.0001 0.01 

D-dímero (ng/mL) 15 150 (104, 
225) 

38 710 (596, 
1155) 

27 1495 (1041, 
2305) 

21 1643 (1058, 
2440) 

6 1243 (918, 
1713) 

<0.0001 0.0003 0.0004 0.1 

sTM (ng/mL) 21 2.6 (2.2, 3.0) 56 3.2 (2.6, 3.8) 54 3.0 (2.5, 3.7) 31 3.5 (2.8, 3.9) 23 2.4 (2.2, 3.3) 0.004 0.6 0.1 0.004 

TNF-  (pg/mL) 21 0 (0, 0.06) 27 2.7 (1.3, 4.5) 49 2.2 (0.7, 4.5) 27 2.7 (1.1, 5.0) 22 1.7 (0.4, 3.1) <0.0001 0.5 1.0 0.2 

IL-8 (pg/mL) 24 2.3 (1.9, 2.9) 36 2.5 (2.1, 4.1) 49 3.2 (2.6, 4.2) 27 2.8 (2.3, 3.6) 22 3.8 (3.1, 4.8) 0.2 0.05 0.5 0.007 
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H. Correlações dos marcadores da coagulação com os 

marcadores de hemólise, ativação endotelial e inflamação na 

HbSC 

 

 Ao analisarmos a coorte de pacientes com HbSC, avaliamos as 

correlações bivariadas entre os marcadores da coagulação (FT, TAT e D-

dímero) com os marcadores de hemólise (hemoglobina, hematócrito, LDH, 

bilirrubina indireta, contagem de reticulócitos), marcadores de inflamação 

(contagens de leucócitos, TNF-  e IL-8) e ativação endotelial 

(trombomodulina solúvel).  A expressão relativa de FT apresentou correlação 

significativa com a contagem de monócitos (p=0.01). O TAT e D-dímero 

apresentaram correlações significativas com LDH, contagem de reticulócitos 

e de monócitos (todos com p 0.05). O TAT apresentou também correlações 

com contagens de leucócitos e plaquetas (ambos com p 0.05).  As 

correlações foram todas moderadas. De forma geral, a elevação dos 

marcadores de hipercoagulabilidade estava associada a níveis mais elevados 

dos marcadores de hemólise e de inflamação (Tabela 8).  
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Tabela 8 - Correlações dos marcadores da coagulação com marcadores 

de hemólise, ativação endotelial e inflamação na hemoglobinopatia SC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abreviações: FT – fator tecidual; TAT - complexo trombina anti-trombina III; 

DD – D-dímero; sTrombomodulina– trombomodulina solúvel; TNF- : fator de 

necrose tumoral alfa; IL-8: interleucina 8. 

1Expressão relativa do FT por PCRq. 

2Coeficiente de correlação (r), teste de Spearman. 

 

I. Associações entre os marcadores da coagulação e 

complicações clínicas crônicas 

 Na coorte com HbSC, nós avaliamos se haviam associações entre os 

marcadores da coagulação (FT, TAT, D-dímero) e a ocorrência de 

complicações clínicas crônicas. Nesta análise comparamos os níveis de 

cada marcador na presença e ausência das seguintes complicações 

clínicas: AVCi, síndrome torácica aguda, hipertensão pulmonar, úlceras 

 FT
1
 

r (p)2 
TAT ( g/mL) 

r (p) 2 
DD (ng/mL) 

r (p) 2 

sTrombomodulina (ng/mL) 0.05 (0.82) -0.21 (0.20) -0.21 (0.19) 

IL-8 (pg/mL) 0.22 (0.42) 0.36 (0.06) 0.07 (0.76) 

TNF-  (pg/mL) 0.43 (0.30) 0.03 (0.88) -0.07 (0.76) 

Lactato desidrogenase (U/L) -0.06 (0.81) 0.63 (<0.0001) 0.50 (0.001) 

Bilirrubina sérica indireta (mg/dL) -0.02 (0.94) 0.20 (0.28) 0.01 (0.99) 

Hemoglobina (g/dL) 0.17 (0.48) -0.26 (0.11) 0.06 (0.72) 

Hematocrito (%) 0.22 (0.36) -0.30 (0.06) -0.02 (0.89) 

Reticulócitos totais (x109/L) 0.18 (0.46) 0.40 (0.01) 0.45 (0.004) 

Leucócitos totais (x109/L) 0.14 (0.57) 0.50 (0.001) 0.20 (0.21) 

Monócitos (x109/L) 0.55 (0.01) 0.39 (0.01) 0.32 (0.04) 

Neutrófilos (x109/L) -0.03 (0.88) 0.20 (0.22) 0.06 (0.73) 

Plaquetas (x109/L) 0.36 (0.13) 0.49 (0.001) 0.19 (0.24) 
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cutâneas, retinopatia, osteonecrose, microalbuminúria e auto-

esplenectomia. Não encontramos nenhuma associação entre a expressão 

relativa de FT e complicações clínicas. Os níveis de D-dímero estavam 

mais elevados nos pacientes com HbSC com retinopatia, em comparação 

com pacientes sem esta complicação (852 vs. 600, p=0.01). Encontramos 

níveis mais elevados de TAT nos pacientes portadores de retinopatia (4.6 

vs. 3.9, p=0.04) e osteonecrose (4.6 vs. 3.9, p=0.04).  Os pacientes com 

auto-esplenectomia apresentaram níveis mais altos de TAT (4.8 vs. 3.8, 

p=0.005) e D-dímero (870 vs. 616, p=0.006). Auto-esplenectomia foi 

definida como ausência do baço visualizável por ultra-sonografia 

abdominal. A presença de algumas complicações clínicas como AVCi, 

síndrome torácica aguda, hipertensão pulmonar e úlceras cutâneas, 

apresentavam uma prevalência muito baixa nesta coorte, o que pode ter 

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

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

numa superfície que contenha fostaditidilserina causa ativação do fator X e 

IX, iniciando uma cascata de reações enzimáticas que culminam com a 

formação de trombina, trombo de fibrina e ativação plaquetária. Sob 

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

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

vasculares, desencadeando então a ativação da coagulação (Mackman 

2009). O FT também é constitucionalmente expresso em concentrações 

muito pequenas por monócitos (Egorina et al. 2005; Osterud 2010), e esta 

expressão é aumentada em várias condições patológicas, especialmente em 

estados pró-inflamatórios, tais como sepse (Brand et al. 1991; Egorina et al. 

2005). Existe um debate se outras células do sangue também podem 

expressar FT, mas é quase certo que os monócitos são as únicas células do 

sangue capazes de sintetizar o FT (Osterud et al. 2000; Osterud 2010). Em 

condições patológicas os monócitos podem transferir FT para granulócitos e 

plaquetas através de micropartículas (Egorina et al. 2008).  

 Nossos resultados demonstram um aumento na expressão de FT em 

mRNA de leucócitos totais e aumento dos níveis plasmáticos da proteína do 

FT nesta coorte de pacientes com AF. Nossas medições de mRNA de FT e 

os níveis plasmáticos do antígeno do FT podem refletir a expressão de FT 

pelos leucócitos, incluindo (ou exclusivamente) os monócitos, e FT presentes 

em micropartículas circulantes, respectivamente. A confirmação da relevância 

biológica do aumento da expressão do FT é vista pelo aumento nos níveis 

plasmáticos do TAT e F1+2, marcadores finais da ativação da trombina, 
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demonstrando que a expressão do FT resultou na ativação da coagulação. 

Estudos anteriores em AF demonstraram um aumento da atividade pró-

coagulante do FT em células mononucleares (Key et al. 1998) e expressão 

de FT em micropartículas (Shet et al. 2003), monócitos (Setty et al. 2012) e 

em células endoteliais circulantes (Solovey et al. 1998). Estudos em 

camundongos falciformes demonstraram expressão de FT em células 

endoteliais de veias pulmonares (Solovey et al. 2004). De forma importante, 

foi demonstrado em camundongos falciformes que o FT é o principal fator 

responsável pelo desencadeamento da ativação da coagulação, pois a 

inibição da expressão do FT reduz os níveis de TAT para valores normais 

(Chantrathammachart et al. 2012).  

Prevendo os benefícios clínicos que poderiam ser obtidos por 

amenizar a hipercoagulabilidade observada na AF, estudos anteriores têm 

tentado inibir a expressão do FT usando vários agentes farmacológicos. Em 

estudos com camundongos falciformes, tratamentos com óxido nítrico, 

lovastatina (Solovey et al. 2004; Solovey et al. 2010) e derivados de ácido 

hidroxâmico (didox e trimidox) (Kaul et al. 2006), foram capazes de inibir a 

expressão de FT nas células endoteliais das veias pulmonares. 

Sulfassalazina foi testado em pacientes com AF, mas embora tenha sido 

capaz de reduzir a expressão de VCAM, ICAM e E-selectina por células 

endoteliais circulantes, não foi capaz de inibir a expressão de FT (Solovey et 

al. 2001).  

Alguns estudos clínicos sugerem que a hidroxiuréia tenha um impacto 

clínico em melhorar o estado de hipercoagulabilidade na AF. O tratamento 

com hidroxiuréia tem sido associado a redução nas taxas de recorrência de 
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AVCi e diminuição nas velocidades do Doppler transcraniano em crianças 

com AF (Ware et al. 1999; Ware et al. 2004; Zimmerman et al. 2007; Ware 

and Helms 2012) além de redução na prevalência de hipertensão pulmonar 

em adultos com AF (Ataga et al. 2006). Existem também alguns indícios 

laboratoriais indicando um possível efeito benéfico da hidroxiuréia na 

hipercoagulabilidade. Em pacientes com neoplasias mieloproliferativas foi 

demonstrado que a hidroxiuréia é capaz de inibir a expressão de FT por 

leucócitos polimorfonucleares (Maugeri et al. 2006). Em pacientes com AF 

foram vistos associações entre a terapia com hidroxiuréia e redução dos 

níveis de D-dímero, micropartículas (Westerman et al. 2008) e TAT (Ataga et 

al. 2012). Estudos anteriores demonstraram uma redução da ativação e das 

propriedades adesivas de plaquetas em pacientes tratados com hidroxiuréia 

(Proenca-Ferreira et al. 2010).  

O principal achado do presente estudo é que o tratamento com 

hidroxiuréia está associado a uma redução significativa na expressão de FT 

em pacientes com AF. Demonstramos uma inibição na expressão gênica do 

FT em leucócitos totais e diminuição dos níveis plasmáticos da proteína do 

FT. Mostramos também que pacientes tratados com hidroxiuréia apresentam 

uma redução nos níveis de TAT e F1+2, marcadores finais da ativação da 

coagulação. A expressão do FT, do TAT e do F1+2 foram inversamente 

proporcionais aos níveis de HbF, ou seja, quanto maiores os níveis de HbF 

menores os níveis de FT, TAT e F1+2. A HbF é o principal marcador 

laboratorial da ação da hidroxiuréia. Em conjunto estes resultados fornecem 

evidências biológicas da associação entre a terapia com hidroxiuréia e a 

inibição da ativação da coagulação em pacientes com AF. É importante 
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observar que os resultados foram obtidos em um estudo transversal ao invés 

de estudo longitudinal. Os pacientes em uso de hidroxiuréia apresentavam 

uma história de um fenótipo mais grave do que os doentes sem uso da droga, 

o que poderia, por conseguinte, ter subestimado, ao invés de superestimado, 

as diferenças encontradas.  

 A hidroxiuréia tem uma série de efeitos benéficos que poderiam ter 

contribuído para a redução da hipercoagulabilidade na AF. Em primeiro lugar, 

ao elevar os níveis de HbF o uso da hidroxiuréia causa importante melhora 

na anemia hemolítica, tendo uma série de benefícios. Ocorre aumento nos 

níveis de hemoglobina, aumento do volume eritrocitário, redução da 

desidratação eritrocitária e redução da exposição de fosfatidilserina nos 

eritrócitos (Bridges et al. 1996; Covas et al. 2004). O percentual de glóbulos 

vermelhos densos e desidratados, com alta tendência de polimerização e 

falcização, diminui expressivamente com o uso da droga (Bartolucci et al. 

2012). Além disso, a hidroxiuréia reduz a expressão de moléculas de adesão 

eritrocitárias (Styles et al. 1997; Gambero et al. 2007; Odievre et al. 2008). 

Recentemente, um estudo em crianças com AF demonstrou que o tratamento 

com hidroxiuréia se associou a uma redução na quantidade total de 

micropartículas no plasma, principalmente às custas de redução de 

micropartículas derivadas de plaquetas e eritrócitos (Nebor et al. 2013). 

 No presente estudo, nossas análises de correlação indicam que a 

inibição da expressão de FT, TAT e F1+2 foi proporcional ao aumento dos 

níveis de hemoglobina e hematócrito. Os marcadores de geração de trombina 

também mostraram fortes correlações positivas com LDH, considerado um 

biomarcador de hemólise intravascular na AF (Kato et al. 2006; Chen et al. 
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2011). Esses achados corroboram a hipótese da associação causal entre a 

anemia hemolítica e a ativação da coagulação. Nossos resultados estão em 

acordo com a literatura. Um recente estudo em crianças com DF que 

demonstrou uma associação significativa entre a expressão e atividade do FT 

e TAT com marcadores de hemólise (contagem de reticulócitos e níveis de 

LDH) (Setty et al. 2012). Os autores do estudo sugeriram que estes achados 

apoiam o papel do uso precoce de agentes como a hidroxiuréia para reduzir 

a atividade hemolítica da doença como forma de evitar ou minimizar as 

alterações da coagulação, o que foi demonstrado pela primeira vez em nosso 

trabalho. Em estudos com adultos portadores de DF também foi visto uma 

associação entre os marcadores de geração de trombina (TAT, F1+2 e D-

dímero) com marcadores de hemólise (hemoglobina e LDH) (Ataga et al. 

2008; Ataga et al. 2012). 

 Nossa coorte de pacientes com AF tratados com hidroxiuréia 

apresentaram uma redução significativa nos níveis de TNF- , nas contagens 

de leucócitos, monócitos e neutrófilos, demonstrando, assim, um importante 

efeito anti-inflamatório da droga. Diversos estudos anteriores demonstraram 

as múltiplas propriedades anti-inflamatórias da hidroxiuréia. O seu uso causa 

uma redução na contagem de leucócitos e plaquetas, diminuição das 

propriedades adesivas dos leucócitos, redução dos níveis de diversas 

citocinas pró-inflamatórias e aumento nos níveis de IL-10, uma citocina anti-

inflamatória (Benkerrou et al. 2002; Conran et al. 2007; Conran et al. 2007; 

Canalli et al. 2008; Lanaro et al. 2009; Almeida et al. 2012). Adicionalmente, a 

hidroxiuréia é capaz de reduzir a ativação e adesividade plaquetária 

(Proenca-Ferreira et al. 2010). Conforme discutido anteriormente, o estado 
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pró-inflamatório presente na AF tem provavelmente um papel importante na 

patogênese da ativação hemostática. Nossas análises de correlação apoiam 

esta hipótese, uma vez que encontramos uma forte correlação positiva entre 

a expressão de FT e os marcadores inflamatórios TNF-  e contagem de 

neutrófilos.  

 Os benefícios associados ao uso da hidroxiuréia vão além dos seus 

efeitos na hemólise e na inflamação. A hidroxiuréia também causa uma 

importante melhora na disfunção endotelial. Ela é uma droga que age 

diretamente como doadora de óxido nítrico e estimula a expressão da NO 

sintase endotelial (Gladwin et al. 2002; Cokic et al. 2008; Conran and Costa 

2009). Redução da depleção de NO, da hemólise e da falcização são todos 

efeitos benéficos que contribuem para a melhora na disfunção endotelial. 

Achados indiretos que corroboram essa hipótese são a redução dos níveis 

plasmáticos de moléculas solúveis de adesão endotelial sVCAM-1, sICAM-1, 

sE-selectina e sP-selectina vistos em pacientes em uso de hidroxiuréia 

(Saleh et al. 1999; Conran et al. 2004; Kato et al. 2005). No presente estudo 

demonstramos que o tratamento com hidroxiuréia resultou em redução dos 

níveis plasmáticos de trombomodulina solúvel, um marcador de ativação 

endotelial. A melhora da ativação endotelial pode ter contribuído para a 

redução da hipercoagulabilidade nestes pacientes, uma vez que a ativação 

endotelial está diretamente associada ao desenvolvimento do estado de 

hipercoagulabilidade. Em concordância com esta hipótese, encontramos uma 

forte correlação positiva entre a expressão de FT e os níveis de 

trombomodulina solúvel. 
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 Hemólise, ativação endotelial e inflamação são vias intimamente 

interligadas entre si e associadas à ativação da coagulação. A hidroxiuréia é 

uma droga capaz de modular todas estas vias e possivelmente todos estes 

mecanismos contribuem para o efeito inibitório que a hidroxiuréia tem na 

ativação da coagulação. De forma interessante, nas nossas análises de 

regressão multilinear, o tratamento com hidroxiuréia foi um fator 

independente na inibição da expressão do FT e na redução dos níveis de 

TAT. Este achado poderia implicar que a hidroxiuréia tenha um efeito 

inibitório direto na expressão do FT e na ativação da coagulação, que é 

independente do efeito da droga na hemólise, inflamação e ativação 

endotelial (Figura 27). Nossos resultados no modelo murino de AF também 

corroboram esta hipótese. Neste modelo animal verificamos que o tratamento 

prolongado com hidroxiuréia resultou numa redução significativa no marcador 

da ativação da coagulação, o TAT. Este é um modelo onde o uso da 

hidroxiuréia não resulta em expressão aumentada de HbF e não há nenhuma 

melhora na anemia hemolítica (Lebensburger et al. 2010). Em nossos 

resultados também não encontramos uma melhora significativa nos 

marcadores de inflamação ou ativação endotelial. Sendo assim, a melhora no 

marcador pró-coagulante ocorreu na ausência da indução da HbF, e na 

ausência de melhora na hemólise, inflamação ou ativação endotelial. Esses 

resultados sugerem que a hidroxiuréia tenha uma ação direta inibindo a 

ativação da coagulação na AF. 
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Figura 27 – Hipóteses sobre a ação da hidroxiuréia no estado de 

hipercoagulabilidade da anemia falciforme. O tratamento com hidroxiuréia 

em pacientes portadores de anemia falciforme está associado a uma redução 

na expressão do fator tecidual e consequente redução da ativação da 

coagulação. Este efeito da hidroxiuréia pode ser resultado de seu efeito em 

reduzir a anemia hemolítica, a inflamação e a ativação endotelial, todos 

fatores contribuintes para o estado de hipercoagulabilidade da anemia 

falciforme, ou pode ser resultado de um efeito direto da droga na inibição da 

expressão do fator tecidual. 

 Apesar das inúmeras evidências demonstrando que existe uma 

ativação da coagulação na AF, ainda não está claro qual será o benefício de 

se modular este estado de hipercoagulabilidade. Há muitos anos autores vêm 

fazendo tentativas com uso de anticoagulantes e principalmente de 

antiagregantes plaquetários nestes doentes (Zago et al. 1984). Esse 

interesse no uso de antiagregantes plaquetários ainda está presente em 
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estudos atuais (Wun et al. 2013). Porém, ao longo de todos estes anos ainda 

não ficou claro qual o benefício que estas drogas podem ter na AF. 

Aparentemente o que os estudos conseguiram demonstrar em comum é que 

há melhora nos episódios de crises álgicas. Ainda não há evidências de que 

o uso de antiagregantes ou anticoagulantes possa reduzir a ocorrência de 

complicações tromboembólicas ou outras complicações crônicas na AF. 

 Acreditamos que os resultados do presente estudo podem apoiar uma 

nova aplicação clínica para o uso de hidroxiuréia em pacientes com AF além 

de seu uso tradicional. Para verificar se este efeito biológico da hidroxiuréia 

pode resultar numa redução na incidência de complicações tromboembólicas 

na AF são necessários futuros estudos longitudinais, prospectivos, incluindo 

uma grande casuística de pacientes e com longo tempo de seguimento. 

 Em nosso estudo dos pacientes portadores de HbSC, os resultados 

indicam que estes pacientes apresentam elevação de marcadores de 

ativação da coagulação quando comparados aos controles, embora o o 

intensa como visto na AF. Pacientes com HbSC apresentaram elevação da 

expressão do FT, e confirmando a relevância biológica desta expressão, 

apresentaram também níveis elevados de TAT e D-dímero em comparação 

com controles normais. A expressão do FT foi semelhante à encontrada na 

AF, porém os níveis de TAT e D-dímero foram inferiores aos vistos na AF, 

indicando que a ativação da coagulação na HbSC seja mais branda do que 

na AF. Nossos dados estão em concordância com um estudo recente em 

crianças com DF, onde foram incluídos 12 pacientes com HbSC, que 

apresentaram níveis de TAT e D-dímero inferiores aos pacientes com AF 

(Setty et al. 2012). Neste estudo também foram avaliados monócitos positivos 
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para FT e atividade pró-coagulante do FT, ambos sendo inferiores na HbSC 

do que na AF. Em contrapartida, em um segundo estudo recente em adultos 

com DF, onde foram incluídos 7 pacientes com HbSC, ao serem comparados 

com portadores de AF e hemoglobinopatia S 0, os níveis de TAT e D-dímero 

foram semelhantes entre os dois grupos, assim como a atividade pró-

coagulante do FT associado a micropartículas (Ataga et al. 2012). De modo 

geral, os relatos na literatura descrevem níveis reduzidos destes marcadores 

de geração de trombina na HbSC em comparação com AF (Westerman et al. 

1999; Setty et al. 2001; Mohan et al. 2005; Blann et al. 2008). Porém a HbSC 

não foi o foco de nenhum destes estudos, e os números de pacientes com 

HbSC incluídos era sempre baixo, o que leva a uma grande variabilidade de 

resultados. Um dado importante do nosso estudo é que realizamos 

comparações dos marcadores de hipercoagulabilidade entre os pacientes 

com HbSC e pacientes com AF com e sem uso de hidroxiuréia, permitindo 

avaliar as diferenças entre cada grupo. 

 Em nossa coorte de HbSC o grau de ativação endotelial, avaliada 

pelos níveis de trombomodulina solúvel, foi intensa, em grau semelhante à 

encontrada na AF. Na literatura, há relatos de níveis semelhantes de sVCAM-

1 entre os dois grupos de pacientes, porém menores níveis de P-selectina e 

E-selectina solúveis na HbSC. (Blann et al. 2008; Setty et al. 2012). Em 

relação à atividade inflamatória, encontramos níveis semelhantes de TNF-  

nos dois grupos de pacientes, o que está em acordo com a literatura (Mohan 

et al. 2005; Setty et al. 2012). Os níveis de IL-8 foram semelhantes ao grupo 

de pacientes com AF sem uso da hidroxiuréia e inferiores ao encontrado no 

total de pacientes com AF. Desta forma, parece haver uma intensa atividade 
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inflamatória na HbSC, aparentemente tão intensa quanto a vista na AF.  Mais 

importante, nossas análises de correlação sugerem que a inflamação, 

indicada pelas contagens de leucócitos e monócitos, é um importante fator 

contribuinte para a ativação hemostática na HbSC. Nossos resultados de 

correlação também indicaram que os pacientes com HbSC com maior 

atividade hemolítica apresentaram maior ativação da coagulação. De forma 

semelhante ao encontrado na AF, na HbSC, a hipercoagulabilidade 

encontrada parece estar relacionada a inflamação e hemólise.  Sendo assim, 

acreditamos que a fisiopatologia da ativação da coagulação na HbSC é 

semelhante à vista na AF, porém podem haver mecanismos distintos que 

ainda precisam ser investigados. Futuros estudos são necessários para 

investigar se outros fatores singulares à HbSC, em especial a 

hiperviscosidade, têm um papel na fisiopatogênese da hipercoagulabilidade 

na HbSC. 

 A ativação da coagulação possivelmente envolvida na 

fisiopatologia de complicações crônicas muito prevalentes na HbSC: 

retinopatia e osteonecrose. m disso, em nossa stica, os pacientes 

com autoesplenectomia apresentaram maiores veis dos marcadores - 

coagulantes, possivelmente devido a uma maior taxa de lise 

intravascular e contagens elevadas de citos e plaquetas. Tendo em 

vista a alta prevalência e a morbimortalidade das es ticas 

nesta população, acreditamos que futuros estudos deveriam se concentrar 

em uma melhor o de hipercoagulabilidade na HbSC. 
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6. CONCLUSÕES 
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Parte 1 – Avaliação do efeito da hidroxiuréia no estado de 

hipercoagulabilidade da anemia falciforme: 

- Pacientes com AF apresentam uma expressão aumentada do fator 

tecidual e o uso da hidroxiuréia está associado a uma redução 

significativa desta expressão. 

- Confirmando a relevância biológica da expressão do fator tecidual, os 

marcadores finais de geração de trombina, TAT e F1+2, também estão 

elevados em pacientes com AF e o uso da hidroxiureia está associado a 

uma redução significativa do TAT. 

- A ativação endotelial, evidenciada pelos níveis de trombomodulina 

solúvel, também está aumentada na AF e o uso da hidroxiuréia está 

associado a uma redução dos níveis deste marcador. 

- A inflamação, avaliada pelos níveis de TNF- , também se encontra 

exarcebada na AF. O tratamento com hidroxiuréia está associado a uma 

redução significativa dos níveis de TNF- . 

- Existe uma correlação inversa entre os níveis de HbF e os marcadores da 

coagulação, ou seja, quanto maior a expressão de HbF menor a ativação 

da coagulação. Os marcadores da coagulação também apresentaram 

correlações significativas com a piora da hemólise, da ativação endotelial 

e da inflamação.  

- A hidroxiuréia é capaz de induzir uma redução dos níveis de TAT em um 

modelo murino da AF incapaz de expressar HbF. Esta redução do TAT foi 

vista mesmo na ausência da melhora dos marcadores IL-6 e sVCAM-1. 

- Sendo assim, concluímos que o uso da hidroxiuréia na AF está associada 

a redução da expressão do fator tecidual, com consequente redução da 
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ativação da coagulação, além de redução da inflamação e ativação 

endotelial. Em um modelo murino de AF, a hidroxiuréia reduz a ativação 

da coagulação, mesmo na ausência de melhora na hemólise, inflamação 

e ativação endotelial.  

 

Parte 2 – Caracterização do estado de hipercoagulabilidade na 

hemoglobinopatia SC: 

- Na HbSC existe uma ativação da coagulação, evidenciada pelos 

aumentos da expressão do fator tecidual e dos marcadores TAT e D-

dímero, porém menos intensa do que a observada na AF. 

- Na HbSC existe uma ativação endotelial, avaliada pelo marcador 

trombomodulina solúvel, em níveis semelhantes ao visto na AF. 

- O marcador inflamatório TNF-  encontra-se aumentado na HbSC, em 

níveis semelhantes aos encontrados na AF. Os níveis de IL-8 na HbSC 

são semelhantes aos encontrados em controles normais, sendo inferiores 

aos vistos na AF. 

- Na HbSC houve uma correlação positiva significativa entre os marcadores 

da coagulação e marcadores de hemólise e inflamação. 

- Na HbSC os marcadores da coagulação estão associados às seguintes 

complicações clínicas: retinopatia, osteonecrose e auto-esplenectomia. 

- Sendo assim, concluímos que portadores de HbSC apresentam aumento 

dos marcadores pró-coagulantes quando comparados a controles 

normais, porém em grau menos acentuado do que visto na AF, e 

apresentam um aumento da inflamação e ativação endotelial quando 

comparados a controles normais, em grau semelhante ao encontrado na 
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AF. Marcadores pró-coagulantes encontram-se aumentados em pacientes 

com retinopatia, osteonecrose e auto-esplenectomia, em comparação 

com pacientes sem estas complicações clínicas.  
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8. ANEXOS 
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Anexo 1 – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa da FCM/UNICAMP  
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Anexo 2 – Parecer do Comitê de Ética em Uso de Animais da UNICAMP  
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9. APÊNDICES 
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Apêndice 1 – Termo de consentimento livre e esclarecido 

 

 

HEMOCENTRO – UNICAMP 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 

(Pacientes) 

 
 
 
Título da pesquisa: “Estudo do papel da hidroxiureia no estado de 
hipercoagulabilidade da doença falciforme” 
Pesquisadora responsável: Dra. Marina Pereira Colella 
Orientadora: Dra. Fabíola Traína 
 
Objetivo da pesquisa: Entender melhor a ação da hidroxiuréia (hydrea) nos 
pacientes com doença falciforme. Sabemos que na doença falciforme ocorrem 
várias alterações no sistema de coagulação do sangue. Isso causa várias 
conseqüências para o paciente, por exemplo, aumenta o risco de ter uma 
trombose ou um AVC (derrame cerebral). Iremos estudar se a hidroxiuréia 
consegue melhorar estas alterações da coagulação na doença falciforme e 
diminuir estes riscos. 

Sendo um paciente portador de doença falciforme, estamos pedindo a sua 
colaboração para a realização desta pesquisa. A sua participação não é 
obrigatória e caso você não queira participar isso não mudará em nada o seu 
atendimento no Hemocentro ou no Hospital de Clínicas da Unicamp. 

Se você concordar em participar, leia com atenção o texto abaixo e assine 
as duas vias deste termo de consentimento. Uma cópia ficará com você. 

Para participar da pesquisa será necessária a sua autorização para que a 
pesquisadora possa ver a sua pasta médica e será necessário coletar 24 ml de 
sangue (12 colheres de sopa). Essa coleta será feita pela enfermagem do 
Hemocentro, juntamente com a coleta dos exames de rotina e não será 
necessária outra punção (serão coletados todos os tubos numa só picada). Os 
riscos desta coleta são os mesmos de qualquer coleta de sangue para exames: a 
dor da picada da agulha e às vezes um hematoma (mancha roxa) no local da 
picada. 

As suas informações serão mantidas em sigilo pela pesquisadora e o 
sangue coletado será descartado (jogado fora) após os exames. Os seus dados 
serão usados apenas para esta pesquisa e quando o trabalho for publicado o seu 
nome e outras informações que possam te identificar não serão revelados. 

Você não terá nenhuma vantagem em participar desta pesquisa e não receberá 

nenhum resultado de exame. Você estará nos ajudando a entender melhor a doença 

falciforme e a ação da hidroxiuréia. 
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Você pode desistir de participar da pesquisa a qualquer momento. Mesmo 
após ter coletado o sangue. Basta avisar os pesquisadores e os seus dados serão 
retirados do projeto.  
 Se você tiver alguma dúvida sobre a sua participação neste estudo você 
poderá ligar para a Dra Marina (3343-8382), pesquisadora responsável pelo 
estudo, ou para a Dra Fabíola (3521-8734), orientadora do estudo, ambas do 
Hemocentro. Qualquer reclamação sobre a pesquisa pode ser feita ao Comitê de 
Ética em Pesquisa da 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). 
 
 
Consentimento de Participação: 

Eu li/ouvi o conteúdo deste termo de consentimento e recebi as 
orientações necessárias e esclarecimentos das minhas dúvidas. Entendi o 
objetivo da pesquisa, os riscos que eu corro ao participar dela e o que terei que 
fazer para participar e minhas informações serem utilizadas. Com todas estas 
informações, aceito participar desta pesquisa. 
 
Nome:  
 
Idade:   
 
HC:  
 
 
 

 
 

Data                                                                     Assinatura do paciente (ou responsável)    
 
 

 
Data                                                                      Assinatura do pesquisador                                        
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HEMOCENTRO – UNICAMP 
 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 

(Controles Sadios) 

 
 
 
Título da pesquisa: “Estudo do papel da hidroxiureia no estado de 
hipercoagulabilidade da doença falciforme” 
Pesquisadora responsável: Dra. Marina Santana Pereira 
Orientadora: Dra. Fabíola Traína 
 

Objetivo da pesquisa: Entender melhor a ação da hidroxiuréia nos pacientes 
com doença falciforme. Sabemos que na doença falciforme ocorrem várias 
alterações no sistema de coagulação do sangue. Isso causa várias conseqüências 
para o paciente, por exemplo, aumenta o risco de ter uma trombose ou um AVC 
(derrame cerebral). Iremos estudar se a hidroxiuréia consegue melhorar estas 
alterações da coagulação na doença falciforme e diminuir estes riscos. 

Mesmo você não tendo a doença, estamos pedindo a sua colaboração para 
a realização desta pesquisa. Usaremos os seus resultados como grupo controle 
sadio, para comparação com o grupo de pacientes. A sua participação não é 
obrigatória e caso você não queira participar isso não mudará em nada o seu 
atendimento no Hemocentro ou no Hospital de Clínicas da Unicamp. 

Se você concordar em participar, leia com atenção o texto abaixo e assine 
as duas vias deste termo de consentimento. Uma cópia ficará com você. 

Para participar da pesquisa será necessária a sua autorização para coletar 
24 ml de sangue (12 colheres de sopa). Essa coleta será feita pela enfermagem do 
Hemocentro, juntamente com a coleta dos exames de necessários para a doação 
de sangue e não será necessária outra punção. Os riscos desta coleta são os 
mesmos de qualquer coleta de sangue para exames: a dor da picada da agulha e 
às vezes um hematoma (mancha roxa) no local da picada. 

As suas informações serão mantidas em sigilo pela pesquisadora e o 
sangue coletado será descartado (jogado fora) após os exames. Os seus dados 
serão usados apenas para esta pesquisa e quando o trabalho for publicado o seu 
nome e outras informações que possam te identificar não serão revelados. 

Você não terá nenhuma vantagem em participar desta pesquisa e não receberá 

nenhum resultado de exame. Você estará nos ajudando a entender melhor a doença 

falciforme e a ação da hidroxiuréia. 

Você pode desistir de participar da pesquisa a qualquer momento. Mesmo 
após ter coletado o sangue. Basta avisar os pesquisadores e os seus dados serão 
retirados do projeto.  
 Se você tiver alguma dúvida sobre a sua participação neste estudo você 
poderá ligar para a Dra Marina (3343-8382), pesquisadora responsável pelo 
estudo, ou para a Dra Fabíola (3521-8734), orientadora do estudo, ambas do 
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Hemocentro. Qualquer reclamação sobre a pesquisa pode ser feita ao Comitê de 
Ética em Pesquisa da 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). 
 
 
Consentimento de Participação: 

Eu li/ouvi o conteúdo deste termo de consentimento e recebi as 
orientações necessárias e esclarecimentos das minhas dúvidas. Entendi o 
objetivo da pesquisa, os riscos que eu corro ao participar dela e o que terei que 
fazer para participar e minhas informações serem utilizadas. Com todas estas 
informações, aceito participar desta pesquisa. 
 
Nome:  
 
Idade:   
 
 
 
 
 

 
 

Data                                                                     Assinatura do paciente (ou responsável)    
 
 

 
Data                                                                      Assinatura do pesquisador        
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Apêndice 2 – Artigo publicado  
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