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RESUMO

Introducdo: A doenca falciforme é uma desordem hemolitica com frequentes alteracdes dos
mecanismos prd-coagulantes, anticoagulantes e fibrinoliticos, com consequente risco
trombotico. Objetivo: Quantificar a porcentagem de mondcitos que expressavam fator
tecidual em individuos com doenca falciforme e correlacionar com marcadores de hemdlise e
coagulacdo. Material e métodos: Foram avaliados 46 individuos com doenca falciforme Hb
(SS, SC, SBeta Talassemia e SF), fora de crise, com e sem uso de hidroxiureia e 26 doadores
de sangue Hb AA. Foram realizadas as andlises dos monacitos fator tecidual positivo por
citometria de fluxo, dos marcadores de hemdlise (hemoglobina, desidrogenase latica,
reticuldcitos, bilirrubinas) e coagulacdo (plaquetas, fibrinogénio, tempo de protrombina,
tempo de tromboplastina parcial ativada e D dimero). Resultados: A idade média da
populacdo estudada foi 32 anos. Observamos maior porcentagem de mondcitos fator tecidual
positivo nos pacientes comparados aos controles (16,4% versus 6,4%, p<0,0001),
Verificamos também correlacdo deste fator com os marcadores de hemdlise e coagulacao,
sendo negativa com os niveis de hemoglobina e positiva com a porcentagem de reticuldcitos,
niveis de desidrogenase latica, tempo de protrombina, bilirrubina indireta, fibrinogénio,
contagem de plaquetas, mondcitos e niveis plasméaticos D dimero. Concluséo: Pacientes com
doenca falciforme apresentam um estado pro-trombaotico mesmo fora de crise e as correlagdes
deste fator com os marcadores de hemdlise sugerem que este evento primario na doenca
falciforme pode estar relacionado a ativagdo e maior expressdo de mondcitos fator tecidual
positivo, favorecendo o estado de hipercoagulabilidade, predispondo estes pacientes a
complicagdes como sindrome toracica aguda, acidente vascular cerebral e hipertensdo arterial

pulmonar, complicacdes comuns e graves na doenca falciforme.

Palavra chave: Doenca falciforme, fator tecidual, trombose, mondcitos, hemolise



ABSTRACT

Introduction: Sickle cell disease is a hemolytic disorder with frequent changes in the
procoagulant, anticoagulant and fibrinolytic mechanisms, with a consequent thrombotic risk.
Objective: To evaluate the percentage of tissue factor-positive monocytes in individuals with
sickle cell disease (SCD) and to correlate with hemolysis and coagulation markers. Materials
and methods: We studied 46 individuals with sickle cell disease Hb (SS, SC, SB and SF), in
a steady state , with and without hydroxyurea treatment, and 26 donors of Hb AA blood. We
evaluated tissue factor (CD142) expression on monocytes, hemolysis markers (hemoglobin,
lactate dehydrogenase, reticulocytes, bilirubins) and coagulation (platelets, fibrinogen,
prothrombin time, activated partial thromboplastin time and D dimer). Results: The mean age
of the study population was 32 years. We observed a higher mean percentage of TF positive
monocytes in patients compared to controls (16.4% versus 6.4%, p <0.0001). We also found a
correlation of this factor with markers of hemolysis and coagulation, being negative with
hemoglobin levels and positive with % of reticulocytes, levels of lactate dehydrogenase,
ferritin, PT, indirect bilirubin, fibrinogen, platelet counting, monocytes and D dimer plasma
levels. Conclusion: Patients with sickle cell disease have a prothrombotic state, even when
out of crisis, and the correlations of this factor with markers of hemolysis suggest that this
primary event in sickle cell disease may be related to activation and greater expression of TF
in monocytes, favoring the hypercoagulability state, predisposing these patients to
complications such as acute chest syndrome, stroke and pulmonary arterial hypertension as

documented in these individuals, common and severe complications in the sickle cell disease

Key-words: Sickle cell disease, tissue factor, thrombosis, monocytes
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1 INTRODUCAO

1.1 AHEMOGLOBINA HUMANA

A hemoglobina (Hb) humana (Figura 1) presente no interior das hemacias (Hc) é uma
proteina tetramérica, globular com peso molecular de 64.500 daltons, constituidas por quatro
cadeias globinicas polipeptidicas, sendo um par de cadeias do tipo alfa (alfa-a ¢ zeta-&) e o
outro do tipo ndo-alfa (beta-p, delta-d, gama-y e épsilon-¢). Cada uma se une a um nucleo
prostético de ferro, a ferroprotoporfirina IX (heme), que tem como funcdo principal receber,
ligar e/ou liberar o oxigénio nos tecidos, mas também com capacidade de interagir
especificamente com outros trés gases: didxido de carbono (CO2), monoxido de carbono
(CO) e 6xido nitrico (NO), que desenpenham papeis biolégicos importantes ( GENTIL NETO
et al, 2003).

A ]
Mutagho falcifornye
B Glu—p> Val

a globma

Figura 1: Molécula de hemoglobina. Fonte: Adaptado de Schechter, 2008

A globina é constituida por uma sequéncia de aminoacidos, onde as cadeias alfa
possuem 141 amindacidos e as ndo alfa 146, que se combinam entre si e ddo origem a
diferentes hemoglobinas: Gower-1 (&2 e €2), Portland (£2 y2) ¢ Gower-2 ( a2¢2) (fase
embriondria), Hb Fetal (a2 y2), HbA2(0262) (fase fetal), Hb A2 (0:262) e Hb Al(02B2) (pos

nascimento) (GENTIL NETO et al, 2003; SCHECHTER, 2008) (Figura 2).
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Figura2: Representacdo dos diferentes tipos de hemoglobinas com seu
periodo de desenvolvimento. Fonte: Adaptado de Schechter, 2008.

No periodo fetal ha o nitido predominio da sintese de Hb fetal, seguida de pequena
quantidade de HbA1. No adulto, esta Hb representa uma proporcao de 97%, seguida de 2% de
A2 e 1% de Fetal que perdura por toda a vida. (GENTIL NETO et al, 2003; SCHECHTER,
2008) (Figura 3).
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Figura 3: Representacdo dos diferentes tipos de hemoglobinas e sitios de
producdo durante o desenvolvimento. Fonte: Adaptado de Schechter, 2008.
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1.2 DOENCA FALCIFORME

Doenca falciforme (DF) é o termo usado para definir alteracbes genéticas
caracterizadas pela presenca da hemoglobina S (HbS), decorrente de uma mutacéo pontual no
sexto codon do cromossomo 11 no gene da B globina (Glu6Val, BS), onde a troca do acido
glutdmico por valina promove alteragdes estruturais e fisico-quimicas, acarretando a sintese
dessa hemoglobina variante. (KIMURA et al 2008; ARDUINI et al, 2017; WARE et al,
2017). A anemia falciforme (SS) consiste em um estado de homozigose da HbS, sendo a
forma mais comum e grave da doenca, podendo ainda haver associagdo com outras variantes
da Hb ( HbC, HbD, entre outras) e talassemias (HbS/BO thalassemia, HbS/B+ thalassemia e
HbS/a talassemia) (FIGUEIREDO, 2015; MIKOB et al., 2017; WARE et al, 2017).

Em condicdes de baixas concentracBes de oxigénio, a HbS sofre alteragdes estruturais,
modificando a morfologia discoide do eritrdcito para forma de foice. A fisiopatologia da
doenca é complexa e multissistémica, envolve células do sistema imune e cursa com estado
inflamatorio crénico, disfuncdo endotelial, hemolise e ativacdo da coagulacdo que culminam
com quadros recorrentes de vaso oclusao, levando a isquemia/lesdo de reperfusdo e danos aos
6rgdos (BECHER et al, 2006; BARABINO et al , 2010; ODIEVRE et al, 2011). As principais
manifestacOes clinicas incluem anemia, ictericia, crises algicas, sindrome toracica aguda
(STA), osteonecrose, priapismo, hipertensdo pulmonar, insuficiéncia renal, retinopatia,
Ulceras de perna, acidente vascular cerebral (AVC) e alteracGes cardiacas (STYPULKOWSKI
et al, 2010).

Anualmente, cerca de 300.000 bebés nascem com DF por ano no mundo e ha previséo
de que 400.000 nascerdo com a doenca até 2050. A maioria dos casos esta concentrada na
Africa Subsaariana e na India, regifes de baixa renda, com altos indices de mortalidade e
morbidade em criangas com esta hemoglobinopatia. Nos Estados Unidos, a doenca afeta de
80.000 a 100.000 pessoas, com uma incidéncia de aproximadamente 1/500 na comunidade
afro-americana (SPARKENBAUGH; PAWLINSKI, 2017).

No Brasil ha maior incidéncia na populacdo afrodescendente, embora ndo seja
exclusiva desta. Dados dos programas estaduais de triagem neonatal mostram que no estado
da Bahia a incidéncia da DF € de 1:650, enquanto a do traco falciforme é de 1:17, entre 0s

nascidos vivos. No Rio de Janeiro, 1:1300 para a doenca e 1:20 de traco (MINISTERIO DA
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SAUDE, 2008) Em Minas Gerais, conforme dados do Programa de Triagem Neonatal de
Minas Gerais (PTN-MG) entre 1998 e maio de 2017, foram diagnoésticas 3.472 criangas com
DF, cerca de 180 casos por ano com incidéncia estimada em 1:1.400, cerca de 70 casos a
cada 100 mil nascidos vivos (CEHMOB, 2017).

1.3 FISIOPATOLOGIA DA DOENCA FALCIFORME

1.3.1 Polimerizagédo da Hemoglobina

A sintese da hemoglobina S (HbS) é resultante de uma mutacdo pontual de uma base
nitrogenada no DNA (GAC—GTC) no sexto cddon, cromossomo 11. Em decorréncia disso,
surge uma troca de acido glutamico por valina na cadeia da  globina, (IGRAM, 1956). Esta
mutacédo acarreta alteracdes fisico-quimicas na molécula de Hb, modificando sua estabilidade
molecular e alterando a morfologia dos eritrocitos (FRENETTE and ATWEH, 2007,
ODIEVRE et al, 2011).

O 4cido glutdmico é hidrofilico e mais solivel em &gua, enquanto a valina é
hidrofobica e menos sollvel. A troca destes aminoacidos provoca alteragdo da carga elétrica
da Hb, ocasionando a formacéo de polimeros quando em baixa tensdo de O, (ODIEVRE et al,
2011). A valina interage com os receptores fenilalanina e leucina desencadeando a formacéo
de polimeros, compostos formados por 14 fibras de desoxihemoglobinas enroladas entre si,
constituindo uma estrutura alongada na forma de eixo axial no interior da célula
(STEINBERG, 1998). Estas modificacbes fazem com que a hemacia perca sua forma de disco
biconcavo, adquirindo o formato de foice e reduzindo a meia vida, que é de 120 dias para
aproximadamente menos de 20 dias (BARABINO et al, 2010). A formacdo destes polimeros
acarreta uma sequéncia de outras anormalidades celulares, com papel chave na fisiopatologia
da DF (GENTIL NETO et al, 2003 ; IQBAL et al, 2013).

O ciclo de polimerizacdo e despolimerizacdo provoca a desidratacdo da célula por
alterar a permeabilidade da membrana. Estas alteracdes resultam em desregulacdo da bomba
de sodio e potassio, com aumento de ions calcio (Ca*™) intracelular e efluxo de potassio (K*) e

agua, com consequente aumento da viscosidade do sangue e densidade no interior do
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eritrocito. Como consequéncia, a Hb se torna desnaturada e a célula perde sua capacidade de
deformabilidade, adquirindo a forma de foice, quando desoxigenada. Uma vez que a
oxigenacao € restaurada, a hemacia retorna a sua forma discoide. No entanto, os consequentes
ciclos de formacdo e reversdo dos polimeros podem acarretar a polimerizacdo irreversivel,
tendo como consequéncia a hemdlise intravascular (FRENETTE, ATWEH, 2007);
BARABINO et al , 2010; VANDORPE et al, 2010).

Os polimeros podem ter impacto direto na membrana plasmatica das hemacias,
ocasionado instabilidade lipidica e exposicdo de epitopos de proteinas transmembrana, como
a fosfatidilserina (PS) e CD36. A PS possui carga negativa, uma vez que é exposta ao meio
extracelular, provocando alteracdo da capacidade adesiva das hemacias e contribui para as
alteracdes hemostaticas e vaso-oclusdo (ZAGO et al, 2007; FERRONE et al, 2013: SARAH
et al, 2012) (Figura 3).
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Figura 4: Polimerizacdo da HbS — A formaclo de polimeros promove dano & membrana lipidica
favorecendo a exposicdo da PS que resulta em reconhecimento e remogdo de células falciformes, maior
adesdo das células ao endotélio, promovendo alteragbes da hemostasia e hemodlise. As alteragdes da
bicamada lipidica altera a permeabilidade da membrana, resultando na desregulagdo da bomba de sodio e g
potéssio, com consequente aumento da viscosidade intracelular, desnaturacdo da Hb que perde a
capacidade de deformabilidade, adquirindo a forma de foice. Fonte: Adaptado de Kuypers, 2014.



1.3.2 Vaso-oclusdo

A vaso-oclusdo é um processo complexo pelo qual ocorre a interrupcdo do fluxo de
sangue dentro dos vasos por acimulo de células e outros elementos que aderem ao endotélio.

Os fatores desencadeantes envolvem ndo apenas a polimerizagdo, mas também varios
outros eventos como: interacdo entre as hemécias falcizadas; aumento da viscosidade;
diminuicdo do fluxo sanguineo; ativacdo do endotélio, de mediadores inflamatérios, de
neutréfilos, de mondcitos e ativagdo/ agregacdo plaquetaria. A adesdo de células falciformes e
neutréfilos ao endotélio tem sido citada como o passo inicial para a vaso-oclusdo,
contribuindo significativamente nas crises vaso-oclusivas (Figura 5) (BARABINO et al,
2010; ODIEVRE et al, 2011; MANWANI; FRENETTE, 2013).

A oclusdo microvascular resulta em crises dolorosas agudas, podendo a oclusdo
macrovascular e microvascular ser a possivel causa da faléncia de 6rgdos. A isquemia
proveniente da oclusdo cria de tal forma um feedback que amplifica todos os eventos,
estimulando a ativacdo endotelial (MANWANI; FRENETTE, 2013; BARABINO et al,
2010).

. . R
Pré capalur- angriols Anteriole Pos capilare visala

Figura 5: Vaso-oclusdo. (1)Polimerizacdo da hemoglobina S e hemolise (2)
Instabilidade vascular devido: Inativacdo de NO e inducdo de Endotelina-1 por
hemoglobina livre, inativagdo de NO por superdxido gerado por xantino oxidase.
(3) Obstrucao vascular pré-capilar devido a rigidez dos eritrécitos, reducéo de fluxo,
aumento da viscosidade (3) Inflamacdo induzida pela adesdo de eritrécitos
falcizados, leucocitos e agregacdo plaquetas-mondcitos mediado por VCAM-1 e
outros moléculas de adesdo. Fonte: Adaptado de Hall et al, 2015.
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1.3.3 Disfuncéo endotelial

O endotélio desempenha um papel importante na modulacdo do tonus vascular,
liberando mediadores vasodilatadores e vasoconstritores, regulando o fluxo de sangue dentro
dos vasos. As células endoteliais produzem um importante vasodilatador, o 6xido nitrico
(NO) e vasoconstritores como endotelinas (CARDOSO et al, 1994; RAJEDRAN et |, 2013;
SEPULVIDA et al, 2017).

Na DF, como consequéncia da hemdlise intravascular ocorre a liberacdo de produtos
como o heme livre, a bilirrubina e arginase do citosol para o plasma. A Hb livre no meio
extracelular interage com o NO promovendo 0 seu consumo e redugdo. Simultaneamente,
ocorre liberacdo de arginase com reducdo da biodisponibilidade da L-arginina, um precursor
de NO, reduzindo as suas concentracdes, deixando de agir na musculatura lisa, e causando
diminuicdo da vasodilatacdo (GLADWIN; KATO 2008; RESS et al, 2010; GLADWIN;
POTOKA, 2014).

A endotelina 1 (ET-1), potente vasoconstritor, se encontra em niveis elevados na DF,
respondendo a estimulos como inflamacdo, estresse e hipoOxia, potencializando a
vasoconstricdo, que tem papel importante na patogénese dos fendmenos vaso-oclusivos,
estando envolvida em complicacdes clinicas como a hipertenséo pulmonar, AVC e priapismo
(ERGUL et al, 2004; KATO et al, 2006; THAKUR el al, 2014; SEPULVIDA et al, 2017).

A disfuncéo endotelial evidenciada pela ativacdo das células endoteliais € caracteriza
pelo aumento da expressdo de moléculas de adesdo na superficie destas células, contribuindo
para o desenvolvimento da patologia vascular. Na DF, as alteracdes das hemacias, do fluxo
dentro do vaso e adesdo de leucdcitos sdo fontes potenciais de lesdo endotelial. Além disso, as
hemacias falcizadas produzem grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio (ERO),
decorrente da presenca da HbS instavel, que contribui efetivamente para ativacdo endotelial
(KAUL et al, 2002 ; RAJENDRAN et al, 2013; STEINBERG et al, 2016).

Apobs os eventos de isquemia-reperfusdo ocorre a reoxigenacdo da area que sofreu
hipoxia, aumentado também a geracdo de ERO. O ciclo repetido destes eventos afeta
significativamente a funcdo das células endoteliais, o que contribui para o dano de multiplos
6rgdos (HEBBEL, 2014; STEINBERG et al, 2016).
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A integridade do endotélio tem papel fundamental no controle hemostatico, por
sintetizar diversas substancias que modulam a hemostasia, como funcdo plaquetaria,
coagulacdo e fibrindlise (RAJEDRAN et al, 2013; SEPULVIDA et al, 2017). A perda desta
integridade e consequente disfungdo na DF provocam ativacdo de plaquetas, de mediadores
inflamatorios, liberacéo de corpo de Weibel-Palade de von Willebrand, adesdo de mondcitos e
neutréfilos. Além disso, os mediadores inflamatdrios induzem os monadcitos a sintetizar fator
tecidual (FT), o iniciador da coagulacéo, contribuindo para um estado pro-inflamatério e pro-
trombético (CERMAK et al, 1993; SHET et al, 2003; SEPULVIDA et al, 2017).

1.3.4 Hemostasia

Hemostasia ¢ um processo fisiologico complexo e dindmico, que consiste em um
equilibrio entre as vias pro-coagulante e anticoagulante, com a finalidade de interromper o
sagramento no local da lesdo, mantendo o fluxo sanguineo continuo e inibir a propagacao da
coagulacdo (PAUTA et al, 2014; SWANEPOEL et al, 2015).

Apols a lesdo vascular e exposicdo do subendotélio, as plaquetas sdo ativadas,
interagem entre si com neutrofilos e mondcitos no vaso lesionado, se agregam através de
receptores, ocasionando sua degranulacdo, liberando moléculas e proteinas que ativam novas
plaquetas e participam também do reparo tecidual. O colageno e a trombina presentes no local
sdo também potentes ativadores de trombacitos, contribuindo com o aumento do pool na
formacdo do tampdo plagquetario (DOUGALD; HOFFMAN, 2003; SWANEPOEL et al,
2015).

Além da hemostasia primaria mediada pelas plagquetas, a coagulacdo ocorre pela
ativacdo sequencial de fatores plasmaticos em trés fases (iniciacdo, amplificacdo e
propagacao) dependente de FT (Figura 6). Ao ser exposto, o FT se liga ao FVII e cliva-o em
FVIla, formando o complexo FT-FVlla, que por sua vez, cliva os fatores FIX e FX em FIXa e
FXa, respectivamente. O FXa na superficie celular associa-se ao FVa, formando o complexo
protrombinase, que converte protrombina em trombina (DOUGALD, HOFFMAN 2006;
VERSTEEG et al, 2013; PAUTA et al, 2014; SWANEPOEL et al, 2015). A pequena
quantidade de trombina gerada na fase de iniciacdo ativa plaquetas que aderiram ao local da

lesdo. Simultaneamente, a trombina ativa o FV em FVa e FVIII em FVllla, que atuam como
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cofatores do complexo protrombinase. Este complexo promove ativacgdo dos fatores Fll, FIX
e FX em Flla, FIXa e FXa, respectivamente na superficie das plaquetas, ocorrendo assim a
amplificacdo da coagulacdo (FERREIRA et al, 2010; VERSTEEG et al, 2013; PAUTA et al,
2014). Finalmente, ocorre a fase de propagacdo, que € caracterizada pela producdo de
complexos tenases e protrombinases, que sao agrupados na superficie das plaquetas ativadas,
intensificando a geracdo de trombina e ativacdo plaquetaria, culminando com a formacéo de
fibrina e estabilizacdo do coagulo (VERSTEEG et al, 2013; PAUTA et al, 2014).
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Figura 6: Modelo da cascata de coagulacdo: Fase de iniciacdo: (1) o complexo FT-FVIla converte
0 FIX em FIXa, (2) o complexo FT-FVIla converte 0 FX em FXa, (3) o FXa combina com o FVae
converte o FIl em Flla (trombina); Fase de amplificacdo: (4) a trombina converte o0 FV em FVa na
presenga de célcio, (5) a trombina participa da clivagem do FVIII-vWF para FVIIla e vVWF livre, (6)
0 FXI ¢ ativado para Xla pela agdo da trombina; Fase de propagacéo: (7) As plaguetas em repouso
sdo ativadas, (8) o FIX é convertido em 1Xa através da acdo do FXla, (9) o FIXa combina com o
FVIlla e converte o FX em FXa, (10) o FXa combina com Va e converte o fator Il em lla (trombina).
Fonte: Adaptado de Swanepoel et al, 2016.

A ativacdo da coagulacdo € inibida por um conjunto de proteinas que incluem inibidor
da via do fator tecidual (TFPI), proteina C, proteina S e anti trombina Ill, atuando como

anticoagulantes especificos naturais, que evitam a geracdo, deposicdo macica de fibrina e
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oclusdo vascular (PAUTA et al, 2014). O TFPI produzido por células endotelias inibe o
complexo FT/FVIla. A proteina C ativada, além de potente anticoagulante, pro-fibrinolitica,
também possui propriedade anti-inflamatoria e em combinagdo com a proteina S, inibe a
atividade dos fatores Va e VIllla, necessarios para sustentar a formagdo de trombina na
coagulacdo. Outro inibidor é a anti trombina Ill, com maior importancia na inibicdo da
trombina, inativando também os fatores (FT, 1Xa, Xa, Xla e Xlla); adicionalmente, possui
propriedades anti-inflamatorias e anti-angiogénicas (NORRIS, 2003; GALE, 2011; PAUTA
et al, 2014).

A hemostasia ocorre em equilibrio constante, permitindo que uma via promova a
interrupcdo do sangramaneto, enquanto a outra remove o execesso de fibrina. Esta Gltima
consiste no sistema fibrindlitico, um processo enzimatico altamente regulado que evita a
acumulacdo desnecessaria de fibrina intravascular, permitindo a fluidez do sangue. Fazem
parte desse mecanismo, um precursor inativo do plasminogénio, a plasmina, que lisa a rede de
fibrina, originando produtos de diferentes pesos moleculares. Entre estes, o de menor peso € o
D Dimero, constituido de duas subunidades derivadas de duas moléculas de fibrina, enquanto
a anti-plasmina inibe a plasmina, controlando a fibrindlise. (DAR et al, 2010; GALE, 2011;;
PAUTA et al, 2014; CHAPIN et al, 2015; JEFFREY et al, 2017).

Pacientes com DF tém cronicamente niveis elevados de D dimero, demonstrando que
a ativacdo da coagulacdo ocorre nestes pacientes mesmo fora de crise (FRANCIS, 1998;
STYPULKOWSKI et al, 2010; SPARKENBAUGH; PAWLINSKI, 2017).

1.3.5 Hipercoagulabilidade na Doenga Falciforme

Tem sido descrito que pacientes com DF cursam com um estado de
hipercoagulabilidade crénica com maior risco de eventos tromboticos arterial e venoso, como
acidente vascular cerebral (AVC), embolia pulmonar (EP) e necrose avascular, importantes
causas de morbidade e mortalidade (LUCIA DE FRANCESCHI et al, 2011; ATAGA et al,
2012)

Alteracbes hemostaticas como disfuncao plaquetaria, dos mecanismos procoagulantes,
anticoagulantes e fibrinolitico, sdo frequentemente observadas nestes pacientes. Outros

mecanismos que também podem contribuir para este quadro é a disfuncdo endotelial e a
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adesdo dos eritrocitos falcizados a parede vascular lesada (ATAGA et al, 2007 RAJENDRAN
et la, 2013).

O endotélio desempenha papel crucial no equilibrio hemostatico. A perda de sua
integridade promove a ativacdo das células endoteliais, que sdo altamente procoagulantes e
expressam moléculas de adesdo ICAM 1 (molécula de adesdo intra- celular 1), VCAM -1
(molécula de adesdo vascular 1), E-selectina e P-selectina, que medeiam a adesdo dos
eritrocitos. Além disso, estas células tambem expressam FT (ATAGA et al, 2007
RAJENDRAN et la, 2013).

Os eritrocitos sofrem alteracbes na estrutura de sua membrana, decorrentes da
falcizagdo, tornando-se irreversivelmente falcizados, expondo de forma anormal a
fosfatidilserina S (PS). Estudos tem descrito que a exposicdo da PS, além de alterar as
propriedades adesivas destas células, promove exacerbacdo da anemia, decorrentes do
reconhecimento dos eritrécitos pelo sistema fagocitico, maior adesividade destas células ao
endotélio e também promovem a ativacdo da coagulagéo, por ativar expressao de FT. Além
disso, a PS atua como co-fator do FXa, na conversdo da protrombina em trombina,
contribuindo para maior risco de eventos tromboticos (HELLEY et al, 1997,
STYPULKOWSKI et al 2010; LIM et al, 2013; SPARKENBAUGH et al, 2013).

A hemodlise € outro fator que contribui ativamente para ativacdo da coagulagdo em
pacientes com doenca falciforme. Estudo tem sugerido que tanto o heme quanto a
hemoglobina podem modular a gravidade da doenca em pacientes com DF. (RHEANI et ala,
2013; de SOUZA et al, 2017). A Hb livre leva ao consumo de éxido nitrico (NO), reduzindo
sua biodisponibilidade, enquanto a liberacdo da arginase pelos eritrdcitos lizados reduz a
arginina, um importante substrato para sintese do NO, que tem papel fundamental na
homeostase do endotélio. O NO desempenha fun¢des importantes, como inibir a
vasoconstriccdo vascular, liberacdo de proteinas pré-coagulantes, mediadores inflamatorios,
fatores de proliferacdo, ativacdo e agregacdo plaquetéria, expressdo de FT e a geracdo de
trombina. Assim, sua deplecdo promove disfungdo endotelial, ativacdo de fatores
procoagulantes e inibicdo de fatores anticoagulantes, contribuindo para o estado
protrombético (KATO; TAYLOR, 2010; NOURRAIE et al, 2013; CORAN; ALMEIDA,
2015).
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O heme, outro produto da hemdlise, exerce potencial atividade pré-trombdética que
induz a ativacdo da coagulacdo. Relatos atuais demonstraram que o heme induz a liberacdo de
Fator de Von Willebrand (UL-VWF) e P-selectina, que medeiam a adesdo de plaquetas e
leucocitos ao endotélio. A bilirrubina, outro produto da hemolise, que se encontra em niveis
elevados nestes pacientes, é capaz de inibir a clivagem de UL-VWEF, promovendo o aumento
da atividade pré-trombotica no endotélio. Além disso, o heme induz a ativagdo e agregacéo
plaquetéria, se liga ao fator VIII e fibrinogénio da coagulacdo e induz a expressao do FT,
tanto nas células endoteliais quanto em mondcitos, contribuindo para maior geracdo de
trombina (ROUMENINA et al, 2016).

A ativagdo da coagulacdo na DF é multifatorial. A disfuncdo endotelial, hemolise e a
inflamacdo participam ativamente da geracdo de trombina por varios mecanismos, induzindo
a um estado de hipercoagulabilidade, predispondo a um maior risco de complicacdes graves
(LEVI, 2010; SPARKENBAUGH; PAWLINSKI, 2013).

1.4 MONOCITOS

Os monacitos se originam de células estaminais mielomonociticas na medula 6ssea.
Estas células dao origem a monoblastos, que se desenvolvem em mondcitos. Ao entrarem no
sangue, permanecem por aproximadamente 1 a 3 dias e migram para os tecidos, passando a
ser denominados como macréfagos (ZIEGLER-HEITBROCK et al, 1999; AUFFRAY et al,
2009; GORDON; MARTINEZ, 2010; BELGE et al 2015). A diferenciagdo e maturacdo
destas células sdo dependentes da ligacdo do fator estimulador de colénia Csf-1, (conhecido
como M-CSF, ao seu receptor de crescimento hematopoiético, Csf-1R (CD115) (AUFFRAY
et al, 2009).

As células mononucleares desempenham papel importante entre a defesa inata e
adaptativa, de grande relevancia na homeostase, na remoc¢do de células apoptoticas e
compostos toxicos; promovem reparo tecidual e produzem diferentes moléculas efetoras
associadas a defesa contra microrganismos e processos inflamatérios em uma variedade de
doencgas, como aterosclerose, artrite reumatoide e doenca falciforme, entre outras (SERBINA
et al. 2008; AUFFAY et al, 2009; ZIEGLER-HEITBROCK et al, 2010; YANG et al, 2014).
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No entanto, a participagdo dos mondcitos ndo esta restrita @ imunidade inata e ao
desenvolvimento de células dendriticas e macréfagos. Tem sido demonstrado que seu papel
fisiolégico vai além, pois sdo importantes fontes de FT, expressando quantidades
significativas em resposta a uma variedade de estimulos, além de se ligar a plaquetas
formando um complexo mondcitos-plaquetas altamente pro-coagulante. Ainda, a participagdo
dos mondcitos em varios estados pré-tromboéticos tem sido observada, como aterosclerose,
coagulacdo intravascular disseminada (CIVD) e sindrome do anticorpo anti-fosfolipedes,
ligando estas células a processos trombéticos. Na DF os mondcitos estdo altamente ativados,
contribuindo para o estado inflamatdrio e pro-trombético (ROUMENINA et al, 2016).

Tem sido, portanto sugerido que a expressdo de FT por mondcitos circulantes em
varias situacdes pode induzir a trombose (SHANTSILA; GREGORY, 2009; ZHANG et al,
2014).

1.5 FATOR TECIDUAL (FT)

O FT (Figura 7) é uma glicoproteina ancorada a membrana plasmatica,
estruturalmente constituido por 263 aminoacidos em sua forma madura, sendo 219 em sua
porcdo extracelular, 23 na cadeia trans-membrana e 21 em sua porcdo citoplasmatica.
Usualmente esta presente nos fibroblastos da adventicia de vasos sanguineos, capsulas de
orgdos, queratindcitos, mucosas do trato respiratério e gastrointestinal, células musculares
cardiacas, glomérulos renais, endométrio e astrécitos (CARMELIETE; COLLEN, 1998;
CHU, 2011; BUTENA et al, 2012).
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Figura 7: Estrutura do Fator tecidual. Fonte: Chu et al,
2011.

O FT ¢ o iniciador primario da coagulagdo, atuando como um cofator para o fator VII
ativado (FVIla), formando um complexo FT/FVlla e iniciando a cascata de coagulagéo, que
por protedlise ativa os fatores 1X e X. Uma pequena quantidade de FT é suficiente para ativar
a coagulacdo, enquanto a maior fracdo permanece na forma inativa, sendo referido como
criptico, mas que em uma variedade de condigbes patologicas pode se transformar em
funcional e procoagulante (SHANTSILA; GREGORY, 2009; FERREIRA et al, 2010; RAO
et al, 2014). Células endoteliais e mondcitos normalmente ndo expressam FT em condicdes
fisioldgicas, porém na vigéncia de lesdo endotelial e estimulos especificos passam a expressar
este fator (SOLOVEY et al, 1998).

Nivel aumentado de FT tem sido descrito em uma variedade de intercorréncias, como
sepse, doenca coronariana, sindrome antifosfolipedes e também na DF, desempenhando
importante papel na trombogénese (SHANTSILA; GREGORY, 2009).

Estudos em modelos animais e raros poucos realizados em humanos tém sugerido que

a DF cursa com um estado de hipercoagulabilidade, que parece estar associado a maior
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expressao de FT e consequente maior geracdo de trombina (SETTY et al, 2012;
SPARKENBAUGH; PAWLINSKI, 2013).

A elevada expressdo de FT consequentemente induz a maior geragdo de trombina. A
consequéncia clinica deste estado pro-coagulante ¢ uma tendéncia de eventos trombéticos,
tanto arteriais quanto venosos, contribuindo para complicacdes como AVC e hipertensdo
pulmonar nestes pacientes (STYPULKOWSKI et al, 2010. SPARKENBAUGH,;
PAWLINSKI, 2013).

Evidéncias clinicas do estado de hipercoagulabilidade na DF com tendéncia ao
tromboembolismo arterial e venoso tém sido relatadas (SPARKENBAUGH; PAWLINSKI,
2013). Apesar de trabalhos em modelos animais e humanos relatarem evidéncias laboratoriais
de um estado de hipercoagulabilidade na DF, ainda ndo esta claro o papel da ativacdo de
mondacitos, aumento de fator tecidual e geragdo de trombina nesta doenca (SETTY et al,
2012). Assim, autores sugerem novos estudos para o melhor entendimento da contribui¢do do
estado de hipercoagulabilidade e as complicacdes trombdticas na DF, uma vez que o papel do
FT de mondcitos nesta condicdo ainda ndo foi completamente elucidado (MACKMAN, 2009,
ATAGA et al, 2012) (SHANSILA; GREGORY, 2009; CHANTRATHAMMACHART et al,
2012; ATAGA; KEY, 2007; ATAGA, 2009).

Tendo em vista que a DF se caracteriza por um estado pré-inflamatorio e multiplas
alteragbes pro-coagulantes (SPARKENBAUGH; PAWLINSKI, 2013), acreditamos que o
estudo da expressdo do FT por mondcitos é de grande importancia em individuos com a
doenga, contribuindo para um melhor entendimento do estado de hipercoagulabilidade.
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1 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao de fator tecidual de mondcitos em pacientes com doenca falciforme.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Avaliar possiveis diferencas entre individuos com doenga falciforme e controles

guantos aos niveis de:

Plaquetas, D dimero, TP, TTPA , fibrinogénio

Hemoglobina, DHL, bilirrubinas, contagem de reticulécitos

2.2.2 Avaliar a correlacéo da quantificacdo do fator tecidual com:

Género

Idade

Uso de hidroxiureia

Gendtipo

Hemoglobina, bilirrubinas (direta, indireta, total), DHL, contagem de reticuldcitos

Plaquetas, TP, TTPA, D dimero, fibrinogénio
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. DELINEAMENTO DO ESTUDO

O estudo foi do tipo transversal, observacional, analitico em pacientes com DF
atendidos no Ambulatério do Hemocentro Regional de Uberaba (HRU) e Servico de
Hematologia e Hemoterapia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro (UFTM) no periodo de agosto de 2016 a maio de 2017.

3.1.1. Aspectos éticos

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundacio Hemominas,
sob o parecer de nimero 55299016.2.0000.5118 (Anexo 1V).

3.1.2. Casuistica

Foram convidados a participar do estudo 46 pacientes com doenca falciforme em
seguimento ambulatorial. Os pacientes foram abordados durante seu atendimento de rotina no
Ambulatoério de Hematologia do HRU.

Também foram selecionados 26 doadores de sangue do HRU, que estivessem dentro
da faixa etaria dos pacientes com DF incluidos no estudo, para compor o grupo controle.

Os participantes receberam todas as informacOes referentes aos procedimentos da
pesquisa e somente foram incluidos no estudo apGs o aceite e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido. Os pacientes foram divididos em dois grupos: aqueles que

faziam uso de hidroxiureia ha mais de trés meses e 0s que ndo faziam uso da medicacao.

3.1.3. Critérios de inclusao

3.1.3.1 Pacientes:
1. Individuos com diagnostico de DF (subtipo SS, SC, SF ¢ SPeta talassemia) maiores

de 18 anos, de ambos os sexos, atendidos no Hemocentro Regional de
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Uberaba/Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Triangulo Mineiro.

2. Estar fora de crise (steady state).

3.1.1.2 Controles:
1. Ser doador de sangue de repeticdo, apto nas triagens clinica e soroldgica.
2. Ter eletroforese de hemoglobina normal.

3. Ter 18 anos ou mais.

3.1.4. Critérios de exclusao

3.1.4.1 Pacientes:
1. Estar em uso de anticoagulante, esteroides e medicamentos anti-inflamatérios.

2. Ter sido hospitalizado e recebido transfusdo nos ultimos 90 dias.

3.1.4.2 Controles:
1. Estar em uso medicamento anti-inflamatorio.

2. Ter realizado atividade fisica intensa nas Ultimas 12 horas.

3.2. PROCEDIMENTOS GERAIS

3.2.1. Coleta e processamento das amostras bioldgicas

Foram coletados 15 mL de sangue de cada participante por punc¢ao venosa, sendo 5mL
em tubo sem anticoagulante, 5 ml com citrato de sédio e 5 mL em EDTA. As amostras
coletadas em tubo sem anticoagulante foram utilizadas para dosagens de lactato desidrogenase
lactica (LDH), bilirrubinas (direta, indireta e total). Aquelas coletadas com citrato de sodio
foram utilizadas para a realizagdo dos testes de coagulagdo, como tempo de protrombina (TP),
tempo de tromboplastina parcialmente ativada (TTPA), fibrinogénio e dimero D. As amostras
coletadas em tubos com EDTA foram direcionadas para a realizacdo do hemograma,

contagem de reticuldcitos e quantificacdo do fator tecidual.
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As amostras de pacientes e controles foram encaminhas ao Laborat6rio Clinico do
Hospital de Clinicas da UFTM, onde foram realizados os exames: hemograma, contagem de
reticuldcitos, lactato desidrogenase (DHL), bilirrubina total e fragdes, D dimero, Tempo de
protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) e fibrinogénio. A
quantificacdo da expressdo dos mondcitos FT positivo foi realizada no laboratério de

Pesquisas Hematoldgicas da Disciplina de Hematologia e Hemoterapia da UFTM.
3.2.2 Variaveis avaliadas

3.2.2.1 Variaveis demograéficas
e |dade: individuos maiores de 18 anos

e Sexo: masculino e feminino

3.2.2.2 Variaveis laboratoriais

Dosagem de Hb (g/dL), reticulécitos (%), leucéeitos (x10%), contagem de plaquetas
(mm?®), TP (s), TTPA (s), fibrinogénio (mg/dL), D dimero (ng/mL), bilirrubina total (mg/dL),
bilirrubina direta (mg/dL), bilirrubina indireta (mg/dL), DHL(u/L), quantificacdo da

expressao de monacitos FT positivo (%).
3.2.3 Andlises dos paréametros laboratoriais de hemolise coagulacéo

O hemograma foi realizado por método automatizado no aparelho XN 3000 (Sysmex,
Japan), a contagem de reticulocitos pelo método de citometria de fluxo fluorescente no
aperelho XN 1000 (Sysmex, Japan), a dosagem de bilirrubinas direta e indireta pelo método
colorimétrico, a quantificacdo dos niveis de DHL pelo método cinético no aparelho Cobas
6000, (Roche Diagnostic, Esados Unidos). As analises de TP, TTPA e fibrinogénio foram
realizadas por método semi-automatizado no coagulébmetro Option 4 Biomerieux
(Biomerieux, Rio de Janeiro, Brasil) e a quantificacdo de D dimero foi realizada por método
automatizado de imunoensaio de fluorescéncia no equipamento Destiny Plus (Allere,

Delaware, Estados Unidos).
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3.2.4 Analise da porcentagem de mondcitos fator tecidual positivo

As células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) foram isoladas a partir dos
5mL de sangue coletado em tubo com EDTA, através do método de separacdo por gradiente
de densidade utilizando Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare). Foi utilizada a proporcéo de 1:1
(amostra/Ficoll), sendo a amostra centrifugada durante 30 minutos a 400 x g em temperatura
ambiente. Apés a centrifugacdo, as PBMC que formam um anel de densidade intermediaria
entre o plasma e o Ficoll, foram cuidadosamente coletadas, transferidas para um novo tubo de
50mL e lavadas trés vezes com 40mL, 20mL e 10mL de PBS (tampéo fosfato salino) 1X, nas
mesmas condicdes de centrifugacdo, agora a 10°C.

O sedimento celular foi ressuspenso em PBS (1x). Foram identificados 3 tubos
(branco, isotipo e amostra), sendo transferido 1 x 10° PBMCs para cada tubo. Inicialmente foi
realizado o blogueio de proteinas inespecificas, através da incubacdo com 1mL de PBS
contendo soro bovino fetal 5% (v/v) durante 30 minutos em geladeira. Em seguida, as
amostras foram lavadas duas vezes com a mesma solucdo e centrifugadas a 400 x g por 10
minutos.

O sedimento celular foi homogeneizado, iniciando a marcagcdo com 5uL de cada
anticorpo. Foram utilizados os anticorpos anti- 1gG1 (PE) isotipo controle, anti-HLA-DR
(FITC), anti-CD142 (PE), anti-CD14 (PerCy-7), anti-CD16 (APC) (Becton Dickinson - BD
Pharmingen, California, Estados Unidos) nos respectivos tubos (isotipo e paciente). As
amostras foram incubadas por 30 minutos e em seguida foi realizada a lavagem e
centrifugacéo por 2 vezes (ImL de PBMC + soro bovino fetal 5%, por 10 minutos, 10°C a
540 x g). O sedimento celular foi ressuspenso em 200uL de PBS contendo formaldeido 1% e
levadas para leitura em citdbmetro de fluxo.

A aquisigdo das celulas foi realizada em citdmetro FACSCanto 1l (BD, Califérnia,
EUA). Foram adquiridos 50.000 eventos, sendo as células inicialmente adquiridas em fungéo
de FSC-H (tamanho-altura) versus FSC-A (tamanho-area) para eliminar doublets da analise
(Figura 8A). Em seguida, a populacdo celular de tamanho intermediario e baixa
granulosidade, correspondente a populacdo de mondcitos, foi selecionada, utilizando-se os
pardmetros FSC-A e SSC-A (granulosidade) (Figura 8B).
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Em seguida, foram separadas as populacdes de mondcitos que apresentassem CD14,
CD16 e HLA-DR. A partir dessa populacdo de interesse, foi quantificada a porcentagem de
células marcadas o anticorpo anti-CD142, referente ao fator tecidual, diminuida a
fluorescéncia obtida no tubo contendo isotipo marcado com PE (Figura 8C). Os resultados da
quantificacdo de mondcitos que expressam fator tecidual (Figura 8D) foram expressos em
porcentagem.

A compensacdo do citémetro de fluxo foi realizada usando beads BD FACS Comp
(BD Biosciences, California, Estados Unidos), sendo calculada automaticamente pelo
software FACSDiva com base em nas fluorescéncias utilizadas, a compensagdo foi

amazenada e utilizada em todos 0s experimentos.

FSC-H
-

~Momocitos

FSC-A ) v 1)

8C 8D
< 9
. O
< 4
- 0 A "k r.':%:'.'.‘.r
o 1 e E e ',x"‘;;-‘y
.,,".'A,__., —
A3 ") " [ E“
e |
o o v |
T LB B0 e S LTS 04 e S e e a e | e— e e sy
“ IgGPE-A " “cpzreH "

Figura 8: Estratégia de gates para sele¢cdo de mondcitos que expressam fator tecidual. 8A - gate
em FSC-H vs. FSC-A para exclusdo de doublets; 8B — gate em mondcitos dentro da populacdo de
celulas mononucleares; 8C - isotipo (IgG) controle negativo; 8D — quantificagdo de mondcitos
em relagdo a expressao de fator tecidual (CD14 vs CD142).
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3.2.5 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a uma analise descritiva a partir de frequéncias absolutas e
percentuais (variaveis categoricas) e as variaveis numéricas a partir de medidas descritivas de
de centralidade (média e mediana) e de dispersdao (desvio padrdo, minimo, maximo e
coeficiente de variagéo).

A comparacdo das varidveis numéricas entre dois grupos foi realizada a partir do teste
t-student quando suposicdo de normalidade e homogeneidade das vaidveis satisfatorias ou
Mann-Withney caso contrario. Entre trés ou mais grupos as variaveis numéricas foram
comparadas a partir de ANOVA paramétrica, quando suposicdo de normalidade e
homogeneidade satisfeitas ou ANOVA ndo paramétrica caso contrario.

A associacao entre duas variaveis numéricas foram mensuradas a partir da correlacéo

de Pearson.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS DA AMOSTRA ESTUDADA

A idade dos pacientes variou de 18 a 52 anos, com média de 32 *+ 9,69 anos; 31
(67,40%) eram do sexo feminino e 15 (32,60%) masculino. Em relagéo a etnia 23 (50%) eram
pardos, 20 (43,47%) negros e trés (3,52%) eram brancos. Quanto ao subtipo 31 (67,39%)
eram SS, oito (17,40) SC, 5(6,52%) SB° e dois (4,34%) SF. Em relacdo ao uso de
hidroxiureia, 58,70 % estavam em uso e 41,30 % ndo usavam. Em relag&o ao grupo controle,
a idade variou de 18 a 53 anos, com media de 31+11,14. Dezenove (73,07%) eram do sexo
feminino e sete (26,93%) masculino, 17(65,38%) eram negros, cinco (19,23%) pardos e
quatro (15,38%) brancos.

4.2. PARAMETROS LABORATORIAIS
4.2.1. Marcadores de hemolise

Quanto aos parametros laboratoriais referentes aos indices de hemdlise, verificamos
valores significativamente maiores da contagem de reticuldcitos, niveis de bilirrubina direta,
indireta, total e DHL nos pacientes em comparacdo aos controles, respectivamente. Quanto a

taxa de hemoglobina, esta se mostrou significativamente inferior no grupo de pacientes
(Tabela 1).
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Tabela 1: Dados laboratoriais referentes aos marcadores de hemolise dos grupos com doenga
falciforme (paciente) e controle (doadores de sangue).

Valor de p

Grupo Variaveis n Meédia (Desvio Padrio)  Mediana Minlmo Miximo  (Paciente x Controle)
Paciente

Hemoglobina (g/dL) 46 9.97+1.8 9.7 6.8 15,2 p <0.0001**

Reticulocitos (%e) 16 6.,0=4.3 5.7 0.6 279 p <0.0001%*

Bilirmubina indireta (mg'ml,) 16 1,67£0.9 1,6 0.3 4.26 p < 0.0001%*

Bilirubina direta (mg/'mL) 16 0,7=0,3 0.6 0,2 1.4 p <0.0001*

Bilirrubina total (mg'mL) 16 2,21204 23 0,5 2,7 p <0.0001%*

DHL UL 46 459.9=187,0 459 % 7.9 o7 p < 0.0001*
Controle

Hemoglobina{g dL) 26 13,5=1.3 13,3 11 16

Reticulécitos (%) 26 1,7=04 1.6 0.9 2,7

Bilirrubina indireta (mg'mL) 26 0,3=0,2 0,3 0,1 0.9

Bilirmubinz direta (mg/'mL) 26 0,2=0,1 0,2 0.1 0.8

Bilirrubina total (g 'ml) 26 0,4=0,2 0,4 0,2

DHL UL 26 184,8+10.3 181.5 145 243

DHL.: Lactato desidrogenase. Nota: Os valores foram apresentados como média + desvio padrdo. A comparagao entre 0s
dois grupos foi realizada pelo teste t-Student (*) (dados normais) e/ou Mann-Withney (**) (dados sem normalidade);
p<0,05.

4.2.2 Marcadores de coagulacdo

Com relagdo aos marcadores de coagulacdo, observamos meédia significativamente
maior da contagem de plaquetas, niveis plasmaticos de D dimero elevados, tempo de
protrombina (TP) prolongado, maior média da porcentagem de mondcitos fator tecidual
positivo nos pacientes em comparacdo aos controles, enquanto o  fibrinogénio foi
significativamente inferior. Quanto ao tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA), néo

verificamos diferenca significativa (Tabela 2).
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Tabela 2: Dados laboratoriais referentes aos marcadores de coagulagdo dos grupos com doenca
falciforme (paciente) e controle (doadores de sangue).

Valor de p

Grupo Variaveis n Meédia (Desvie Padriaoe) Mediana Minimno Maxime (Pacientes x Controles)
Paciente

Plaquetas (/mm?) 46 378.652,0=120.162.0 392.000,0 110.000 636.000,0 p<0.0001*

TP/s 46 16229 15.8 12,6 32,7 p=0.0002%*

TTPA's 46 29.6x4.6 29.1 216 429 p=0.9691*

Fibrinogénio (mg/dL) 46 272,1+86.3 2433 1341 490.0 p=0.0381**

D dimero (ng/dL) 29 991,7=1.094.3 508.5 160.0 42280 p<0.0001%*

Monédcito FT positivo (%) 16.4£1.5 138 33 47.0 p- 0.0001*
Controle

Plaquetas (/mm?) 26 250.154,0:51.256,0 254.000,0 136.000.0 340.000,0

TP/s 26 13.620.7 134 124 15.3

TIPA's 26 29.5+26 29,1 26.0 352

Fibrinogénio (mg/dL) 26 318.1292.7 319.0 196.0 538.0

D dimero (ng/dL) 21 169.2+76.9 1640 564 316.0

Mondcito FT positivo (%) 26 6.4 =12 6.0 1.3 11.8

TP, tempo de protrombina; TTPA, tempo de tromboplastina ativada: FT, fator tecidual. Nota: Os valores foram apresentados como
esvio padrdo. A comparacdo entre os dois grupos foi realizada pelo teste t-Student ( *) (dados normais) e/ou Mann-Withney (**)
1 normalidade); p<0,05.

4.3 QUANTIFICACAO DE MONOCITOS EM SANGUE TOTAL

Verificamos contagem absoluta de mondcitos significativamente maior nos pacientes

comparados aos controles (Figura 9).
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Figura 9. Quantificagdo dos monécitos de pacientes e

controles. Os valores da contagem absoluta de mondcitos esta

representados no eixo y. A comparagdo entre os grupos foi 41
obtida através do teste t-Student, *diferenca significativa.



4.4. PORCENTAGEM DE MONOCITOS FATOR TECIDUAL POSITIVO

Verificamos maior média da porcentagem de mondcitos fator tecidual positivo nos
pacientes com DF comparados aos controles. (Figura 10).
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Figura 10. Porcentagem de mondcitos fator tecidual positivo de
pacientes e controles. Os valores de fator tecidual estdo em
porcentagens representados no eixo y. A comparacdo entre 0s
grupos foi obtida através do teste t-Student, *diferenca
significativa.

4.4.1 Porcentagens de monacitos fator tecidual positivo e sua correlacdo com a idade

Quanto a porcentagem de mondcitos FT positivo em relacdo a idade, ndo encontramos

correlagéo linear significativa no grupo dos pacientes com doenca falciforme (Figura 11).
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Figura 11: Porcentagem de mondcitos fator tecidual positivo no
grupo de pacientes com DF em relagdo & idade: A quantificacdo de
fator tecidual esta expressa no eixo y e a variagao de idade no eixo
X. A correlacdo da idade e porcentagem de mondcitos FT positivo
foi obtida através do teste de correlacdo de Person (r 0,04).

4.4.2 Porcentagem de mondcitos fator tecidual positivo em relagcdo ao sexo

Quanto a comparacdo da porcentagem de mondcitos FT positivo entre oS sexos
masculino e feminino no grupo de pacientes, verificamos maior média no sexo masculino,

porém esta diferenca ndo foi significativa (Figura 12).
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Figural2: Mondcitos fator tecidual positivo nos pacientes com
DF, quanto ao sexo: A comparacdo entre os dois grupos foi
realizada pelo teste t-Student. 43



4.4.3 Porcentagem de monacitos fator tecidual positivo em relacdo ao subtipo de doenca

falciforme

Quanto a porcentagem de mondcitos FT positivo em relacdo aos subtipos (SS, SC,

SF, SB), ndo encontramos diferenca significativa (Figura 13).
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Figura 13: Porcentagem de mondcitos fator tecidual positivo nos
pacientes com DF em relagdo ao genotipo: A comparagdo entre
os grupos foi realizada pelo teste de variancia (ANOVA).

4.4.4 Porcentagem de monocitos fator tecidual positivo em relacdo ao uso de

hidroxiuréia
Em relacdo ao uso de hidroxiureia e a porcentagem de mondcitos FT positivo, ndo

encontramos diferenca entre 0 grupo que estava em uso e aqueles que ndo estavam (Figura
14).
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Figura 14: Porcentagem de mondcitos fator tecidual
positivo gquanto ao uso de hidroxiureia: A comparagéo entre
os dois grupos foi realizada pelo teste t-Student.

4.5. CORRELACAO DA EXPRESSAO DE FATOR TECIDUAL COM MARCADORES
DE HEMOLISE E COAGULACAO

Quanto a correlagdo da porcentagem de mondcitos FT positivo com os marcadores de
hemolise, ndo verificamos correlacdo linear significativa com a taxa de hemoglobina,
contagem de reticuldcitos, DHL e bilirrubinas. Quanto aos marcadores de coagulacdo, nédo
verificamos correlacdo linear significativa com a contagem de plaquetas, TP, TTPA e D
dimero, enquanto fibrinogénio mostrou uma correlacao linear fraca, positiva e significativa.
(Tabela 3).
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Tabela 3. Correlacdo da porcentagem de mondcitos fator tecidual positivo (FT+) e marcadores de
hemdlise e coagulacgéo.

Mondcitos FT+

Controle Paciente
Variaveis r p r p
Hemolise
Hemoglobina (g/dL) -0,13 0,563 -0,13 0,480
Reticuldcitos (%) 0,14 0,553 0.02 0,930
DHL (U/L) 0,04 0,872 0,08 0,696
Bilirrubina indireta (mg/dL) 0,04 0,862 0,31 0,10
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,06 0,811 0,02 0,934
Bilirrubina total (mg/dL) 0,16 0,413 0,30 0,11
Coagulacao
Plaquetas(/mm?®) 0,11 0,626 0,16 0,401
TP (s) -0,18 0,945 0,04 0,820
TTPA(s) 0,02 0,424 0,18 0,348
Fibrinogénio (mg/dL) 0,01 0,967 0,47 0,010*
D dimero (ng/dL) 0,05 0,827 -0,15 0,428

TP, tempo de protrombina; TTPA, tempo de tromboplastina parcial ativada; LDH, Lactato desidrogenase. A
quantificacdo de D-dimero foi realizada em 29 pacientes. A correlagdo entre a porcentagem mondcitos fator tecidual e os
parametros laboratoriais de hemolise e coagulagdo foi obtida através do teste de correlagdo de Pearson. *diferenca significativa
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5 DISCUSSAO

A ativacdo da coagulacdo na DF é multifatorial, pois a doenca cursa com hemdlise,
disfuncdo endotelial e inflamacdo, que participam ativamente da geracdo de trombina
induzindo a um estado de hipercoagulabilidade, predispondo a um maior risco de
complicagdes tromboembdlicas graves (LEVI et al, 2010; SPARKENBAUGH; PAWLINSKI,
2013).

Em nosso estudo as alteracdes hemoliticas, caracteristica destes pacientes mesmo fora
de crise, foram demonstradas pela reducdo da taxa de Hb, elevada contagem de reticuldcitos e
niveis elevados de bilirrubina indireta e DHL, similares aos encontrados por Taylor et al
(2008), demonstrando que a hemdlise € um achado comum na DF, estando relacionada a
complicacdes vasculares. Resultados semelhantes foram observados por Kato et al (2010), em
criangas, enquanto Parsons et al (2016), avaliando 715 pacientes adultos, verificaram niveis
reduzidos de Hb, elevados de DHL e alta contagem de reticulécitos.

Quanto aos marcadores de coagulacdo, verificamos que 0s pacientes apresentaram
contagem de plaguetas e tempos de TP significativamente maiores que os controles, niveis
elevados de D dimero e aumento significativo de mondcitos FT positivo, similares aos
descritos por Ragab et al (2016) em criangas com DF. Quanto ao fibrinogénio, este se mostrou
significativamente reduzido em relacdo aos controles, ainda que dentro dos padrdes de
normalidade. Ainda, outro estudo avaliando criancgas verificou alta contagem de plaguetas e
tempos TP e TTPA prolongadas (CHINAWA et al, 2013).

A elevada contagem e 0 aumento da ativacao plaquetaria sdo descritas na DF mesmo
em pacientes clinicamente estaveis, contribuindo para a ativacdo da coagulacédo, favorecendo
a expressdo de FT de mondcitos e, consequentemente, o estado de hipercoagulabilidade
(ATAGA et al, 2012). Adicionalmente, estudos tém sugerido uma estreita relagdo entre a
contagem de plaquetas e FT, uma vez as plaquetas ativadas expressam CD 40 ligante que se
ligam aos mondcitos também ativados, induzindo a expressao de FT, demonstrando que as
plaquetas contribuem para o pool de FT de mondcitos (SPARKENBAUGH; PAWLINSKI,
2012).
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Além disso, Mekontson et al (2015), observaram elevada contagem de plaquetas,
associando esta trombocitose a maior propensdo de desenvolvimento de trombose pulmonar
em pacientes com sindrome torécica aguda (STA).

Em relagdo ao prolongamento do TP e os niveis reduzidos de fibrinogénio,
observados, acreditamos que tais fatores possam estar relacionados a disfuncdo hepatocelular,
comum nestes pacientes e/ou consumo dos fatores de coagulacdo. Outros estudos sugerem
que a lesdo hepatica subclinica resulta na reducdo da sintese dos fatores de coagulacédo e
possivelmente disfuncdo da coagulacdo. Somados a este fato, a liberagdo de citocinas pode
promover o consumo destes fatores (BUSSERI et al, 2017; CHINAWA et al, 2013).

Em relacdo ao aumento significativo de D dimero, verificamos que 51,74% dos 29
pacientes analisados, apresentaram niveis elevados deste marcador. Niveis elevados de D
dimero foram também relatados em outros estudos: Francis et al (1999), verificaram niveis
elevados em 92% dos pacientes assintomaticos e 100% durante a crise, enquanto Devine et al
(1986), observou aumento em 10% dos pacientes assintomaticos, 80% nos sintomaticos e
97% naqueles em crise vaso oclusiva. Apesar da diferenca dos niveis de D dimero observada
nos estudos citados e os observados em nossos resultados ficam claro que, mesmo fora de
crise, os pacientes com DF apresentam niveis significativamente elevados deste marcador.
Adicionalmente, um estudo de lacoviello et al (2015) demonstrou que o D dimero, por refletir
interacfes complexas da parede do vaso e o sangue, pode representar um preditor de eventos
vasculares que possivelmente possam conduzir a um acidente vascular cerebral isquémico
(AVCi), ou acidente vascular cerebral hemorragico (AVCh).

Quanto a porcentagem de mondcitos FT positivo verificadas neste estudo, estes
achados foram similares aos de dois estudos avaliando criangcas com doenca falciforme, os
quais demonstraram niveis significativamente elevados de FT por mondcitos (SETTY et al,
2012; RAGAB et al, 2016).

Em relagdo a porcentagem de mondcitos FT positivo e idade, ndo encontramos uma
correlacdo com a idade, similares aos encontrados por Vieira et al (2003), que também néo
verificaram correlacdo da porcentagem de mondcitos FT positivo e esta variavel. Em relacéo
ao sexo, também nédo houve diferenca significativa. No entanto, ndo encontramos na literatura

trabalhos correlacionado a porcentagem de FT a estas variaveis.

49



Em relagdo & terapia com hidroxiureia e a porcentagem de monadcitos FT positivo, ndo
encontramos diferenca entre o0 grupo em regime terapéutico com HU e aqueles que nédo
estavam em uso do medicamento, diferente de relatos encontrados na literatura. Colella et al
(2012), demonstram que a hidroxiureia foi capaz de reduzir os niveis de FT de mondcitos.
Acreditamos que o fato de ndo termos encontrado correlacdo da expressdo de FT de
monaocitos e uso de hidroxiureia pode ser devido ao pequeno nimero da amostra, somados a
dificuldade de adesdo de muitos pacientes ao uso correto da medicagcdo em nosso Servico, ou
ainda a porcentagem de mondcitos FT positivo elevada nos pacientes que tomavam
hidroixuireia, possivelmente poderia estar associado ao tempo de tratamento, que ndo foi
suficiente para reduzir a niveis inferiores aos que ndo tomavam.

Quanto ao subtipo, ndo verificamos diferenca significativa da porcentagem de
monacitos FT positivos. Outros autores encontraram maiores niveis de FT em individuos com
genotipo SS comparados aos SC (MOHEN et al, 2005; SPARKENBAUGH; PAWLINSKI,
2013; SETTY et al, 2012). Acreditamos que o fato de ndo termos encontrado diferenca de
monaocitos FT positivo nos diferentes genotipos de DF, possa ser explicado pela
heterogeneidade do grupo e tamanho da amostra.

Verificamos ainda que a porcentagem de mondcitos FT positivo se correlacionou com
a menor taxa de Hb e maiores niveis DHL, bilirrubinas, contagem de plaquetas e TP
prolongados, similares ao estudo de Ragab et al, (2016) em criancas. No entanto, nao
encontramos na literatura estudos em adultos. Outros estudos tém associado 0s baixos niveis
de Hb a maior risco de acidente vascular cerebral isquémico (AVCi) em pacientes com DF
(De BAUN et al, 2012; DAMANHOURI et al, 2014). Ainda, estudos em individuos com
gendtipos AA, demonstraram que a aumento de FT circulante € um importante fator de risco
para AVCi em jovens (IACOVIELLO et al, 2015). Assim, acreditamos que a significativa
correlacdo da taxa de Hb e a maior porcentagem de mondcitos FT+ verificadas neste estudo,
pode ser um fator de risco agravante para complicacbes como o AVCi comum nestes
pacientes.

Os niveis elevados dos marcadores de hemolise, sabidamente observados nestes
pacientes, promove maior liberagdo de produtos como: bilirrubina, Hb plasmaética e do heme
livre, uma molécula toxica com potencial capacidade de promover aumento da expressdo de

fator tecidual e atividade pro-coagulante (ROUMENINA et al, 2016).
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Estudos em modelos experimentais consolidam estes achados: Souza et al (2017),
verificaram em um estudo ex vivo, que 0 heme induziu a maior expressao de FT em células
hematopoiéticas e que a ativacdo da coagulacédo foi FT dependente, demonstrando que o heme
contribui significativamente para o estado pro-coagulante. Sparkenbaung e Pawlinski (2013),
verificaram em um estudo com camundongos que o heme induz a ativagdo da coagulagdo FT
dependente e que este foi capaz de aumentar a expressdo de FT de leucdcitos.
Adicionalmente, outro estudo também em camundongos demonstrou que o FT foi o
responsavel por ativar a coagulacdo, uma vez que sua inibicdo reduziu o complexo
trombina/antitrombina (Chantrathammachart et al, 2012).

Quanto aos marcadores de hemdlise ndo encontramos correlacdo linear significativa
com a porcentagem de mondcitos FT positiva, similares aos resultados encontrados por Ragab
et al, (2016) em criancas.

Em relagdo marcadores de coagulagdo, verificamos correlagdo linear positiva fraca e
significativa da porcentagem de FT apenas com o fibrinogénio, que embora dentro dos
parametros de normalidade se mostrou significativamente superior comparado aos controles.
Os resultados obtidos evidenciam um estado pré-trombdtico, porém mudancas significativas
dos parametros da coagulacdo podem ser encontradas na doenca falciforme (Adan et al,
2008).

Outro fator relevante foi a elevada contagem de mondcitos, um fator de risco
trombotico pelo fato destas células ativadas, alem de secretar citocinas inflamatorias, sdo a
principal fonte de FT, como observado no presente estudo, contribuindo para 0 aumento do
risco de eventos trombdticos (SHANTSILA et al, 2009; LEVI et al, 2010; SWANEPOEL et
al, 2015).

Um estudo de Wongtong et al (2010), incluindo 70 criangas com DF, relatou alta
contagem de mondcitos, que correlacionou com os marcadores de hemélise, supondo que a
monocitose seria secundaria a hemolise.

Vaérios estudos tém descrito que o tromboembolismo é uma complicagdo comum na
DF com alta incidéncia de trombose venosa profunda (TVP), trombose endovenosa (TEV) e
embolia pulmonar (EP), relatando alta morbidade e mortalidade (PARSON et al, 2015;
BRUNSON et al, 2017). Um estudo de NAIKE et al (2013), relataram a presenca de trombos

em pacientes com STA, enquanto Mekontson et al (2011), observaram que aproximadamente
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17% de pacientes com STA, apresentavam trombose arterial pulmonar ao exame de imagem.
Ainda, a relacdo entre hipercoagulabilidade e hipertensdo pulmonar (HP), aumento da pressao
da artéria pulmonar e resisténcia vascular pulmonar também tem sido descrita nestes
pacientes, onde a HP foi observada em aproximadamente 30% de pacientes adultos com DF,
sendo uma importante causa de morte. Estudos de autopsia demonstraram que 75% dos
pacientes apresentaram evidéncias de HP, sugerindo que o tromboembolismo possa ser uma
complicacdo da HP (RAHIMI; PARSIAN, 2011).

E sabido que os pacientes com DF apresentam alteracbes da hemostasia, 0 que pode
ser um fator de risco para o desenvolvimento de eventos trombéticos. No entanto o papel do
FT de mondcitos no estado de hipercoagulabilidade nesses pacientes ainda ndo foi
completamente elucidado (MACKMAN, 2009, ATAGA et al, 2012). Assim baseado em
estudos que relataram a alta morbidade e mortalidade de pacientes com DF decorrentes de
alteracGes hemostaticas, acreditamos que este estudo, demonstrando a correlagdo do aumento
do FT, com hemdlise e coagulacdo, seja de significativa relevancia.

A principal contribuicdo deste estudo foi demonstrar em adultos com DF o aumento
significativo de mondcitos FT positivo, o que pode estar relacionado a ativacdo crénica da
coagulagdo nestes pacientes. Tendo em vista que o FT ja é descrito como um fator de risco
para complicagdes trombaticas, contribuindo para a formagdo do trombo em outras condigdes
como: aterosclerose, diabetes, CIVD, AVCi e outras (CHU, 2011; GERRITS et al, 2011;
lacoviello et al, 2015), acreditamos, portanto, que os mondcitos FT positivo possa ser fator
de risco para os pacientes com DF, uma vez que estes apresentam um quadro hemolitico

cronico, capaz de induzir o aumento de FT e promovendo maior geragéo de trombina.
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste estudo concluimos que:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Houve um aumento significativo da porcentagem de mondcitos FT positivo,
demonstrando que os pacientes adultos com DF avaliados, cursam com um estado
pré-trombatico.

A contagem absoluta de mondcitos foi significativamente maior nos pacientes
comparados controles.

Os pacientes apresentaram niveis significativamente menores da taxa de
hemoglobina, niveis elevados de DHL, bilirrubinas e maior contagem de
reticulocitos.

A andlise dos marcadores de coagulacdo evidenciaram maior contagem de
plaquetas, tempo prolongado de protrombina e niveis elevados de D dimero.

Ndo houve diferenca signignificativa quanto a porcentagem de mondcitos FT
positivo em relacdo aos que faziam uso de hidroxiureia e aqueles que faziam uso,
quanto ao subtipo de doenca falciforme e em relagéo ao sexo.

N&o encontramos correlagdo linear significativa com a taxa de hemoglobina,
contagem de reticuldcitos, DHL e bilirrubinas, contagem de plaquetas, TP, TTPA
e D dimero, enquanto fibrinogénio mostrou uma correlacdo linear fraca e

significativa.
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Anexo |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO(Controle)
(No caso do maior de 18 anos)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: Expressao de Fator Tecidual por Mondcitos em Pacientes com Doenca
Falciforme

Vocé estd sendo convidado(a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa. Ap0Os ser
esclarecido(a) sobre as informac6es a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, por favor assine
ao final deste documento. Caso ndo concorde, vocé tem direito a se recusar a participar,

Os avangos na area da saide ocorrem atraves de estudos como este, por isso a sua participacdo
¢ importante. Neste estudo serdo incluidos dois grupos: Controle (constituido por individuos
saudaveis) e pessoas que tenham doenca falciforme. Caso aceite participar e preencha todos 0s
requisitos para se necessarios, vocé sera incluido ao grupo controle. O objetivo deste estudo é Avaliar
a Expressdo de Fator Tecidual por Mondcitos em Pacientes com Doenca Falciforme e caso vocé
participe sera necessario a coleta de 15 mL de sangue periférico que sera obtido no momento da
doagdo de sangue, de modo que ndo havera necessidade de uma nova puncao (picada com agulha).
Este procedimento poderd lhe causar desconfortos inerentes & coleta como: (trauma fisico e
psicolégico). Os profissionais que realizardo a puncéo venosa agirdo de forma cuidadosa e atenciosa
para minimizar os possiveis desconfortos decorrentes da coleta.

Vocé poderd obter todas as informagfes que quiser e poderd ndo participar da pesquisa ou
retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no seu atendimento. Pela sua participacéo
no estudo, vocé ndo recebera qualquer valor em dinheiro, mas terd a garantia de que todas as despesas
necessarias para a realizacdo da pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade (transporte e alimentacéo
guando necessaria). Seu nome ndo aparecera em qualquer momento do estudo, pois vocé serd
identificado com um ndmero.

Em relacdo aos beneficios deste projeto podemos citar: os resultados da expressdo do fator
tecidual permitird sabermos o risco que 0s pacientes com anemia falciforme tém de ter uma trombose,
por isto sua participacdo é importante. O senhor (a) serd informado quanto aos resultados dos seus
exames. Solicitamos também a sua autorizacdo para guardar este material, que futuramente podera ser
utilizado para outras pesquisas. Caso autorize, 0 soro e o material genético ficardo guardados em
tubos, congelados em freezer na temperatura de -30°C e -80°C respectivamente por cinco anos, no
laboratorio de Pesquisa em Hematologia, localizado a rua Getlulio Guarita 250, 4° piso, sob os
cuidados do pesquisador. Caso este material venha a ser utilizados para pesquisas futuras, nos
entraremos em contato para solicitar sua autorizacdo. Uma nova pesquisa utilizando sua amostra
somente seré realizada, quando novamente aprovado pelo comité de ética.

Ao final da pesquisa, o material biolégico humano armazenado poderd: a) permanecer

armazenado por até cinco anos ou prorrogado por até 10 anos, ap6s autorizado do CEP e se em
conformidade com as normas pertinentes do Conselho Nacional de Salde; b) ser descartado, conforme

66



normas vigentes de 6rgaos técnicos competentes, respeitando-se a sua confidencialidade e autonomia.
Vocé seréd informado sobre o descarte deste material e de como ele sera feito depois de finalizado o
projeto. O descarte dos materiais sera feito seguindo um protocolo onde os tubos serdo descartados
depois de colocados em solucdo desinfetante e a solugdo descartada na pia. Os tubos serdo
encaminhados para o lixo hospitalar.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma via serd
arquivada pelo pesquisador responsavel, e a outra sera fornecida a vocé. Os pesquisadores tratardo a
sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislacdo brasileira (Resolucdo N°
466/12 do Conselho Nacional de Sadde), utilizando as informac6es somente para os fins académicos e
cientificos.

Eu concordo em participar do estudo.

Declaragdo de consentimento

Eu,
____, portador(a) do documento de Identidade ,nascidoem /[
com idade de anos*, prontuério , residente no enderego
(Rua/Av) Ne,
complemento Bairro
Cidade
(MG), fone de contato () fui informado(a) dos objetivos do presente

estudo de maneira clara e detalhada e esclareci minhas davidas. Sei que a qualquer momento poderei

desistir de minha participacao, se assim o desejar.

Declaro que concordo participar do estudo. Recebi uma via original deste termo de consentimento

livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Local: data; de de 20

Participante do estudo

Assinatura do(a) Pesquisador(a)

Em caso de dividas com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:
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Comite de Etica em Pesquisa Hemominas
Telefone:(31) 3768-4587
Email: cep@hemominas.mg.gov.br

Contato dos pesquisadores:

Glaucia Aparecida domingos Resende:

(34) 3321-8254/glauciaresende@hotmail.com
Paulo Roberto Juliano Martins: (34)3074-3200
Paulo.martins@hemominas.mg.gov.br
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Anexo Il
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO(Paciente)
(No caso do maior de 18 anos)
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo do Projeto: Expressdo de Fator Tecidual por Mondcitos em Pacientes com Doenga Falciforme

Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa.
ApoOs ser esclarecido(a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, por
favor assine ao final deste documento. Caso nao concorde, vocé tem direito a se recusar a participar,

Os avancgos na area da salde ocorrem através de estudos como este, por isso a sua
participacdo é importante. O objetivo deste estudo é Avaliar a Expressao de Fator Tecidual por
Mondcitos em Pacientes com Doenca Falciforme e caso vocé participe sera necessario a coleta de 15
mL de sangue periféricoque serd obtido no momento da coleta de sangue para exames de rotina, de
modo que ndo havera necessidade de uma nova puncéo (picada com agulha).Este procedimento podera
Ihe causar desconfortos inerentes a coleta como: (trauma fisico e psicoldgico). Os profissionais que
realizardo a puncdo venosa agirdo de forma cuidadosa e atenciosa para minimizar 0s possiveis
desconfortos decorrentes da coleta.

Vocé poderd obter todas as informacgbes que quiser e podera ndo participar da
pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no seu atendimento. Pela sua
participacdo no estudo, vocé ndo recebera qualquer valor em dinheiro, mas tera a garantia de que todas
as despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade (transporte e
alimentagdo quando necessaria). Seu nome ndo aparecera em qualquer momento do estudo, pois vocé
serd identificado com um numero.

Em relacdo aos beneficios deste projeto podemos citar: os resultados da expressdo do
fator tecidual permitira sabermos o risco que o senhor (a) tem de ter uma trombose, os resultados serdo
anexados ao seu prontudrio para que o medico tenha acesso a estes dados. De forma indireta estes
resultados da pesquisa poderdo beneficiar outras pessoas. Os resultados estardo a sua disposicdo
guando finalizada a pesquisa.

Para este projeto adotaremos o0s seguintes procedimentos: a partir do prontuario do
participante nos iremos coletar os dados pessoais, e exames de laboratdrio ja realizados e montar
banco de dados para facilitar as analises.

Solicitamos também a sua autorizagdo para guardar este material, que futuramente
podera ser utilizado para outras pesquisas. Caso autorize, 0 soro e o material genético ficardo
guardados em tubos, congelados em freezer na temperatura de -30°C e -80°C respectivamente por
cinco anos, no laboratério de Pesquisa em Hematologia, localizado a rua Getalio Guaritd 250, 4° piso,
sob os cuidados do pesquisador. Caso este material venha a ser utilizados para pesquisas futuras, nos
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entraremos em contato para solicitar sua autorizagdo. Uma nova pesquisa utilizando sua amostra
somente seré realizada, quando novamente aprovado pelo comité de ética.

Ao final da pesquisa, 0 material biol6gico humano armazenado podera: a) permanecer
armazenado por até cinco anos ou prorrogado por até 10 anos, ap6s autorizado do CEP e se em
conformidade com as normas pertinentes do Conselho Nacional de Saude; b) ser descartado, conforme
normas vigentes de 6rgdos técnicos competentes, respeitando-se a sua confidencialidade e autonomia.
Vocé serd informado sobre o descarte deste material e de como ele sera feito depois de finalizado o
projeto. O descarte dos materiais sera feito seguindo um protocolo onde os tubos serdo descartados
depois de colocados em solucdo desinfetante e a solucdo descartada na pia. Os tubos serdo
encaminhados para o lixo hospitalar.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma via
serd arquivada pelo pesquisador responsavel, e a outra sera fornecida a vocé.Os pesquisadores tratardo
a sua identidade com padr@es profissionais de sigilo, atendendo a legislagéo brasileira (Resolucdo N°
466/12 do Conselho Nacional de Saude), utilizando as informagdes somente para os fins académicos e
cientificos.

Eu concordo em participar do estudo.

Declaracdo de consentimento

Eu,
____, portador(a) do documento de Identidade ,hascidoem __ /|
com idade de anos*, prontuario , residente no enderego
(Rua/Av) Ne.
complemento Bairro
Cidade
(MG), fone de contato ( ) fui informado(a) dos objetivos do presente

estudo de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei
desistir de minha participacao, se assim o desejar.

Declaro que concordo participar do estudo. Recebi uma via original deste termo de consentimento
livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas.

Local: data; de de 20

Participante do estudo

Assinatura do(a) Pesquisador(a)

Em caso de dividas com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:
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Comite de Etica em Pesquisa Hemominas
Telefone:(31) 3768-4587
Email: cep@hemominas.mg.gov.br

Contato dos pesquisadores:

Glaucia Aparecida domingos Resende:

(34) 3321-8254/glauciaresende@hotmail.com
Paulo Roberto Juliano Martins: (34)3074-3200
Paulo.martins@hemominas.mg.gov.br
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Anexo 111

W HEMOMINAS _ susum

TERMO DE CONSTITUICAO DE BIORREPOSITORIO

O presente scordo estabeloce s notmas pam opersclonalizacio, compartilhamento ¢ tilizagio do material
hiokigico humano coletado ¢ armmazenado em Biorrepositdrio, vinculado so Projeto de Pesquisa “Expressiio
Tecidual por moandcitos e pacientes com Doenga Falciforme™ » ser gerenciado pelos pesquisadores Paslo
Roberto Jullano Marting ¢ Glaucia Apagecids Domingos Resende com panicipagho do Hemocentre *
de Ubieraba da Fundagio Hemominas (Ay, Getdlo Guarith, 250 - Nosss Sea. da Abadia, Uberaba
- MG, 3§025-440) ¢ deo) (Universidade Federal do Trikngulo Minelro/UFTM - autarquia federal - Ay,
Frei Paslino, 30 - Bairre Abadis CEP; 38025180 Uberaba/MG), conforme definido na legilgio
competente. atendendo, e especial, 20 disposto va Resolugio ONS 441/11 ¢ na Resclugiio ONS 466712,

1. O Biorrepositonk, constituido por (sore e material genético), atenderi &s nonmas do Reginento [nstitucional
de Ricerepositnrio da institeiglo depositiria ¢ serd sedindo ¢ armazenado no(n) Laboratirio de Pesquise em
Hematologia/UFTM. inscrno(a) 0o CNPJ sob o n® 25457.4840001-61 ¢ situado(a) em Av, Frei Paulino, 30 -
Bairro Abadia CEP: 38025180 Ubernba™MG.

2. O material blokigico comstinniate do Biorrepositorio serh mantido em freezer mares Sanyo, & temperaturn
de -80 °C, acondiclonadas em eppendorfs.

3.0 praeo de armazenamento do Blorrepositdnio serd 0 meamo definido no crospgrama do projeto de pesguisa
sprovado pelo Comisé de Etica em Pesquesa da Fundagio Hemominas.

4. As instinuighes acordantes, devidamense reprosentadas, poderiio ter scesso aos dados e materiais obtidos em
thuawhm*uu“rmmwiﬁxtwhnbm“mhmmb
projeto.

5. A solicieagho de acesso a dados ¢ materials do Blomepositdrio somente podent ser feita por melo dos

membros da equipe do prajeto de pesquisa, devidamente cadestrados ma Platforma Beasil, demiro dos
narimetios estabelecidos pelo projeto de pesquiss ¢ mediamie aprovacio da andlise ctica

FUNDAGAO : ; i
’gi ﬁf%i HEMOMINAS wsg"

- 12. Todos os materiais armazenados no Biorrepositério serdio destruidos ao final do projeto de pesquisa, caso
ndo haja manifestagio nos termos da clausula 10, ;

13. Os casos nido contemplados pelo presente Termo serdo submetidos & andlise conjunta dos acordantes ¢
resolvidos de comum acordo pelas partes envolvidas,

Assinaturas:

Pesquisador Principal do Pt‘\'»jao

JRinig Guamrdos im,;
WP NIg .
Prasdee aFoasg 0

Représentante Legal Fundagio Hemominas

Dm'dwm
il 1721 asm
, e

Chefia WUL&I
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Anexo IV

TERMO DE APROVACAO CEP HEMOMINAS

2211112016 Plataforma Brasil

Vocé estd em: Publico > Buscar Pesquisas Aprovadas > Detalhar Projeto de Pesquisa
DETALHAR PROJETO DE PESQUISA

-~ DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo Pablico: Expressao de Fator Tecidual por mond
Pesquisador Responsavel: o Robe:
Contato Pablico: Glaucia Aparecida Domingos Resende
Condigdes de sadde ou problemas estudados:
Descritores CID - Gerais:

Descritores CID - Especificos:

Descritores CID - da Intervencio:

Data de Aprovagio Etica do CEP/CONEP; 10/1(

—~ DADOS DA INSTITUIGAO PROPONENTE

Nome da Instituicio: FUND CENTRO HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DE MINAS GERAIS
Cidade: BELO HORIZONTE

— DADOS DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Comité de Etica Responsavel: 5118 - Fundagio Hemominas
Enderego: Alameda Ezequiel Dlas. 321

Telefone: (31)3768-4587

E-mail: cep@hemominas. mg.gov.br

— CENTRO(S) PARTICIPANTE(S) DO PROJETO DE PESQUISA

— CENTRO(S) COPARTICIPANTE(S) DO PROJETO DE PESQUISA

a foi desenvolvido para o

ou Mozill
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