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RESUMO 

 

Monócitos e macrófagos são células da imunidade inata capazes de modificar seu 

fenótipo para adequar-se ao tecido no qual estão presentes e às necessidades do 

meio. A eritropoese, processo de formação de hemácias, acontece nas ilhas 

eritroblásticas (IEs), nichos especializados compostos por um macrófago central 

cercado por células eritroides em diferentes estágios de diferenciação. Eles 

apresentam fenótipo específico que inclui a expressão de moléculas anti-

inflamatórias, de adesão e daquelas ligadas ao metabolismo do ferro e à 

eritrofagocitose. Isso possibilita que exerçam funções essenciais para o 

desenvolvimento eritroide: reciclagem do ferro a partir da fagocitose dos eritrócitos 

senescentes e a indução da proliferação e sobrevivência dos eritroblastos. Em 

algumas situações ocorre a eritropoese de estresse (EE), com o aumento da produção 

de eritrócitos e maior recrutamento de ferro. Algumas doenças possuem um estado 

crônico de EE: a anemia falciforme (AF) é caracterizada pela falcização das hemácias 

levando à ativação do endotélio, inflamação e crises vaso-oclusivas. Na policitemia 

vera (PV) a eritropoese é aumentada, com proliferação de progenitores eritroides e 

maior risco de trombose. A depleção de macrófagos em modelo animal de PV e de 

anemia hemolítica mostrou a importância dessas células durante a EE. Os monócitos 

também parecem estar envolvidos nos processos da eritropoese. O objetivo desse 

trabalho foi caracterizar o fenótipo de monócitos e macrófagos de pacientes com EE. 

Em especial, foram investigadas a capacidade dessas células de promoverem a 

diferenciação eritroide e fagocitarem eritrócitos. Foram incluídos pacientes AF ou PV 

atendidos no Hemocentro-UNICAMP em fase estável da doença. O grupo controle 

(CTRL) incluiu indivíduos sadios. Os monócitos circulantes do sangue total foram 

utilizados para a investigação da expressão de moléculas características dos 

macrófagos das IEs, para verificar seu envolvimento na fagocitose de células 

eritroides, para avaliar o papel das hemácias e dos monócitos nesse processo, 

investigando a expressão de heme-oxigenase-1 (HO-1) e ferroportina (FPN), e 

também para a diferenciação e Fenotipagem dos macrófagos. O perfil de expressão 

dos macrófagos de pacientes EE não se assemelhou ao dos macrófagos das IEs, 

provavelmente devido ao ambiente controlado no qual a diferenciação foi feita. Em 

contrapartida, os monócitos desses pacientes se mostraram mais semelhantes 

fenotipicamente do que os monócitos CTRL, indicando que seriam capazes de 



 
 

influenciar na EE presente nessas doenças. Essas células participam da 

eritrofagocitose na circulação, sendo que o aumento dessa atividade parece ser 

resultado de uma maior participação das hemácias nos pacientes AF e, ser uma 

influência tanto das hemácias quanto dos monócitos nos pacientes PV. Em todos os 

grupos observou-se aumento das expressões de HO-1 e FPN nos monócitos após a 

fagocitose. Esses resultados mostram que, apesar de possuírem fisiopatologias 

diferentes, pacientes com AF ou PV possuem monócitos mais capazes de interagir 

com células eritroides e de realizar a sua retirada na circulação, contribuindo para o 

maior entendimento da eritrofagocitose e da EE que ocorrem nessas doenças, 

revelando a contribuição dos monócitos nesses processos e abrindo caminhos para o 

desenvolvimento de novos alvos terapêuticos no futuro. 

 

Palavras-chave: monócitos, macrófagos, eritropoese, fagocitose, anemia 

falciforme.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Monocytes and macrophages are cells of innate immunity capable of modifying their 

phenotype to adapt to the tissue in which they are present and the needs of the 

environment. Erythropoiesis, the process of red blood cell formation, happens in 

erythroblastic islands (EBIs), specialized niches composed of a central macrophage 

surrounded by erythroid cells at different stages of differentiation. They have a specific 

phenotype that includes the expression of anti-inflammatory molecules, adhesion 

molecules, and those linked to iron metabolism and erythrophagocytosis. This enables 

them to perform essential functions for erythroid development: iron recycling from the 

phagocytosis of senescent erythrocytes and the induction of erythroblast proliferation 

and survival. In some situations, stress erythropoiesis (SE) occurs, with increased 

erythrocyte production and greater iron recruitment. Some diseases have a chronic 

state of SE: sickle cell anemia (SCA) is characterized by the falcization of red blood 

cells leading to the activation of endothelium, inflammation, and vaso-occlusive crises. 

In polycythemia vera (PV) erythropoiesis is increased, with proliferation of erythroid 

precursors and higher risk of thrombosis. The depletion of macrophages in animal 

model of PV and hemolytic anemia showed the importance of these cells during SE. 

Monocytes also seem to be involved in the erythropoiesis processes. The aim of this 

work was to characterize the phenotype of monocytes and macrophages of patients 

with SE. In particular, the ability of these cells to promote erythroid differentiation and 

phagocyte erythrocytes were investigated. Were included patients diagnosed with 

SCD or PV in the UNICAMP Blood Center, all in stable phase of the disease. The 

control group (CTRL) included healthy individuals. Circulating monocytes of total blood 

were used for the investigation of the expression of molecules characteristic of EBIs, 

to verify their involvement in erythroid cell phagocytosis, to evaluate the role of red 

blood cells and monocytes in this process, investigating the expression of heme-

oxygenase-1 (HO-1) and ferroportin (FPN), and for the differentiation and phenotyping 

of macrophages. The expression profile of SE patients’ macrophages did not resemble 

that of the EBIs macrophages, probably due to the controlled environment in which the 

differentiation was conducted. On the other hand, monocytes of these patients were 

more similar phenotypically than CTRL monocytes, indicating that they would be able 

to influence the SE present in these diseases. These cells participate in 

erythrophagocytosis in the circulation, and this activity appears to be increased by the 



 
 

influence of red blood cells in SCA patients and, an influence of both red blood cells 

and monocytes in PV patients. In all groups there was an increase in HO-1 and FPN 

expressions in monocytes after phagocytosis. These results show that, although they 

have different pathophysiologies, patients with SCA or PV have monocytes more 

capable of interacting with erythroid cells and to perform their removal in circulation, 

contributing to the greater understanding of erythrophagocytosis and the SE that occur 

in these diseases, revealing the contribution of monocytes in these processes and 

opening ways to the development of new therapeutic targets in the future. 

 

Keywords: monocytes; macrophages; erythropoiesis; phagocytosis; sickle cell 

anemia. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Macrófagos e Monócitos  
 

Monócitos e macrófagos são células da linhagem mieloide envolvidas na 

imunidade inata. Constituem cerca de 5-10% dos glóbulos brancos do sangue 

periférico, contribuindo para a resolução da inflamação e retomada da homeostase do 

organismo. Durante condições normais, os monócitos circulantes podem se 

diferenciar em macrófagos teciduais, integrando a população de células locais que 

contribuem para diversos processos como desenvolvimento e monitoramento de 

alterações teciduais. Durante processos inflamatórios, eles se diferenciam em 

macrófagos inflamatórios no local afetado (1–4). 

Ambas as células são capazes de modificar seu fenótipo para se adequar 

ao tecido no qual estão presentes e às necessidades do meio, indo do estado basal 

durante condições normais, para um estado pro-inflamatório com capacidade de 

eliminação de patógenos e de inflamação e, por fim, para um estado anti-inflamatório, 

promovendo a resolução dessa inflamação e volta a condições ideais (Figura 1). 

Essas mudanças ocorrem através da sinalização do meio, com fatores de 

crescimentos e citocinas, ou da presença de patógenos (2,4).  

A principal função dos monócitos é repor o pool de macrófagos teciduais, 

tanto em condições normais, quanto durante estresse (5). Apesar disso, esses 

monócitos circulantes possuem diferentes subtipos, com funções e fenótipos 

individuais, mostrando que eles são importantes antes mesmo da diferenciação em 

macrófagos (1). As expressões dos marcadores CD14 e CD16 determinam a 

classificação de três subtipos de monócitos. Cerca de 80-90% do pool de monócitos 

é constituído do subtipo clássico (MC-C), que são CD14++CD16-. Os outros 10-20% 

são compostos dos subtipos intermediários (MC-I) - CD14++CD16+, e não-clássicos 

(MC-NC) - CD14+CD16+ (Figura 2) (1,6).   

Os MC-C são responsáveis pela fagocitose e pela imunidade inata, são 

capazes de migrar para tecidos e se diferenciar em macrófagos já em condições 

homeostáticas. Os MC-I fazem a apresentação de antígenos, secreção de citocinas, 

regulação da apoptose e participam da angiogênese. Já os MC-NC rastreiam o 

endotélio procurando sinais de inflamação e participam da resposta antiviral (1,6,7). 
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Figura 1. Funções dos subtipos de monócitos e macrófagos. Macrófagos e monócitos 

são capazes de mudar seu fenótipo, de acordo com as necessidades do organismo. Eles 

saem do estado de homeostase para um estado pro-inflamatório para eliminar patógenos e 

combater a inflamação. A mudança desse estado para o anti-inflamatório permite a resolução 

do problema até a retomada da homeostase. Dependendo do estímulo do meio, monócitos e 

macrófagos assumem fenótipos distintos com funções específicas.   Adaptada de Austermann 

e colaboradores (2) 

 

 

 

 

 

Figura 2. Subtipos de monócitos quanto a expressão de CD14 e CD16. Dot plot de 

citometria de fluxo convencional com a classificação dos subtipos de monócitos de acordo 

com a expressão de CD14 e CD16: clássicos (CD14++CD16-), intermediários (CD14++CD16+) 

e não-clássicos (CD14+CD16++). Dot plot de citometria de fluxo convencional.  
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Os macrófagos teciduais são especializados e assumem fenótipos 

diferentes dependendo do tecido que ocupam e função que desempenham, como é o 

exemplo das células de Kupffer (fígado), macrófagos alveolares (pulmões), 

osteoclastos (ossos), entre outros (5). Além da classificação por local, eles também 

são classificados de acordo com a expressão de moléculas associadas ao aumento 

ou supressão da resposta imune, sendo macrófagos M1 ou pro-inflamatórios e M2 ou 

anti-inflamatórios. Os primeiros expressam citocinas pro-inflamatórias e promovem a 

síntese de óxidos nítricos; os outros expressam arginase 1, CD206 (receptor de 

manose), receptor de IL-4, entre outros. Essa classificação é simplificada, no sentido 

de que eles não exercem apenas duas funções distintas. Os M2, por exemplo, são 

classificados ainda em M2a, M2b, M2c e M2d, dependendo do estímulo que recebem 

para a diferenciação (2,4,5,8,9). Algumas das funções gerais dos macrófagos são: 

produção de citocinas e quimiocinas, apresentação de antígenos, fagocitose de 

células em apoptose e reciclagem do ferro (4).   

Tanto monócitos quanto macrófagos estão envolvidos em diversas 

doenças, desde asma e doenças inflamatórias e autoimunes, até infecções 

bacterianas, virais e fúngicas. A diferenciação de monócitos em macrófagos e as 

proporções dos subtipos de cada célula parece variar em condições patológicas e com 

o uso de medicamentos, aumentando ou diminuindo a gravidade dos sintomas de 

algumas doenças (1,4,10).  

Além disso, uma das mais importantes funções dessas células é o seu 

envolvimento no metabolismo de ferro. Macrófagos M1 expressam níveis altos de 

moléculas de estoque do ferro, como a ferritina, e baixos níveis de moléculas que 

estimulam o efluxo desse metal, a ferroportina (FPN). O contrário acontece nos M2, 

que parecem favorecer o efluxo e não o armazenamento do ferro (11,12). Haschka e 

colaboradores (13) demonstraram o envolvimento dos MC-C e  MC-I no recrutamento 

e reciclagem do ferro na circulação.  

 

1.2. Metabolismo do ferro  
 

O ferro é um dos componentes mais importantes na manutenção da 

homeostase celular já que ele participa de processos como síntese de DNA, proteção 
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contra patógenos e transporte de oxigênio através da molécula de hemoglobina (Hb) 

presente nas hemácias. Apesar de ser importante, o excesso de ferro é prejudicial ao 

organismo. Sua presença em grande quantidade favorece o surgimento de espécies 

reativas de oxigênio (ROS), que causam danos oxidativos e peroxidação lipídica, 

levando a danos celulares. Assim, a regulação da disponibilidade desse metal é de 

extrema importância (14–16).  

A maior parte do ferro está presente nas hemácias. Durante o processo de 

retiradas das hemácias senescentes da circulação, o ferro é constantemente 

reciclado. Ele só é eliminado do organismo durante sangramentos ou descamação do 

endotélio duodenal e do epitélio. Essas pequenas perdas são supridas através da 

alimentação, sendo absorvido pelos enterócitos do duodeno (17,18). 

Quando há níveis altos de ferro no organismo, a hepcidina (hormônio 

produzido pelo fígado) age na FPN, proteína transmembrana responsável pelo efluxo 

do ferro na célula, causando a sua internalização e degradação. Assim, o ferro não é 

liberado e fica armazenado na forma de ferritina intracelular, sendo resgatado quando 

houver necessidade ou sendo descartado durante as descamações do endotélio 

(16,19).  

Algumas situações diminuem a quantidade de ferro do organismo. Nesses 

momentos, a hepcidina não é produzida e a FPN permanece estável na membrana 

das células, permitindo que o ferro seja externalizado. O ferro livre é tóxico e, uma vez 

fora da célula, precisa se ligar à transferrina (Tf) para ser transportado de forma segura 

até o local adequado. O complexo Tf-ferro é reconhecido pelo receptor de transferrina 

1 (TfR1) nas células que necessitam do metal e é internalizado para que o ferro seja 

liberado para uso imediato ou para ser estocado como ferritina para uso posterior 

(16,18) (Figura 3).   

Desequilíbrios no metabolismo do ferro causam consequências para todo 

o organismo. Seu excesso é acumulado em órgãos como fígado e coração, causando 

problemas de funcionamento e ao estresse oxidativo das células ali presentes. Déficits 

prolongados interferem no processo de eritropoese, causando anemias moderadas 

ou severas (20). 
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Figura 3. Reposição de ferro. O ferro do organismo é proveniente, em sua maior parte, da 

reciclagem das hemácias senescentes pelos macrófagos. O restante é adquirido da 

alimentação e absorvido pelos enterócitos do intestino. Se os níveis de ferro estão altos, a 

hepcidina (hormônio produzido pelo fígado) é secretada, a ferroportina é degradada e o ferro 

é armazenado como ferritina. Se os níveis estão baixos, a hepcidina não é produzida, a 

ferroportina fica na membrana na célula permitindo a saída do ferro. Uma vez fora da célula, 

ele se liga à transferrina para ser transportado até o local necessitado, geralmente a medula 

óssea, para suprir a eritropoese.  Criada através do BioRender. 

 

 

1.3. Eritropoese  
 

A eritropoese é um processo dinâmico e complexo no qual progenitores 

eritroides presentes na medula óssea sofrem mudanças citoplasmática e nucleares, 

até formarem células maduras capazes de transportar oxigênio (21,22). Eles se 

desenvolvem em pro-eritroblastos, seguindo para eritroblastos basófilos, 

policromáticos e ortocromáticos. Estes, perdem o núcleo dando origem aos 

reticulócitos e, por fim, aos eritrócitos maduros – as hemácias, que permanecem na 

circulação até a sua senescência (23,24). Essas células carregam a Hb que é formada 

por globinas e pelo heme ligado a átomos de ferro. Sua  principal função é o transporte 

de oxigênio (25).  
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 Nos adultos, esse processo acontece em nichos especializados na medula 

óssea, chamados de ilhas eritroblásticas (IEs). Descritas em 1958, são compostas por 

um macrófago central cercado por células eritroides em diferentes estágios de 

diferenciação (26,27). Existem dois tipos de IEs que participam de formas especificas 

na eritropoese. As IEs imaturas estão localizadas ao longo da medula óssea e são 

compostas por macrófagos pequenos ligados a células eritroides nos estágios iniciais 

de desenvolvimento. Esses macrófagos são responsáveis por secretar fatores de 

crescimento que favorecem a proliferação e diferenciação eritroide. As IEs maduras 

são formadas por macrófagos maiores ligados a células eritroides mais diferenciadas 

e se localizam mais perto dos capilares sinusoides, para que a liberação das hemácias 

para a circulação ocorra mais facilmente. Esses macrófagos fornecem ferro e 

fagocitam os núcleos expelidos durante a maturação das hemácias (24,28) (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Eritropoese e ilhas eritroblásticas. Diferenciação das células eritroides desde 

progenitores (HSC – célula tronco hematopoética, BFU-E - unidade formadora de explosão 

eritroide e CFU-E – unidade formadora de cultura eritroide), proeritroblastos (Pro-E), 

eritroblastos basófilos (Baso-E), policromáticos (Poly-E) e ortocromaticos (Orto-E) até 

hemácias maduras (RBC). Ilhas eritroblásticas (IE) imaturas com células eritroides menos 

diferenciadas, localizada ao longo da medula óssea e IE madura, com células eritroides mais 

diferenciadas e localizada perto dos capilares sinusoides, para a liberação das hemácias na 

circulação. Adaptado de Li e colaboradores (24) 
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A interação entre os macrófagos e os eritroblastos é essencial para o 

desenvolvimento de células eritroides maduras, tanto em estágios iniciais, quanto nos 

mais tardios (29). Os macrófagos presentes nessas estruturas possuem funções 

fisiológicas essenciais para o desenvolvimento eritroide incluindo, além da reciclagem 

do ferro a partir da fagocitose dos eritrócitos senescentes, a indução da proliferação e 

sobrevivência dos eritroblastos (30–34). 

A influência que os macrófagos exercem nas células eritroides é, pelo 

menos em parte, mediada de maneira dependente do contato entre as células (35), 

sugerindo que moléculas de adesão ou fatores parácrinos secretados dentro dos 

nichos eritroides possam ser importantes efetores desse evento. Assim, os 

macrófagos centrais das IEs apresentam um fenótipo distinto dos macrófagos 

residentes em outros tecidos (36). 

As principais moléculas de adesão responsáveis pela interação entre 

macrófagos e eritroblasto são: a molécula de adesão celular vascular-1 (VCAM1 - 

Vascular cell adhesion molecule 1), a αV integrina, a Emp (erythroblast macrophage 

protein), CD169 e o CD163 nos macrófagos. Elas interagem, respectivamente, com a 

integrina α4β1, com a molécula de adesão intercelular-4 (ICAM-4 - Intercellular 

Adhesion Molecule 4), com a Emp e com glicoproteínas ainda não conhecidas nos 

eritroblastos (30,35,37–39). 

A eritropoetina (Epo), hormônio produzido pelos rins e pelo fígado, atua 

como principal fator de regulação da produção de hemácias, tendo papel importante 

na regulação do desenvolvimento eritroide (23). Recentemente foi visto que os 

macrófagos das IEs expressam receptor de Epo (EpoR), o que sugere uma regulação 

da eritropoese por meio deles (36).  

Devido a esse envolvimento do metabolismo do ferro, os macrófagos 

centrais expressam, além das moléculas relacionadas a adesão às células eritroides, 

moléculas que permitem a captação desse metal. O já citado CD163 é também 

receptor do complexo Hb-haptoglobina (proteína de transporte). O complexo 

hemopexina-heme é reconhecido pelo CD91 e o ferro ligado à transferrina é 

reconhecido pelo TfR1 (40). Luo e colaboradores (41) mostraram ainda que os 

macrófagos que promovem a proliferação das células tronco hematopoéticas 

apresentam o perfil M2, com expressão de CD206. A expressão em conjunto dessas 
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moléculas caracteriza o fenótipo de macrófago das IEs e está representada na Figura 

5. 

 

Figura 5. Moléculas de adesão nas ilhas eritroblásticas. Ilha eritroblásticas composta por 

macrófago central (em verde) e células eritroides (em azul) em proliferação e diferenciação. 

Moléculas de adesão expressas pelos dois tipos celulares. EpoR = receptor de eritropoetina, 

VCAM1 = molécula de adesão celular vascular-1, integrina α4β1, αV integrina, ICAM4 = 

molécula de adesão intercelular-4, Emp = erythroblast macrophage protein, CD163, CD169. 

Adaptado de Borges e Sesti-Costa. (42).   

 

 

A reciclagem do ferro a partir das hemácias senescentes é feita 

principalmente através da interação entre Sirpα (proteína regulatória de sinal - signal-

regulatory-protein) e CD47 (Figura 6). Hemácias sadias expressam CD47 e conforme 

envelhecem ou sofrem danos, essa expressão é perdida. A diminuição da expressão 

de CD47 é reconhecida pelo Sirpα, indicando que aquela célula deve ser retirada da 

circulação, dando início ao processo de fagocitose por parte dos macrófagos (43).  
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Figura 6. Sinal da fagocitose de hemácias pelos macrófagos. Macrófago interagindo com 

hemácia saudável através da ligação entre Sirpα e CD47, inibindo a fagocitose. Após sofrerem 

danos ou entrarem em senescência, as hemácias perdem a expressão de CD47, promovendo 

a fagocitose por meio dos macrófagos. Adaptado de Burger e colaboradores (43).  

 

O processo de reciclagem do ferro é mediado pela enzima heme-oxigenase 

1 (HO-1), que é responsável pelo catabolismo do heme em ferro, biliverdina e 

monóxido de carbono (CO) (44). HO-1 possui uma função crucial na diferenciação dos 

eritroblastos mesmo em condições de estresse, já que uma redução na sua atividade 

resulta no impedimento da maturação dos progenitores (45). Uma vez liberado do 

heme, o ferro pode, então, ser armazenado como ferritina ou exportado através da 

FPN para ser transportado pela Tf (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Quebra do heme das hemoglobinas. O heme contido nas hemoglobinas é 

quebrado em biliverdina, monóxido de carbono e ferro (Fe) através da ação da heme-

oxigenase-1. O Fe pode, então, ser armazenado como ferritina ou ser exportado através da 

ferroportina para se ligar à transferrina e ser transportado para o tecido necessitado. Criado 

através do BioRender. 
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1.4. Eritropoese de estresse  
 

Em algumas situações como por exemplo hipoxia, anemia, infecção e 

inflamação, a eritropoese normal não é suficiente para manter a quantidade 

necessária de hemácias na circulação. Nesses momentos ocorre a eritropoese de 

estresse (EE), com a expansão da atividade na medula óssea e também para sítios 

extramedulares, como o baço e fígado, e o desenvolvimento de novos progenitores 

eritroides específicos dos momentos de estresse, chamados de progenitores 

eritroides de estresse (SEPs – stress erythroid progenitors), células comprometidas a 

linhagem eritroide (46,47).  Ao contrário da eritropoese normal que produz uma 

quantidade constante de células eritroides, a EE produz rapidamente progenitores 

eritroides que vão se diferenciar normalmente e de forma simultânea na presença de 

Epo, para fornecer um número adequado de hemácias para manter a eritropoese 

funcional (48,49).   

As IEs presentes na medula óssea e no baço durante a EE são formadas 

por macrófagos diferenciados a partir de monócitos, especialmente para suprir a nova 

demanda de células eritroides. Conforme os progenitores eritroides se diferenciam, os 

monócitos também se diferenciam (50). Além disso, para que essa expansão de 

progenitores eritroides aconteça, há um maior recrutamento de ferro através da 

diminuição dos níveis de hepcidina e a permanência da FPN na membrana dos 

enterócitos, permitindo uma maior absorção (51).  

A fisiopatologia de algumas doenças leva a um estado crônico de EE. 

Exemplos dessas doenças são a anemia falciforme (AF) e a policitemia vera (PV). 

 

1.4.1. Anemia falciforme  

A AF é uma doença hereditária causada por uma mutação em homozigose 

no gene da β-globina que leva à substituição de um aminoácido ácido glutâmico por 

valina, formando uma Hb anormal, a HbS. Em condições de desoxigenação, a HbS é 

polimerizada e provoca a falcização das hemácias, através de mudanças na forma e 

nas propriedades físicas dessas células (52–54). A doença é caracterizada por 

anemia hemolítica crônica e recorrentes crises de vaso-oclusão que levam a danos 

em vários órgãos e ao estresse oxidativo (55,56). O baço é um dos órgãos mais 
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afetados devido ao acúmulo de eritrócitos falcizados, levando, inicialmente, a 

esplenomegalia e sequestro esplênico na infância. A expectativa de vida desses 

pacientes é reduzida e o tratamento é geralmente feito através do uso de hidroxiureia 

(HU) e, em alguns casos, por transfusões sanguíneas, visando a substituição das 

células eritroides mutadas por células saudáveis mais capazes de realizar o transporte 

de oxigênio (55). Outras três drogas já foram aprovadas pelo FDA (Food and Drug 

Administration) para uso como tratamento: o crizanlizumab, a L-glutamina e o 

voxelotor (57). No Brasil, o crizanlizumab e o voxelotor foram aprovados, mas ainda 

não são amplamente utilizados.  

A principal causa da anemia desses pacientes é a falcização das hemácias, 

que acaba reduzindo a sua meia-vida através da hemólise (58). Alguns trabalhos 

reportam alterações na diferenciação terminal dos eritrócitos como possível causa de 

piora da anemia. El Hoss e colaboradores (59) mostraram alta taxa de mortalidade 

durante a diferenciação, entre os estágios de eritroblastos policromáticos e 

ortocromáticos, com perda de cerca de 40% das células. A apoptose dessas células 

ocorre nas IEs, fazendo com que os macrófagos centrais desses nichos aumentem 

sua capacidade de fagocitose para retirar as células mortas do meio. A desregulação 

da atividade fagocítica pode acabar interferindo nas outras funções desempenhadas 

por esses macrófagos, afetando ainda mais a maturação dos eritroblastos (60). 

Já se sabe que os monócitos desses pacientes também desempenham 

funções diferentes daqueles de indivíduos saudáveis. Em 2019 Liu e colaboradores 

(61) mostraram que nos pacientes com AF os MC-NC circulantes desempenham a 

função de fagocitose, sendo que essa atividade é ainda mais presente durante crises 

vaso-oclusivas. Além disso, esses monócitos expressam altos níveis de HO-1. Essa 

população está diminuída naqueles pacientes que sofreram crises vaso-oclusivas, 

indicando que eles protegem o endotélio dessa complicação (62).  

Pacientes com AF também sofrem de sobrecarga de ferro, principalmente 

no fígado (63), sendo necessário o uso de quelantes em muitos casos. Esse excesso 

de ferro vem das transfusões regulares, do aumento de absorção do metal para 

melhorar a anemia através do aumento da atividade eritropoética e da hemólise que 

resulta na liberação do ferro da Hb (64). O tratamento de camundongos com AF com 

um inibidor de FPN levou à redução de marcadores de hemólise, evidenciando ainda 
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mais a relação entre a quantidade de ferro presente no organismo e a hemólise sofrida 

(65).  

 

1.4.2. Policitemia vera 

A PV é uma doença mieloproliferativa em que a maioria dos casos é 

causada por uma mutação V617F no gene JAK2, levando a um ganho de função. 

Cerca de 3% dos pacientes são JAK2 V617F negativos e possuem outras mutações 

no mesmo gene, localizadas no éxon 12 (66). Este gene codifica a proteína JAK2, que 

atua na sinalização do receptor de Epo, promovendo a proliferação, sobrevivência e 

maturação de progenitores hematopoéticos multipotentes (67). A ativação de JAK2 

faz com que as células eritroides e mieloides sejam hipersensíveis a Epo, sendo 

capazes de formar colônias na sua ausência (68–70).  

A doença é caracterizada pela produção elevada de células eritroides, 

plaquetas e granulócitos morfologicamente normais (71), com a expansão de 

eritropoese para áreas extramedulares (69), levando a níveis aumentados de 

hemoglobina e hematócrito. Devido ao aumento de células circulantes, ocorre 

aumento da viscosidade sanguínea, com maior risco de eventos trombóticos venosos 

e arteriais, afetando também o baço que precisa filtrar o sangue, levando ao acúmulo 

de células (68,72). Assim, o tratamento geralmente é feito com o uso de terapia cito 

redutoras, como a HU, para diminuir o risco de trombose, e sangrias buscando a 

manutenção do nível de hematócrito (HTC) abaixo dos 45% (73).  

A mutação de JAK2 afeta toda a linhagem mieloide, incluindo plaquetas, 

neutrófilos e monócitos, possivelmente interferindo nas funções dessas células (74–

76). Além disso, já se sabe que ocorre o aumento de macrófagos CD68+CD163+ na 

medula óssea de pacientes com PV, o que pode ser explicado pelo aumento de 

produção celular (77) e que a monocitose está relacionada com o aumento de 

mortalidade desse pacientes (78), mostrando que essas células também são afetadas 

durante a doença. 
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1.4.3. Envolvimento dos monócitos e macrófagos na EE 

Como mostrado anteriormente, os macrófagos influenciam diretamente na 

eritropoese ao formarem as IEs. Durante as situações de estresse, esse envolvimento 

parece ser ainda maior.  

Ramos e colaboradores (79) mostraram uma contribuição incisiva dos 

macrófagos em modelos murinos de PV, já que a depleção dessas células foi capaz 

de reverter algumas das características chaves ligadas à doença, como por exemplo, 

o desenvolvimento da eritropoese extramedular e da esplenomegalia. Apesar de ainda 

não estar claro se os macrófagos de pacientes possuem esse mesmo papel e se 

contribuem para o desenvolvimento da doença, a presença dessas células na cultura 

eritroide de células CD34+ de pacientes com PV levou ao aumento da proliferação 

eritroide e diminuição da velocidade de diferenciação. No mesmo ano, Chow e 

colaboradores (30) mostraram o importante papel desses macrófagos também em 

anemias hemolíticas, já que a sua depleção causa recuperação mais lenta até níveis 

normais de reticulócitos e hematócrito.   

Apesar de não ser o principal papel dos monócitos, eles também interferem 

na eritropoese, desempenhando funções primariamente dos macrófagos. Estudos 

conduzidos em 2010 e 2015 demonstraram que a diferenciação de eritrócitos in vitro 

a partir de células humanas CD34+ é de quatro a 15 vezes maior quando na presença 

de outras células mononucleares do sangue periférico (PBMCs). Eles mostraram que 

as células responsáveis por esse aumento na diferenciação eritróide são os 

monócitos, principalmente MC-I, os quais também expressam CD163, CD169 e 

CD206. O efeito na diferenciação eritróide promovido pelos monócitos foi 

independente de contato e ocorreu antes do estágio de eritroblastos, aumentando a 

proliferação e diminuindo a apoptose das células CD34+ (38,80,81).  

Estudos recentes mostram ainda que os MC-C e MC-I expressam maior 

quantidade de moléculas relacionadas com o metabolismo do ferro, como por 

exemplo, FPN, ferritina, TfR1 e Sirp-α. Além disso, os MC-C são os maiores 

responsáveis pela fagocitose de hemácias danificadas e senescentes, tanto no estado 

normal quanto durante o estresse hematológico causado por transfusões em 

pacientes com síndrome mielodisplásica (82).  Liu e colaboradores (61) demostraram 

um maior envolvimento dos MC-NC na fagocitose de eritroblastos, avaliado pela 
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presença de glicoforina-A (parte da membrana eritroide) nas células de pacientes com 

AF e um aumento considerável dessa fagocitose naqueles pacientes em crise vaso-

oclusiva, indicando um papel importante dessas células na patologia da doença. 

Esses dados mostram a contribuição dos diferentes subtipos de monócitos durante 

processos ligados a eritropoese.  

Desequilíbrios na atividade eritropoética, como acontece durante a EE das 

doenças já citadas, afetam também o funcionamento dos macrófagos e monócitos. A 

diminuição do tempo de vida das hemácias gera um aumento da eritrofagocitose por 

meio dos macrófagos (83). Quando a demanda por esse processo excede o normal, 

a produção de HO-1 e ferritina não é suficiente para retirar todo o ferro livre liberado 

da quebra da Hb, gerando um acúmulo no plasma e no citosol e dando origem a ROS 

e produtos de peroxidação lipídica (84,85). Nessa situação, há diminuição do número 

de macrófagos do baço e fígado induzida por meio de ferroptose (85–87), um tipo de 

morte celular relacionado ao desequilíbrio do metabolismo do ferro com acúmulo de 

ROS e consequente peroxidação lipídica (84). Ela parece ser reduzida com o uso de 

quelantes de ferro, evidenciando sua relação com o acúmulo desse metal (88) e, 

consequentemente, com a elevada eritrofagocitose por parte de macrófagos e 

possivelmente de monócitos circulantes. 
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2. JUSTIFICATIVA  

Os mecanismos envolvidos na eritropoese de estresse ainda não estão 

totalmente estabelecidos. Assim, a caracterização das células presentes durante o 

processo é de grande importância para aumentar o conhecimento sobre doenças com 

quadro crônico de eritropoese de estresse. 
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3. OBJETIVOS  

3.1. Objetivo geral 

Caracterizar o fenótipo de monócitos e macrófagos de pacientes com 

eritropoese de estresse na policitemia vera e na anemia falciforme. Em especial, foram 

investigadas a capacidade dessas células de promoverem a diferenciação eritroide e 

fagocitarem eritrócitos. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 

- Investigar a expressão de moléculas características dos macrófagos das ilhas 

eritroblásticas e daquelas ligadas ao metabolismo de ferro nos monócitos circulantes; 

- Observar a capacidade dos monócitos do sangue periférico de fagocitar eritrócitos;  

- Investigar a possível interferência dos monócitos do sangue periférico na eritropoese. 
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4. CASUÍSTICA E MÉTODOS 

4.1. Casuística 

O estudo incluiu pacientes de ambos os sexos, com mais de 18 anos e 

atendidos no Hemocentro da UNICAMP com diagnóstico de AF, confirmado pelo 

hemograma, eletroforese de Hb, sequenciamento do DNA para confirmação da 

mutação da globina β em homozigose; ou de PV, seguindo os critérios da Organização 

Mundial da Saúde, com Hb acima de 16g/dL, HTC acima de 45% ou outra evidência 

de aumento de volume de células vermelhas, biopsia de medula óssea mostrando 

hipercelularidade de três linhagens e comprovação da presença da mutação JAK2 

V617F ou mutações no éxon 12 do mesmo gene.  

Os pacientes foram abordados durante sua consulta já agendada, sendo 

que a coleta de sangue e dados clínicos foi realizada durante a rotina dos 

participantes.  Os pacientes selecionados estavam em fase estável da doença, sem 

crises de dor, processos inflamatórios agudos ou transfusão sanguínea nos últimos 

três meses. O grupo controle foi composto por indivíduos sadios (CTRL). Tanto 

pacientes quanto os indivíduos sadios assinaram o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido, aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências 

Médicas da UNICAMP (CAAE: 88768318.6.0000.5404 – Anexo 1). Os dados 

laboratoriais e demográficos foram obtidos a partir dos prontuários de atendimento e 

estão apresentados nas tabelas presentes nos Apêndices 9.1 e 9.2. 

 

4.2. Metodologia 

 

4.2.1. Isolamento de monócitos de sangue periférico  

Foram coletados aproximadamente 20ml de sangue periférico em tubos de 

heparina lítica de cada participante para a separação das células mononucleares. Em 

capela de fluxo laminar, o sangue foi diluído em solução salina tamponada com fosfato 

(PBS 1x) estéril até o volume de 50ml. O sangue diluído foi dividido em dois tubos 

Falcon, sendo adicionado diretamente em cima de 15ml de Ficoll (densidade 1077g/ml 

– GE Heathcare), sem misturar as fases para que a separação em densidades 

acontecesse através da centrifugação à 400g por 30 minutos em temperatura 

ambiente, sem freio e aceleração. A camada contendo o PBMC foi coletada com o 
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auxílio de uma pipeta Pasteur e transferida para um novo tubo para que fossem feitas 

duas lavagens com PBS 1x por 10 minutos a 1500rpm (freio e aceleração nove), 

descartando o sobrenadante entre elas. O pellet obtido após a segunda lavagem foi 

ressuspendido em 5ml de tampão de lise gelado e permaneceu por 10 minutos a 4°C 

para que as hemácias fossem lisadas. Após esse período, o volume foi completado 

com PBS 1x e lavado novamente. O pellet resultante foi ressuspendido em 1ml de 

PBS 1x para contagem das células mononucleares em câmara de Neubauer.  

As células CD14+ foram separadas com o auxílio de beads magnéticas 

(MACS) que selecionam essa população. Brevemente, foi adicionado o volume 

proporcional de beads de acordo com o número de células obtidas anteriormente e 

feita uma incubação com PBS-BSA-ACD por 15 minutos a 4°C. Após esse período, 

foram adicionados 6ml de PBS-BSA-ACD para uma lavagem a 1500rpm por 10 

minutos. O pellet foi ressuspendido em 1ml e colocado na coluna de separação 

previamente umedecida e posicionada no suporte magnético. Após três lavagens com 

3ml de PBS-BSA-ACD cada, a coluna contendo as células CD14+ foi retirada do 

suporte magnético e as células foram recuperadas em 6ml de PBS-BSA-ACD com a 

ajuda de um êmbolo. Após centrifugação, o pellet foi ressuspendido em 1ml de meio 

de cultura RPMI para a contagem das células na câmara de Neubauer. 

 

4.2.2. Diferenciação de monócitos em macrófagos  

Cerca de 2x106 células mononucleares foram incubadas em placa de 24 

poços contendo meio RPMI incompleto (sem suplementação) em estufa a 37°C com 

5% de CO2 por 2 horas para que os monócitos pudessem aderir. Após esse período, 

o meio contendo as células não aderidas foi retirado e substituído por RPMI 

suplementado com 10% de soro fetal bovino, L-glutamina, penicilina/streptomicina e 

M-CSF (R&D SYSTEMS) - que estimula a diferenciação dos monócitos, na 

concentração de 25µg/ml por seis dias, com troca do meio no terceiro dia. Após 

diferenciação, os macrófagos foram coletados com o auxílio de PBS 1x gelado e 

separados para a citometria de fluxo.  
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4.2.3. Fenotipagem de monócitos e macrófagos   

A caracterização da expressão das moléculas de interesse relacionadas às 

ilhas eritroblásticas, como moléculas de adesão a células eritroides, metabolismo de 

ferro e do subtipo anti-inflamatório foi feita diretamente dos monócitos do sangue 

periférico e dos macrófagos diferenciados em cultura a partir dos monócitos, utilizando 

citometria de fluxo convencional.  

Os anticorpos utilizados estão especificados na tabela 1. Os macrófagos 

foram previamente selecionados como a população CD14+CD68+ e os monócitos 

foram classificados nos subtipos  MC-C, MC-I e MC-NC de acordo com a expressão 

de CD14 e CD16. As estratégias de seleção das populações estão apresentadas no 

Apêndice 9.3 e 9.4.  

 

Tabela 1.  Anticorpos utilizados para a seleção das populações de macrófagos e monócitos e 

para a investigação da expressão de moléculas relacionados às ilhas eritroblásticas, através 

de citometria de fluxo.  

Anticorpo Função Clone Marca 

Anti-CD14-FITC 
Receptor de LPS, expresso 

por macrófagos e monócitos  
Tuk4 

Life 

Technologies 

Anti-CD16-PerCP 
Receptor transmembrana, 

expresso por monócitos 
3G8 

Life 

Technologies 

Anti-CD68-Pecy7 
Glicoproteína expressa em 

macrófagos 
Y1/82A BD 

Anti-CD169-647 Adesão a células eritroides 7-239 BD 

Anti-CD163-BV421 

Receptor Do complexo 

Hemoglobina-haptoglobina; 

adesão a células eritroides 

GHI/31 BD 

Anti-Sirp-α-PE Sinalizadora de fagocitose SE5A5 BD 

Anti-VCAM1-BV605 Adesão a células eritroides 51-10C9 Biolegend 

Anti-CD206-PE 
Receptor de manose, perfil 

anti-inflamatório 
19.2 BD 
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4.2.4. Fagocitose ex vivo   

Para a investigação da fagocitose de células eritroides pelos monócitos 

circulantes, 1,5x106 células mononucleares de sangue periférico foram incubadas com 

os anticorpos anti-CD14-FITC e anti-CD16-PerCP. Após 30 minutos a 4°C, as células 

foram lavadas do excesso de anticorpo através da centrifugação a 7000rpm por 2 

minutos. A marcação foi fixada e as células permeabilizadas utilizando o kit 

Cytofix/Cytoperm Plus (BD). Após nova lavagem, foi adicionado o anticorpo anti-

glicoforina A-PE, clone CLB-ery-1 (Life Technologies) por 30 minutos para que fosse 

feita a marcação intracelular. Uma última lavagem foi feita e o pellet foi ressuspendido 

em 300µl de PBS 1x para leitura por citometria de fluxo convencional. A estratégia de 

análise se encontra no Apêndice 9.5. 

 

4.2.5. Ensaio de fagocitose in vitro 

Monócitos separados por beads CD14+ como descrito anteriormente foram 

incubados overnight em estufa a 37°C com 5% de CO2, em placa de 24 poços com 

RPMI suplementado na concentração de 5x105 células por poço. 

Hemácias de pacientes e indivíduos controle (diferentes dos quais foram 

isolados os monócitos) foram separadas a partir de sangue periférico coletado em 

tubo de EDTA no dia anterior. Foram feitas duas lavagens de 2 minutos a 1600rpm 

com PBS 1x e 80µl de sangue. 20µl do pellet resultante das lavagens foram separados 

para a contagem das células. Elas foram marcadas com o kit de marcação de 

membrana PKH26 (Sigma) e incubadas com os monócitos por 2 horas em uma 

concentração de 5x106 por poço. Foram feitos um total de quatro poços para os 

monócitos de cada indivíduo – dois com hemácia de paciente e dois com hemácia de 

controle. Após esse período, as células foram coletadas com PBS gelado, juntando 

os dois poços iguais, e lavadas a 1500rpm por 10 minutos. Foram adicionados 3ml de 

tampão de lise hemácias para quebrar aquelas que não foram fagocitadas. Após 

lavagem, os pellets foram ressuspendidos em 100µl de PBS-BSA-ACD e separados 

em dois tubos eppendorf para as marcações com anticorpos.  

Para o primeiro painel foram utilizados os anticorpos anti-CD14-FITC, anti-

CD16-PeCy7, clone 3G8 (Life Technologies) e anti-FPN (LifeSpan Bioscience) 

conjugado com o anticorpo secundário Alexa fluor 633 (Invitrogen). Primeiramente, 
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foram adicionados 2,5µl de FC block (BD) aos 50µl de células por 10 minutos em 

temperatura ambiente. A seguir, 1µl de anticorpo primário anti-FPN foi adicionado, 

seguido de uma lavagem à 7000rpm por dois minutos. O anticorpo secundário foi 

então adicionado na proporção de 1:1000. Após lavagem, foram adicionados os 

anticorpos anti-CD14 e anti-CD16 em 50µl de volume total. O pellet final foi 

ressuspendido em 300µl para realização da citometria de fluxo. Todas as incubações 

foram de 30 minutos a 4°C.  

Para o segundo painel, foram adicionados primeiramente os anticorpos 

anti-CD14-FITC e anti-CD16-PeCy7 em 50µl de PBS-BSA-ACD. Após lavagem, o kit 

Cytofix/Cytoperm Plus (BD) foi utilizado para a fixação e permeabilização das células. 

Por fim, as células foram incubadas com o anticorpo anti-HO-1-647, clone 23 (BD) por 

30 minutos a 4°C, seguido de uma lavagem e leitura por citometria de fluxo 

convencional. O esquema experimental está ilustrado na Figura 8 e a estratégia de 

analise se encontra no Apêndice 9.6. 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Esquema experimental do ensaio de fagocitose in vitro. Monócitos CD14+ foram 

incubados por duas horas com hemácias marcadas com o corante de membrana PKH26. 

Após esse período, foi feita a lise das hemácias não fagocitadas e a divisão das células para 

avaliação da expressão de heme-oxigenase-1 (HO-1) e ferroportina (FPN) através de 

citometria de fluxo. Foram realizadas as incubações dos seguintes conjuntos de células: 

monócitos de indivíduos saudáveis (CTRL) com hemácias de outros CTRL ou de pacientes; 

e monócitos de pacientes com hemácias de CTRL ou de outros pacientes. Criado através do 

BioRender.  
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4.2.6. Citometria de fluxo e análises estatísticas 

Todas as leituras de citometria de fluxo convencional foram realizadas no 

equipamento Cytoflex (Beckman coulter). As análises finais foram feitas no software 

FlowJo e as análises estatísticas foram realizadas no software Prism – GraphPad.  
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5. RESULTADOS 

5.1. Macrófagos de pacientes com AF diferenciados em cultura não 

apresentam perfil de expressão de moléculas semelhante ao dos macrófagos 

das IEs e se assemelham àqueles de indivíduos saudáveis  

 

Os macrófagos diferenciados em cultura a partir de monócitos circulantes 

de indivíduos CTRL e de pacientes com AF não apresentaram diferenças significativas 

quanto a expressão das moléculas relacionadas ao fenótipo das IEs (CD206 e 

CD163), moléculas de adesão (CD169 e VCAM1) e nem relacionadas à fagocitose de 

eritrócitos (Sirp-α) (Figura 9). A única distinção entre os grupos foi uma velocidade de 

diferenciação menor, representada pela porcentagem de células CD14+CD68+ na 

cultura, nos monócitos dos pacientes com AF do que aquela vista nas células de 

indivíduos saudáveis, o que sugere uma diferenciação mais lenta (Figura 9A).  

 

 

 

 

 

Figura 9. Fenotipagem dos macrófagos de pacientes com anemia falciforme (AF). 

Porcentagem de células CD14+CD68+ indicando a diferenciação dos monócitos circulantes de 

indivíduos controles (CTRL, em preto) e pacientes com AF (SS, em azul) em macrófagos (A); 

média de intensidade de fluorescência (MIF) dos marcadores típicos de macrófagos das ilhas 

eritroblásticas nas células diferenciadas em cultura: CD206 – marcador do perfil anti-

inflamatório (B), CD163 – receptor do complexo hemoglobina-haptoglobina e molécula de 

adesão (C), das moléculas de adesão VCAM-1 (D)  e CD169 (E) e do sinalizados de 

fagocitose Sirp-α (F). 
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5.2.  Monócitos circulantes de pacientes com EE possuem fenótipo similar 

aos macrófagos das IEs  

 

Como não foram encontradas diferenças nos macrófagos diferenciados em 

cultura, os monócitos circulantes foram investigados quanto ao seu fenótipo. As 

primeiras moléculas investigadas foram aquelas ligadas ao fenótipo dos macrófagos 

das ilhas eritroblásticas. Quando comparados com a expressão em monócitos de 

CTRL, o CD206 (marcador de macrófagos do tipo M2) estava mais presente nos MC-

I e MC-NC dos pacientes AF e nos MC-NC nos pacientes com PV (Figura 10). 

 

 

 

 

Figura 10. Expressão de CD206 nos monócitos circulantes. Média de intensidade de 

fluorescência (MIF) da molécula característica do perfil anti-inflamatório - CD206, nos 

monócitos circulantes de indivíduos saudáveis (CTRL) em preto, pacientes com anemia 

falciforme (SS) em azul e pacientes com policitemia vera (PV) em vermelho, nos subtipos 

clássicos (MC-C), intermediários (MC-I) e não-clássicos (MC-NC). nCTRL:21; nSS:17; 

nPV:17. Teste de Mann Whitney, P<0,05. Média ± desvio padrão. 

 

Outro marcador clássico desses macrófagos é o CD163 que, além de ser 

o receptor do complexo hemoglobina-haptoglobina, estando envolvido no 

metabolismo de ferro, também participa da adesão dos macrófagos às células 

eritroides nas ilhas. Ele se mostrou mais presente nos MC-I de indivíduos com AF e 

nos MC-NC na PV (Figura 11). 
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Figura 11. Expressão de CD163 nos monócitos circulantes. Média de intensidade de 

fluorescência (MIF) do receptor do complexo hemoglobina-haptoglobina e molécula de 

adesão a células eritroides - CD163, nos monócitos circulantes de indivíduos saudáveis 

(CTRL) em preto, pacientes com anemia falciforme (SS) em azul e pacientes com policitemia 

vera (PV) em vermelho nos subtipos clássicos (MC-C), intermediários (MC-I) e não-clássicos 

(MC-NC). nCTRL:21; nSS:17; nPV:17. Teste de Mann Whitney, P<0,05. Média ± desvio 

padrão. 

 

Também desempenhando a função de molécula de adesão, o CD169 e o 

VCAM1 se mostraram, respectivamente, aumentados nos MC-C e MC-I dos pacientes 

de ambas as doenças (Figura 12), e aumentado nos MC-I dos pacientes com AF e em 

todos os subtipos dos pacientes PV (Figura 13). Esses dados em conjunto mostram 

que os monócitos tanto dos pacientes com AF como os com PV apresentam um 

fenótipo similar ao dos macrófagos das IEs, com aumento das moléculas necessárias 

para adesão aos eritroblastos. 
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Figura 12. Expressão de CD169 nos monócitos circulantes.  Média de intensidade de 

fluorescência (MIF) da molécula de adesão a células eritroides - CD169, nos monócitos 

circulantes de indivíduos saudáveis (CTRL) em preto, pacientes com anemia falciforme (SS) 

em azul e pacientes com policitemia vera (PV) em vermelho, nos subtipos clássicos (MC-C), 

intermediários (MC-I) e não-clássicos (MC-NC). nCTRL:21; nSS:17; nPV:17. Teste de Mann 

Whitney, P<0,05. Média ± desvio padrão. 

 

 

 

 

 

Figura 13. Expressão de VCAM-1 nos monócitos circulantes. Média de intensidade de 

fluorescência (MIF) da molécula de adesão a células eritroides – VCAM-1, nos monócitos 

circulantes de indivíduos saudáveis (CTRL) em preto, pacientes com anemia falciforme (SS) 

em azul e pacientes com policitemia vera (PV) em vermelho, nos subtipos clássicos (MC-C), 

intermediários (MC-I) e não-clássicos (MC-NC). nCTRL:21; nSS:17; nPV:17. Teste de Mann 

Whitney, P<0,05. Média ± desvio padrão. 
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Outra importante função dos macrófagos é a fagocitose de hemácias 

senescentes e danificadas através da interação entre Sirp-α nos macrófagos e CD47 

nas hemácias. Os dados mostram uma diminuição da presença de Sirp-α nos MC-NC 

dos pacientes com AF e nos MC-C de pacientes com PV (Figura 14), indicando maior 

capacidade fagocítica desses monócitos. Um aumento significativo na expressão de 

Sirp-α por MC-NC de pacientes com PV também foi observado. 

 

 

 

 

 

Figura 14. Expressão de Sirp-α nos monócitos circulantes. Média de intensidade de 

fluorescência (MIF) da proteína regulatória da fagocitose - Sirp-α, nos monócitos circulantes 

de indivíduos saudáveis (CTRL) em preto, pacientes com anemia falciforme (SS) em azul e 

pacientes com policitemia vera (PV) em vermelho, nos subtipos clássicos (MC-C), 

intermediários (MC-I) e não-clássicos (MC-NC). nCTRL:21; nSS:17; nPV:17. Teste de Mann 

Whitney, P<0,05. Média ± desvio padrão. 

 

5.3.  Monócitos participam da fagocitose de hemácias na circulação de 

pacientes com EE 

 

Para confirmar que esses monócitos participam da fagocitose das 

hemácias, foi feita a marcação de glicoforina A intracelular nessas células circulantes 

a fim de se observar resquícios de células eritroides, indicando fagocitose. Foi 

possível observar que em ambos os grupos de pacientes houve maior porcentagem 

de monócitos positivos para glicoforina A quando comparado ao grupo CTRL (Figura 

15), com uma participação maior no grupo AF do que no grupo PV.  
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Figura 15. Fagocitose de hemácias pelos monócitos circulantes. Porcentagem de 

monócitos circulantes que fagocitaram células eritroides, indicados pela marcação intracelular 

positiva de glicoforina A (CD235a) (A) e a média de intensidade de fluorescência (MIF) dessa 

marcação (B) em indivíduos controle (CTRL, em preto), pacientes com anemia falciforme (SS, 

em azul) e pacientes com policitemia vera (PV, em vermelho). nCTRL:13; nSS:15; nPV:17. 

Teste de Mann Whitney, P<0,05. Média ± desvio padrão. 

 

5.4. Durante a EE, a atividade fagocítica pode ser influenciada tanto pelos 

monócitos quanto pelas hemácias 

 

Para saber se o aumento da atividade eritrofagocítica vista nos monócitos 

circulantes estava mais ligada aos monócitos ou às hemácias, foi feita incubação in 

vitro dos monócitos com hemácias marcadas com PKH26 coletados de indivíduos 

controles e de pacientes. Nossos dados mostram que as hemácias de pacientes com 

AF foram as responsáveis por induzir maior fagocitose, independentemente da origem 

do monócito, já que não foram observadas diferenças entre os monócitos de pacientes 

com AF e os de indivíduos saudáveis (Figuras 16). Com relação aos pacientes com 

PV, foi observada uma participação tanto da hemácia quanto do monócito no aumento 

da eritrofagocitose, já que os monócitos dos pacientes com PV fagocitaram mais do 

que os monócitos de indivíduos saudáveis, independente da hemácia presente (Figura 

17).  
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Figura 16. Ensaio de fagocitose in vitro de pacientes com anemia falciforme (AF). 

Porcentagem de monócitos PKH26+ (A) indicando fagocitose de hemácias e média de 

intensidade de fluorescência (MIF) dessa marcação (B) nos monócitos de indivíduos controle 

(CTRL, em preto) e pacientes com AF (SS, em azul), incubados com hemácias de CTRL ou 

de pacientes AF. nCTRL:6; nSS:6.  Teste t pareado, P<0,05. 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Ensaio de fagocitose in vitro de pacientes com policitemia vera (PV). 

Porcentagem de monócitos PKH26+ (A) indicando fagocitose de hemácias e média de 

intensidade de fluorescência (MIF) dessa marcação (B) nos monócitos de indivíduos controle 

(CTRL, em preto) e pacientes com policitemia vera (PV, em vermelho), incubados com 

hemácias de CTRL ou de pacientes PV. nCTRL:6; nPV:6.  Teste t pareado, P<0,05. 

 

Observando a fagocitose por subtipo de monócitos, houve um maior 

envolvimento dos MC-C em ambas as doenças na fagocitose das hemácias, já que 

uma maior porcentagem desse subtipo celular se apresentou positiva para PKH26 

(marcação realizada nas hemácias), enquanto os MC-NC parecem não ter 
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participação nessa atividade ou ainda tem sua participação inibida, com maior 

porcentagem PKH26- (Figuras 18 e 19). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Fagocitose in vitro por subtipo de monócito de pacientes com anemia 

falciforme (AF). Porcentagem de monócitos clássicos (MC-C), intermediários (MC-I) e não-

clássicos (MC-NC) que não fagocitaram (-) e que fagocitaram (+) hemácias de pacientes com 

AF (SS). Em preto os monócitos de indivíduos saudáveis (CTRL) e em azul, monócitos SS.  

Teste t pareado, P<0,05. Média ± desvio padrão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Fagocitose in vitro por subtipo de monócito de pacientes com policitemia 

vera (PV). Porcentagem de monócitos clássicos (MC-C), intermediários (MC-I) e não-

clássicos (MC-NC) que não fagocitaram (-) e que fagocitaram (+) hemácias de pacientes com 

policitemia vera (PV). Em preto os monócitos de indivíduos saudáveis (CTRL) e em vermelho, 

monócitos PV.  Teste t pareado, P<0,05. Média ± desvio padrão. 
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5.5. Eritrofagocitose leva ao aumento de expressão de HO-1 e FPN nos 

monócitos  

 

Após identificado o aumento na fagocitose de hemácias pelos monócitos 

dos pacientes, foi avaliado como estava o metabolismo do ferro pós-fagocitose. Para 

isso, foram investigadas as expressões de HO-1 intracelular e de FPN na membrana 

nos monócitos de CTRL e de pacientes após fagocitose de hemácias.  

Comparando os monócitos que fagocitaram (PKH26+) com os que não 

fagocitaram (PKH26-), os que participaram da fagocitose tiveram maior expressão de 

HO-1 (Figura 20). Isso também foi visto com a expressão de FPN – os monócitos que 

fagocitaram apresentaram maior expressão dessa proteína, (Figura 21). Esses 

aumentos de expressão foram vistos independentemente do tipo de monócito, sendo 

relacionado apenas com a fagocitose. Além disso, foi observada uma tendência 

(p=0,0731) de menor expressão de FPN nos monócitos dos pacientes com PV quando 

comparado aos monócitos de CTRL mesmo antes da fagocitose. 

 

 

Figura 20. Expressão de heme-oxigenase-1 (HO-1) nos monócitos após a fagocitose de 

hemácias. Porcentagem de HO-1 nos monócitos que não fagocitaram (PKH26-) e nos que 

fagocitaram hemácias de pacientes marcadas (PKH26+). A) monócitos de indivíduos 

saudáveis (CTRL) em preto e de pacientes falciforme (SS), em azul, fagocitando hemácias 

SS; B) monócitos de CTRL em preto e de pacientes com policitemia vera (PV), em vermelho, 

fagocitando hemácias PV. nCTRL:6; nSS:6; nPV:5.  Teste t pareado, P<0,05. 
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Figura 21. Expressão de ferroportina (FPN) nos monócitos após a fagocitose de 

hemácias.  Porcentagem de FPN nos monócitos que não fagocitaram (PKH26-) e nos que 

fagocitaram (PKH26+) hemácias marcadas. A) monócitos de indivíduos saudáveis (CTRL) em 

preto e de pacientes falciforme (SS), em azul, fagocitando hemácias SS; B) monócitos de 

CTRL em preto e de pacientes com policitemia vera (PV), em vermelho, fagocitando hemácias 

PV. nCTRL:6; nSS:6; nPV:6. Teste t pareado, P<0,05. 
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6. DISCUSSÃO 

Macrófagos são células-chave durante a eritropoese, influenciando 

diretamente no processo de proliferação das células eritroides. Eles são ainda mais 

fundamentais durante a EE, que ocorre de forma crônica em algumas doenças, como 

a AF e a PV.  

Neste estudo, os macrófagos diferenciados em cultura a partir de 

monócitos circulantes de pacientes com AF apresentaram fenótipo semelhante àquele 

visto nas células de indivíduos saudáveis. Essa similaridade pode estar relacionada 

ao ambiente no qual a diferenciação ocorreu, já que as condições in vitro são 

controladas e distintas daquela a qual as células são expostas na circulação dos 

pacientes. A influência de estímulos externos sobre o fenótipo das células já foi 

demostrada antes. Heideveld e colaboradores (89), por exemplo, demostraram que a 

presença de glicocorticoides durante a diferenciação de monócitos em macrófagos 

conduz o fenótipo dessas células para um perfil semelhante aos macrófagos centrais 

das IEs, gerando um perfil de expressão de moléculas distinto daquele encontrado 

nas células diferenciadas na ausência do fator. Assim, é possível que, se essas 

células forem estimuladas com algum fator inflamatório, o fenótipo resultante dessa 

estimulação poderá ser distinto entre os grupos.  A única distinção notada entre as 

populações foi uma taxa de diferenciação menor dos monócitos em macrófagos dos 

pacientes AF. Isso pode indicar que essas células se diferenciam mais lentamente ou 

sofreram apoptose durante o processo de diferenciação. 

Visto que há uma influência do meio no fenótipo das células, foram 

investigadas as expressões das moléculas ligadas aos macrófagos IEs nos monócitos 

circulantes coletados diretamente do sangue dos indivíduos. Notou-se uma maior 

presença desses marcadores nas células dos pacientes com AF e com PV, quando 

comparado com os monócitos de indivíduos CTRL, principalmente moléculas de 

adesão a células eritroides e do perfil M2. Nos pacientes com AF, os MC-I 

apresentaram um fenótipo mais parecido aos macrófagos das IEs e nos pacientes 

com PV, os MC-NC se mostraram mais parecidos. Esses dados sugerem que os 

monócitos dos pacientes com EE possuem maior semelhança com os macrófagos 

que promovem a eritropoese do que os monócitos em condições saudáveis e assim, 

sugerem uma maior capacidade de influência nos processos que ocorrem nesse 
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nicho, além de mostrarem que os subtipos de monócitos podem atuar de formas 

distintas no processo. A depleção dos macrófagos centrais das IEs se mostrou 

promissora na diminuição da EE em diversas patologias (30,79).  

O papel dos monócitos na fagocitose de hemácias senescentes e 

danificadas já foi visto anteriormente. Os dados mostram uma diminuição na 

expressão de Sirp-α nos MC-NC dos pacientes AF e nos MC-I dos pacientes PV, o 

que sugere uma maior fagocitose de hemácias nessas células do que nos monócitos 

de CTRL, já que a perda do Sirp-α resultaria na diminuição da capacidade de 

reconhecer o CD47 e dariam início ao processo de fagocitose também de hemácias 

saudáveis. Assim, é possível que os monócitos de pacientes AF e com PV estejam 

envolvidos não só com a eritropoese, mas também com a retirada das hemácias da 

circulação. De fato, a interação entre Sirp-α e CD47 é investigada como alvo de 

tratamento anticâncer, com a busca de mecanismos que bloqueiem essa ligação, já 

que células tumorais costumam ter superexpressão de CD47, levando à sua 

permanência nos tecidos  (90,91). Entretanto, apenas isso não parece ser o suficiente 

para que os macrófagos aumentem a capacidade de fagocitose. Bian e colaboradores 

(92), demostraram que camundongos com bloqueio de Sirp-α ou CD47 não tiveram 

aumento de fagocitose de hemácias bloqueadas em condições normais. Esse cenário 

muda, em condições inflamatórias, levando a um quadro de anemia severa desses 

animais mostrando o quanto a inflamação pode modular a interação entre essas duas 

moléculas.    

O aumento da fagocitose foi notado pela presença de glicoforina A no 

interior dos monócitos circulantes de ambas as doenças – o que não foi visto nos 

indivíduos CTRL. Os monócitos de pacientes AF já foram previamente ligados a 

fagocitose de hemácias, tanto no estado estável da doença quanto durante crises 

agudas (61), mas isso ainda não havia sido documentado na PV. Wang e 

colaboradores (93) mostraram que os eritrócitos com a mutação JAK2 V617F 

apresentam redução da expressão de CD47, sendo mais  susceptíveis a fagocitose 

por macrófagos com ou sem a mutação, quando comparado com eritrócitos 

saudáveis, tanto no modelo animal, quanto nas culturas com células de pacientes e 

indivíduos saudáveis, levando a uma sobrecarga dos macrófagos, que seriam 

impossibilitados de realizar suas outras funções. Isso evidencia que, durante a EE, os 
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monócitos circulantes participam da fagocitose das hemácias, função primariamente 

desempenhada pelos macrófagos. 

Durante nosso ensaio de fagocitose in vitro, foi possível observar que nos 

pacientes com AF a atividade fagocítica está mais relacionada às hemácias do que 

aos monócitos, já que a exposição dos monócitos AF a hemácias CTRL não resultou 

no aumento desse processo, indicando que não é uma função inata dessas células. 

Por outro lado, na PV tanto monócitos quanto hemácias influenciam a fagocitose, já 

que se notou um aumento dessa atividade quando os monócitos de pacientes com PV 

foram expostos a hemácias saudáveis. Investigações futuras poderiam determinar se 

a presença da mutação de JAK2 em toda linhagem mieloide, incluindo nos monócitos, 

poderia estar envolvida com a alteração da função dessas células.  

A depleção dos macrófagos das IEs em modelo animal de PV levou à 

melhora de alguns aspectos das doenças, como a esplenomegalia, reticulocitose, 

eritrocitose e hematócrito (HTC) elevado. Por outro lado, a depleção na anemia 

hemolítica levou à limitação da eritropoese na medula óssea e no baço e demonstra 

a importância dessas células na recuperação dessa condição (30,79). Sabe-se que 

os monócitos são recrutados para o baço durante situações de estresse para a 

diferenciação em macrófagos (50). Assim, a depleção dos monócitos em modelo 

animais de PV e AF poderia revelar o grau de participação dessas células nos 

processos das doenças.  

A maior presença de HO-1 e de FPN nos monócitos que participaram da 

fagocitose indica, respectivamente, um aumento da capacidade de catabolizar o heme 

liberado pelas hemácias fagocitadas e da capacidade de exportar o ferro resultante 

dessa quebra. Os aumentos de expressão de moléculas do metabolismo de ferro após 

a fagocitose sugerem influência importante dos monócitos na disponibilidade de ferro 

para suprir a demanda na produção de células eritroides. 

Uma das maiores limitações encontradas nesse estudo foi o uso de HU 

pela maioria dos pacientes, tanto no grupo de AF, quanto no grupo PV, não sendo 

possível realizar uma comparação entre grupos com e sem tratamento. Essa 

comparação seria importante devido à já documentada influência do uso de 

medicamentos no fenótipo das células e na distribuição dos subtipos de monócitos, 

além da sua atuação direta na inflamação e hemólise. Apesar de existir essa limitação, 



53 
 

o tratamento não fez com que o perfil de expressão encontrado nas células dos 

pacientes fosse igual ao encontrado das células de indivíduos saudáveis.  

Em resumo, macrófagos diferenciados em cultura (condições controladas) 

de pacientes com AF não apresentaram fenótipos diferentes. Por outro lado, subtipos 

de monócitos tanto de pacientes com AF quanto de pacientes com PV possuem 

expressão alterada de moléculas importantes para o processo da eritropoese, 

sugerindo um papel dessas células na EE. Apesar de serem doenças com 

fisiopatologias diferentes, a AF e a PV apresentam EE e os monócitos circulantes dos 

pacientes com ambas as doenças participam da fagocitose de hemácias, porém as 

hemácias dos pacientes com AF parecem desempenhar papel mais decisivo nessa 

função, enquanto na PV, tanto as hemácias quanto os monócitos influenciam da 

atividade fagocítica.   

Dessa forma, a hipótese final é que, em ambas as doenças que ativam 

mecanismos de EE, os monócitos circulantes são capazes de adquirir características 

que os habilitam a fagocitar as hemácias e a reciclar o ferro do heme através do 

aumento da HO-1. O aumento na expressão da FPN por essas células após a 

fagocitose das hemácias indica que, após o metabolismo do ferro, este é 

externalizado. Em conjunto com os dados que mostram que os monócitos expressam 

moléculas de adesão a eritroblastos, nossos resultados sugerem que essas células 

têm o potencial de contribuir com a eritropoese. Nas situações que fogem à situação 

fisiológica, a contribuição dos monócitos circulantes nesses processos pode ser 

relevante, especialmente na AF onde há disfunção esplênica e o baço não é capaz de 

desempenhar corretamente o seu papel na eritropoese extramedular. Os eritroblastos 

circulantes presentes na AF, embora não abundantes, poderiam se ligar aos 

monócitos repletos de moléculas de adesão, o que estimularia a eritropoese. 

Adicionalmente, na AF os monócitos circulantes poderiam contribuir desde que haja 

hipoesplenismo, para a hemólise extravascular, reduzindo a proporção de hemólise 

intravascular e diminuindo os efeitos sistêmicos desse processo, com redução de 

óxido nítrico, lesão endotelial, hipertensão pulmonar e priapismo, entre outros. Na PV, 

o baço também pode ser afetado devido à grande quantidade de células circulantes e 

os monócitos possivelmente podem estar atuando na eritropoese extramedular 

(Figura 22). Essa hipótese ainda precisa ser validada por ensaios de diferenciação in 

vitro de células eritroides na presença de monócitos de pacientes. No geral, esses 
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resultados contribuem para o maior entendimento da eritrofagocitose e eritropoese de 

estresse que ocorrem na AF e na PV e a contribuição dos monócitos nesses 

processos, o que pode abrir caminhos para o desenvolvimento de novos alvos 

terapêuticos. 

Esses resultados estão de acordo com o que já foi descrito sobre monócitos 

na AF e fornecem maiores detalhes sobre marcadores específicos presentes nessas 

células na doença e evidenciam pela primeira vez o fenótipo dos monócitos e seu 

papel na fagocitose na policitemia vera. 

 

Figura 22. Hipótese do envolvimento dos monócitos circulantes na eritropoese de 

estresse. Durante situações de estresse hematopoético, os monócitos parecem ser capazes 

de realizar a fagocitose de hemácias circulantes, contribuírem para o metabolismo do ferro 

com o aumento de expressão de heme-oxigenase-1 e ferroportina, além de expressarem 

moléculas que permitem a adesão às células eritroides, potencialmente influenciando no 

processo de eritropoese. Assim, cria-se a hipótese de que os monócitos podem atuar e ter um 

papel relevante na eritropoese extramedular. 
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7. CONCLUSÃO 
 

• Monócitos circulantes de pacientes com eritropoese de estresse, como anemia 

falciforme e policitemia vera, possuem perfil de expressão de moléculas mais 

semelhante àquele presente nos macrófagos das ilhas eritroblásticas. 

 

• Apesar de não serem os principais responsáveis pela fagocitose de hemácias 

danificadas e senescentes, os monócitos circulantes participam desse 

processo em situações de estresse, como já foi visto anteriormente na anemia 

falciforme e é observado pela primeira vez neste trabalho em pacientes com 

policitemia vera. Essa atividade é influenciada pelas hemácias na anemia 

falciforme e tanto pelas hemácias quanto monócitos na policitemia vera. 

 

• As características encontradas nos monócitos de pacientes com eritropoese de 

estresse indicam possível envolvimento dessas células nos processos que 

ocorrem nas ilhas eritroblásticas, como eritropoese, fornecimento de ferro e 

eritrofagocitose.  
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9. APÊNDICES   

9.1.  Tabela de dados demográficos e laboratoriais - pacientes com AF 

Apêndice 1. Tabela com os dados demográficos e laboratoriais dos grupos de pacientes com 

anemia falciforme.  

  Mediana (Mínima – Máxima) 

Idade (n=39) 43 (20-60) 

RBC (3,9-6x106/ul) (n=39) 2,28 (1,53 - 3,49) 

PLT (130-400×103/μL) (n=39) 334 (122 - 720) 

WBC (3,7-11,1×103/μL) (n=39) 5,37 (3,55 - 11,95) 

HCM (27,3-32,6pg) (n=39) 37,7 (27,5 - 44,9) 

VCM (82-98fl) (n=39) 115,4 (84,4 - 139,9) 

Hb (11,8-16,7g/dL) (n=39) 8,3 (6 - 11) 

Ht (36-50%) (n=39) 26,2 (17,5 - 32,6) 

Retic (22-139×109/μL) (n=39) 243 (67,8 - 923) 

Monócitos (0,2-0,92×103/μL) (n=39) 0,33 (0,12 - 1,27) 

Ferro Sérico (70-180ug/dL) (n=32) 116,5 (38 - 208) 

Ferritina (m:30-400; f:13-150ng/dL) (n=32)  593 (25,1 - 3039) 

TIBC (255-450ug/dL) (n=32) 272,5 (154 - 411) 

IST (20-45%) (n=32)  40,5 (11 - 96) 

Bilirrubina indireta (0,10-1mg/dL) (n=22) 1,52 (0,81 - 6,24) 

Bilirrubina total (0,3-1,2mg/dL) (n=22) 1,78 (0,44 - 6,94) 

HbF (%) (n=33) 16,1 (1,6 - 30,5) 

HbS (%) (n=33) 77,1 (53,9 - 91,4) 

  N 

Sexo (masculino/feminino) (n=39) 17/22  

Uso de hidroxiureia (n=39) 33 

 

RBC: contagem de hemácias, PLT: plaqueta, WBC: leucócitos totais, HCM: hemoglobina 

corpuscular média, VCM: volume corpuscular médio, Hb: hemoglobina, HTC: hematócrito, 

Retic: reticulócitos absolutos, TIBC: capacidade total de ligação do ferro, IST: índice de 

saturação de transferrina. 
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9.2.  Tabela de dados demográficos e laboratoriais – pacientes com PV 

Apêndice 2. Tabela com os dados demográficos e laboratoriais dos grupos de pacientes com 

policitemia vera. 

  Mediana (Mínima – Máxima) 

Idade (n=31) 67 (24-77) 

RBC (3,9-6x106/ul) (n=31) 4,09 (2,71 - 8,12) 

PLT (130-400×103/μL) (n=31) 349 (137 - 898) 

WBC (3,7-11,1×103/μL) (n=31) 5,79 (2,97 - 16,29) 

HCM (27,3-32,6pg) (n=31) 32,9 (17,8 - 40,3) 

VCM (82-98fl) (n=31) 101,6 (65,4 - 124,6) 

Hb (11,8-16,7g/dL) (n=31) 14,3 (2,97 - 16,29) 

Ht (36-50%) (n=31) 8.98 (4.67 - 14.67) 

Monócitos (0,2-0,92×103/μL) (n=31) 0,25 (0,14 - 0,7) 

Ferro Sérico (70-180ug/dL) (n=18) 75,5 (23 - 143) 

Ferritina (m:30-400; f:13-150ng/dL) (n=18) 58,5 (12,4 - 429,8) 

TIBC (255-450ug/dL) (n=18) 359,5 (261 - 630) 

IST (20-45%) (n=18) 20 (4 - 37) 

  N  

Sexo (masculino/feminino) (n=31) 16/15  

Uso de hidroxiureia (n=31) 29 

Sangrias terapêuticas (n=31) 3 

Presença da mutação JAK V617F (n=31) 29 

Ausência da mutação JAK V617F e presença de 
mutação no éxon 12 de JAK2  2 

 

RBC: contagem de hemácias, PLT: plaqueta, WBC: leucócitos totais, HCM: hemoglobina 

corpuscular média, VCM: volume corpuscular médio, Hb: hemoglobina, HTC: hematócrito, 

TIBC: capacidade total de ligação do ferro, IST: índice de saturação de transferrina.  
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9.3.  Estratégia de análise – fenotipagem de macrófagos 

 

 

 

 

 

 

 

 

Apêndice 2. Estratégia de seleção da população de macrófagos diferenciados em cultura a 

partir de monócitos circulantes. Através de citometria de fluxo convencional as células foram 

selecionadas por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). Separou-se as células que 

passaram pelos filtros de detecção individualmente (single cells) através do dot plot FSC-

HxFSC-A. Elas foram mais uma vez separadas através do dot plot SSC-AxFSC-A para que, 

em seguida, fosse feita a seleção dos macrófagos CD68+CD14+. Dentro dessa população 

duplo-positiva foram feitas as análises quanto a expressão das moléculas de interesse: 

CD206 (marcador anti-inflamatório), CD163 (receptor do complexo hemoglobina-haptoglobina 

e molécula de adesão), Sirp-α (sinalizadora de fagocitose), CD169 (molécula e sVCAM-1 

(moléculas de adesão à eritrócitos). 
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9.4. Estratégia de análise – fenotipagem de monócitos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Apêndice 3. Estratégia de seleção de monócitos circulantes presentes nas células 

mononucleares (PBMC). Através de citometria de fluxo convencional as células foram 

selecionadas por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). Em seguida, selecionou-se as 

células que passaram pelos filtros de detectação individualmente (single cells) através do dot 

plot FSC-HxFSC-A. Os subtipos de monócitos foram selecionados a partir da marcação com 

CD14 e CD16: CD14+CD16-
 (monócitos clássicos), CD14+CD16- (monócitos intermediários) e 

CD14low CD16+ (monócitos não-clássicos), para que então fossem feitas as análises de 

expressão das moléculas de interesse: CD206 (marcador anti-inflamatório), CD163 (receptor 

do complexo hemoglobina-haptoglobina e molécula de adesão), Sirp-α (sinalizadora de 

fagocitose), CD169 (molécula e sVCAM-1 (moléculas de adesão à eritrócitos). 
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9.5. Estratégia de análise - fagocitose ex vivo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Apêndice 4. Estratégia de seleção de monócitos circulantes presentes nas células 

mononucleares (PBMC). Através de citometria de fluxo convencional as células foram 

selecionadas por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). Em seguida, selecionou-se as 

células que passaram pelos filtros de detectação individualmente (single cells) através do dot 

plot FSC-HxFSC-A. Foram selecionadas as células com presença de CD14 (monócitos) e em 

seguida, utilizou-se a marcação da glicoforina A (CD235a) intracelular para quantificar a 

porcentagem de monócitos que haviam fagocitado células eritroides.  
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9.6. Estratégia de análise - ensaio de fagocitose in vitro  

 

 

 

 

Apêndice 5. Estratégia de seleção dos monócitos mantidos em cultura com hemácias 

marcadas com PKH26 para o ensaio de fagocitose in vitro. Através de citometria de fluxo 

convencional as células foram selecionadas por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC). As 

células que passaram pelos filtros de detectação individualmente (single cells) foram 

selecionadas através do dot plot FSC-HxFSC-A. Em seguida, foram separados os monócitos 

PHK26- e PKH26+, respectivamente, aqueles que não participaram da fagocitose de hemácias 

e as que participaram dessa atividade. Dentro de cada população, foram feitas duas análises: 

a porcentagem de cada subtipo de monócitos através da marcação com CD14 e CD16 – 

CD14+CD16-
 (monócitos clássicos), CD14+CD16- (monócitos intermediários) e CD14low CD16+ 

(monócitos não-clássicos); e a porcentagem de expressão de ferroportina (FPN) e de heme-

oxigenase-1 (HO-1).  
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10. ANEXOS 

10.1. Aprovação comitê de ética 
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