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Nos ultimos anos tem sido demonstrada uma associa¢do entre niveis elevados de certos
fatores da coagulacgao e risco de tromboembolismo venoso (TEV). Entretanto, o nimero de
estudos € pequeno e a maioria estdo restritos a populacdes caucasdides. Neste estudo caso-
controle emparelhado por idade, sexo e etnia investigamos os niveis plasmaticos do
fibrinogénio, FVII, FVIII, FIX, FX, FXI, FvW e grupo sanguineo (GS) ABO no risco
trombotico. Foram analisados 175 pacientes com TEV (122 mulheres e 53 homens), com
idade mediana de 36 anos (13-63), acompanhados no Ambulatério de Hemostasia da
Unicamp no periodo de julho de 2002 a julho de 2005. Na andlise univariada, niveis
elevados de FVIII (OR: 5,3 IC95% 2,9-9,6), FvW (OR: 4,9 1C95% 2,7-8.,9), FIX (OR: 2,4
IC95% 1,3-4,4), FXI (OR: 2,1 IC95% 1,1-4,0) e GS ndo O (OR: 3,0 IC95% 1,9-4,6) foram
fatores de risco para TEV. O FVIII, FvW e GS ndo O foram associados ao risco tanto em
membro inferior como em sitio incomum da doenga. A andlise de todas estas varidveis,
segundo critério de selecdo “stepwise”, mostrou o FVIII (OR: 3,1 IC95% 1,6-6,0), FvW
(OR:2,8 1C95% 1,4-5,4) e o GS nao-O (OR:2,2 1C95% 1,3-3,5) como fatores de risco
independentes para TEV e que o FIX e FXI agiram sinergicamente a estas varidveis no
acréscimo do risco trombdtico. Risco de recorréncia foi conferido por elevagdes do FIX
(OR: 4,7 IC95% 1,8-11,9) e FXI (OR: 3,4 1C95% 1,8-8,7). Os determinantes dos niveis
plasméticos do FVIII ndo estdo totalmente esclarecidos. Como a LRP (Low density
lipoprotein receptor related protein) tem um papel no catabolismo do FVIII, foram
pesquisados os polimorfimos C200T, o A775P e o D2080N no gene codificador dessa
proteina, como fator de risco para TEV e a influéncia dos mesmos sobre os niveis do FVIII
e FvW. Nao houve diferenca nas prevaléncias destes polimorfismos entre pacientes e
controles. No entanto, no grupo-controle, o genétipo DN, do polimorfismo D2080N, foi
associado a menores concentracdes do FVIII (77,4 Ul/dl) e FvW (70,2 Ul/dl), quando
comparado ao genétipo DD (127 Ul/dl e 108,4 Ul/dl, respectivamente p<0,05). Em
conclusdo, nesta populacdo brasileira miscigenada, o FVIII, FvW | FIX, FXI e GS nao O
foram associados ao risco de TEV e o polimorfismo D2080N, no gene da LRP, interferiu

com os niveis plasmaticos de FVIII e FvW.
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During the last years an association between high levels of certain coagulation factors and
the risk for venous thromboembolism (VTE) has been demonstrated. The number of
studies, however, is small, and most of them are restricted to Caucasian populations. In this
case control study, matched for age, sex and ethnicity, we investigated the plasma levels of
fibrinogen, FVII, FVIII, FIX, FX, FXI, vWF and the ABO blood group (BG) in the
thrombotic risk. It was analyzed 175 patients with VTE (122 women and 53 men), median
age 36 years (13-63), followed at the hemostasis outpatient clinic at the State University of
Campinas — UNICAMP, between July 2002 and July 2005. In univariate analysis, elevated
levels of FVIII (OR: 5.3 95%CI 2.9-9.6), FvW (OR: 4.9 95%CI 2.7-8.9), FIX (OR: 2.4
95%CI 1.3-4.4), FXI (OR: 2.1 95%CI 1.1-4.0) and non O BG (OR: 3.0 95%CI 1.9-4.6)
were risk factors for VTE. FVIII, FvW and non O BG were associated with the risk both in
lower limbs and unusual sites of disease. Analysis of all these variables by stepwise
selection criteria showed FVIII (OR:3.1 95%CI 1.6-6.0), FvW (OR:2.8 95%CI 1.4-5.4) and
non O BG (OR:2.2 95%CI 1.3-3.5) as independent risk factors for VTE, and FIX and FXI
increased synergistically the risk of thrombosis of these variables. Risk of recurrence was
conferred by FIX (OR:4.7 IC95% 1.8-11.9) and FXI (OR:3.4 IC95% 1.8-8.7). The FVIII
plasma levels determinants are not well established. Since LRP (Low density lipoprotein
receptor related protein) has a role in the catabolism of FVIII, we evaluated the C200T,
A775P and, D2080ON polymorphisms in the gene coding of this protein, as risk factor for
VTE and their influence upon the levels of FVIII and vWF. There was no difference
regarding the prevalence of these polymorphisms between patients and controls. However,
in the control group, the DN genotype, of the D208ON polymorphism, was associated with
lower concentrations of FVIII (77.4 Ul/dl) and vWF (70.2 Ul/dl), when compared to DD
genotype (127 Ul/dl e 108.4 UIl/dl, respectively p<0.05). In conclusion, in these Brazilian
miscigenous population, increased levels of FVIII, FvW, FIX, FXI and non O BG were
associated with VTE risk and the D208ON polymorphism, in the LRP gene, influenced
plasma levels of FVIII and vWF.
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1.1- A cascata da coagulacdo: um modelo revisado

O sistema hemostatico tem por funcao fornecer uma potente, porém localizada
resposta a injuria vascular e, conseqiiente bloqueio do sangramento. Este sistema deve estar
em perfeito equilibrio para evitar dois extremos patolégicos, que sdo a hemorragia e a

hipercoagulabilidade.

O ponto central do sistema hemostatico estd na cascata da coagulacdo que
consiste em uma série de reacOes enzimdticas, onde zimogénios (fatores da coagulacdo) sdao
seqliencialmente ativados em uma superficie fosfolipidica, culminando na formagdo do

codgulo de fibrina.

No modelo cléssico da coagulacdo, a ativagdo da cascata da coagulacdo € feita
através de duas vias: via extrinseca e via intrinseca. Na primeira a ativacao é desencadeada
pela formacdo do complexo fator tecidual (FT) e fator VII (FVII), que se torna ativado
(FVIIa). Na via intrinseca a exposicao dos fatores de contato (calicreina, cininogénio de
alto peso molecular e fator XII) a uma superficie de contato negativa deflagra o processo.
As duas vias convergem na ativacdo do fator X (FX), que converte a protrombina (FII) em

trombina. (Macfarlane, 1964)1

O modelo cléssico considerava as duas vias da coagulacdo como mecanismos
isolados e independentes. Sob esta dtica algumas dividas emergiam, como a auséncia de
sangramento em individuos com deficiéncia dos fatores da via de contato, em contrapartida
a presenca de doenga hemorragica grave naqueles com deficiéncias nos fatores VIII (FVIII)
e IX (FIX), uma vez que o modelo cldssico afirmava que os fatores de contato eram
essenciais para ativacdo da via intrinseca. Do mesmo modo, a ativacdo da coagulagdo pelo
complexo FVIIa-FT seria suficiente para formacao do codgulo de fibrina, na deficiéncia da

via intrinseca.

! Macfarlane RG. apud Bouma BN, Von dem Borne PAK, Meijers JCM. Factor XI and protection of the
fibrin clot against lysis - a role for the intrinsec pathway of coagulation in fibrinolysis. Thromb Haemost
1998; 80:24-5.
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Através de estudos de Gailane e Brozer (1991), simultineos aos estudos de
Naito e Fujikawa (1991), foi demonstrado que a ativacdo fisioldgica do fator XI (FXI) é
mediada pela trombina por um processo de “feedback™ positivo. Estes achados levaram a

formulacao de um novo modelo de coagulacgdo (figura 1).

O processo de coagulacdo fisioldgica € iniciado pelo complexo FT-FVIla, que
ativa o F IX e FX. Apds a geracdo das primeiras moléculas de FX ativado (FXA), a mesma
sofre acdo do inibidor da via do fator tecidual (TFPI-tissue factor pathway inhibitor), que

inibe a via extrinseca pela formacao de complexos com o FXa, FVIla e FT (Broze, 1992).

Apesar da inibicdo precoce da via extrinseca, a formacdo de pequenas
concentracdes de trombina pela acdo do FVIIa-FT, denominada gera¢do primdria de
trombina, € insuficiente para manutencao de uma hemostasia adequada. No entanto, é capaz
de ativar o FXI, na membrana plaquetdria, através da ligacdo deste fator ao receptor de

glicoproteina plaquetaria Ib-IX-V (Baglia et al., 2002).

A partir dai reinicia-se a cascata da coagulagdo, ativada pela via intrinseca: o
FXT ativado (FXIA) ativa o FIX que, por sua vez forma um complexo com o FVIII ativado
(FVIIIa), para em seguida ativar o FX. O FXa, tendo o fator V ativado (FVa) como co-
fator, converte o FII em trombina. A trombina por sua vez atua sobre o fibrinogénio,
gerando os mondmeros de fibrina, que serdo polimerizados para formar o codgulo de

fibrina.

A formacdo da trombina decorrente da ativacdo através do FXI, é denominada
de geracdo secunddria de trombina. As altas concentragdes de trombina ativam o inibidor
da fibrindlise ativado pela trombina (TAFI-thrombin activable fibrinolysis inhibitor). Este
inibe a ativa¢do do plasminogénio pela remog¢ao de residuos carboxi-terminais de lisina da
molécula de fibrina, local de ligacdo e ativacdo do plasminogénio (Von dem

Borne et al., 1997).
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Figura 1- Modelo revisado da coagulacio.

Linhas continuas representam ativacdo. Linhas tracejadas indicam inibi¢do. Detalhes

descritos no texto. (adaptado de Bolman et al., 1998)

Nos tltimos anos houve um aumento no conhecimento sobre os mecanismos
de acdo dos fatores da coagulagdo. Em um modelo de coagulagdo in vitro foi demonstrado
que o FIX e FX, ativados pelo complexo FVII-FT, desempenham papéis distintos, porém
complementares na coagulacido. O FX teria pouco efeito na formagdo da trombina, porém
uma extrema importancia para a ativacao plaquetaria. Por outro lado, o FIX ativado (FIXa)
promove a formacgdo de fibrina de uma forma répida e efetiva, na superficie plaquetdria

ativada pelo FX (Hoffman et al., 1995).

Dentro do que foi descrito, pode-se concluir que o modelo revisado da

coagulacao difere do cldssico nos seguintes aspectos:
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e Os fatores da coagulacdo sdo integrados em uma via Unica, iniciada pelo

FT-FVIla e os fatores de contato ndo sao necessarios em momento algum.

e A geracdo primédria de trombina ndo € capaz de efetivar a coagulacdo e, para
isso, € necessdrio a geracdo adicional de trombina, que é feita com a

participacao do FXI, FIX e FVIIL

e Fica evidenciada a importancia do FXI na coagulacdo, tanto para geracao
secunddria de trombina, como também na supressao da fibrindlise, mediada

pelo TAFL

1.2- Mecanismos inibitérios da coagulacao

A coagulagdo sanguinea € cuidadosamente controlada por mecanismos
inibitdrios, que tem por objetivo manter o sangue fluido no interior do vaso. H4 dois tipos
de mecanismos inibitérios na regulacdo da hemostasia: o sistema de anticoagulantes
naturais e o inibidor da via do fator tecidual. Os anticoagulantes naturais sdo representados

pela antitrombina (AT), pela proteina C (PC) e pela proteina S (PS).

A AT faz parte da familia dos inibidores serino-proteases, também chamadas de
serpinas. A mesma inibe a formacgdo da fibrina, através da ligacdo e inativacdo da trombina,
assim como do FIXa, FXa, FXIa e FXIIa. Esta reacdo é potencializada pela ligacdo da AT

com a heparina (Blajchman et al.,1992).

A PC e PS sao glicoproteinas plasmaticas, vitamina K dependentes, produzidas
no figado. O complexo trombomodulina-trombina ativa a PC na superficie das células
endoteliais, que por sua vez limita a geracdo de trombina ao inativar os co-fatores FVa e

FVIlIa (Dahlbick, 1995).

A PS atua como co-fator ndo enzimético da PC ativada (PCA), na inibicao dos
fatores VIlla e Va (Dahlbick, 1995). Além disso, a PS inativa o FVa e FXa, por agdo
independente da PCA (Hackeng et al., 1994).
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O inibidor do fator tecidual exerce sua acdo através da formacdo de um

complexo quartendrio, resultante da ligacdo FXa-TFPI ao FVIIa-FT (Broze, 1992).

1.3- Tromboembolismo venoso: aspectos gerais

A trombose € definida como um processo patolégico resultante da ativacdo e
propagacao inapropriada da resposta hemostatica normal do organismo, podendo envolver
tanto o territério venoso quanto o arterial (Loscalzo, 1995). O tromboembolismo venoso
(TEV) € considerado uma doenga comum, com incidéncia anual de um a trés casos por
1000 individuos (Silverstein et al., 1998; Hanson et al., 1997). Na populagao brasileira se

estima uma prevaléncia de 0,6 casos por 1000 habitantes (Maffei, 1995).

A incidéncia do TEV aumenta com a idade, com taxas que variam de um para
100.000 durante a infancia a um para 100, em idosos (Rosendaal, 1997). Quanto ao sexo, a

incidéncia da doenga € aproximadamente igual em homens e mulheres (Fowkes et al.,

2003; Nordstrom et al., 1992).

Um estudo que incluiu diferentes grupos étnicos demonstrou uma maior
incidéncia anual de TEV entre norte-americanos de origem africana (29/100.000) e
caucasdide (23/100.000), quando comparados aos hispanicos (14/100.000) e asidticos
(6/100.000) (White et al., 1998).

Virchow (1856)2, ainda no século XIX, descreveu os trés mecanismos
envolvidos na patogénese da trombose: lesdo do endotélio vascular, alteracdo do fluxo
sanguineo e/ou, anormalidades dos componentes do sangue. Na trombose venosa
predominam a alteracdo do fluxo sangiiineo, lento e sujeito a estase, além de altera¢des dos

constituintes do sangue.

2 Virchow R. apud Crowther, MA, Kelton, JG. Congenital thrombophilic states associated with venous
thrombosis: a qualitative overview and proposed classification system. Ann Intern Med 2003; 128(2):134-8.
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O TEV manifesta-se através de duas formas clinicas: trombose venosa profunda
e embolia pulmonar (Hampton, 2001). A primeira afeta com maior freqiiéncia as veias
profundas do membro inferior, porém pode acometer outros sitios como: membro superior,

vasos cerebrais, sistema portal hepatico, renal e retiniano (Carter JC, 1994).

Os achados clinicos da doenca sdo: edema, eritema e aumento da temperatura
do membro afetado (Growther e McCourt, 2004). A trombose que afeta as veias distais do
membro inferior raramente causam sintomas; por outro lado, 80% dos episodios

sintomdticos envolvem as veias proximais (Kearon, 2003).

A embolia pulmonar geralmente € originada pelo desprendimento do trombo da
parede do vaso do membro inferior para a vasculatura pulmonar. Pode ser uma complicag¢ao
fatal da trombose venosa profunda, ocorrendo em 12% destes pacientes

(Anderson et al., 1991).

A sindrome poés-flebitica € a complicagdo mais freqiiente do TEV, ocorrendo
em 20 a 50% dos casos nos primeiros dois anos da doenca. Estd relacionada a uma alta
morbidade, sendo caracterizada por dor cronica, edema e nos casos mais graves, ulceragao

no membro afetado (Kahn e Ginsberg, 2004).

A incidéncia cumulativa de recorréncia do TEV € da ordem de 12% a 25% apds
5 anos (Christiansen et al., 2005; Prandoni et al., 1996; Hanson et al., 2000). O risco desta
complicagcdo é maior imediatamente apds o episdédio agudo, assim como nos pacientes sem
fatores de risco precipitantes (Baglin et al., 2003) e naqueles nos quais ha um fator de risco
permanente, como no caso de neoplasia (Cushman et al., 2001), ou presenca do anticorpo

antifosfolipidio (Levine et al., 2002).

O tratamento do TEV baseia-se em terapia anticoagulante, com duragdo de 12
semanas a seis meses (Britsh Committee for Standards in Haematology, 1998).
O anticoagulante permite a estabilizac@o e/ou lise endégena do trombo, assim como previne
a formacdo de novos trombos, de embolia pulmonar, e de recorréncia da trombose

(Kearon, 2003).
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1.4- Trombofilia hereditaria

A trombofilia € caracterizada como uma tendéncia a formacao de trombos, e
pode decorrer de fatores de risco genéticos ou adquiridos. Os fatores de risco adquiridos
sdo representados por certas condigdes tais quais: imobilizacdo, gravidez, cancer, uso de
hormoénio sexual feminino, trauma, cirurgia, sindrome do anticorpo antifosfolipidio

(SAAF), dentre outros (Rosendaal, 1999a; Robetorye e Rodgers, 2001).

A trombofilia hereditaria decorre de defeitos genéticos em um ou mais
mecanismos de anticoagulacdo, sendo classificados em deficiéncia de PC, PS, AT, mutacdo
G1691A no gene do fator V (fator V de Leiden), mutacdo G20210A no gene do FII e
disfibrinogenemia (Rosendaal, 1999a ; Robertorye e Rodgers, 2001).

A trombofilia hereditdria deve ser suspeitada nas seguintes situagdes:
individuos jovens (abaixo de 45 anos) que apresentaram um episodio tromboembdlico
venoso Unico ou recorrente, ou naqueles ndo expostos a um fator de risco adquirido, ou

ainda em mulheres com histéria de abortos de repeti¢ao (Seligsohn e Lubetsky, 2001).

O TEV € uma doenga multifatorial onde € necessario a interacao dindmica entre
fatores de risco genéticos e adquiridos. Uma vez que varias mutacdes em genes distintos
interagem, amplificando o risco trombético, o TEV é também uma patologia multigénica

(Rosendaal, 1999b; Franco e Reitsma, 2001).

Da mesma forma ha aumento do potencial de trombose quando portadores de
trombofilias hereditaria sdo expostos a fatores de risco adquiridos; é o caso da associacio
Fator V de Leiden e uso de anticoncepcional hormonal (Vandenbroucke et al., 1994) ou das

deficiéncias dos inibidores da coagulacdo e gestacao (Friederich et al., 1996), dentre outras.

A instalagdo da trombose venosa na vigéncia de fatores de risco hereditarios
deve-se a um desarranjo na geracdo ou neutralizacdo da trombina. Enquanto a deficiéncia
de AT acarreta uma reducdo da neutralizacdo da trombina, as deficiéncias de PC e PS

levam a uma maior geracdo deste fator da coagulacao ( Seligsohn e Lubetsky, 2001).
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A mutacdo G20210A no gene do FII, caracterizada pela substitui¢do da guanina
pela adenina na posicao 20210 do gene deste fator, resulta em elevacdes plasmaticas do FII
(Poort et al., 1996). Foi demonstrado em estudos in vitro, que concentragdes elevadas deste
fator contribuem para o aumento nos niveis de trombina (Butenas et al., 1999). Por outro
lado, a elevacdo do FII interfere com o efeito inibitério da PCA sobre o FVa, outro fato que

corrobora para a instalagdo da trombose (Sminov et al., 1999).

O fator V de Leiden (FV de Leiden) resulta da substituicdo da guanina pela
adenina na posicao 1691 no gene do FV (Bertina et al., 1994). Conseqiientemente, ha perda
de um dos sitios de clivagem deste fator, o que resulta em taxa reduzida de inativa¢do do

FVa pela PCA e maior geragdo de trombina (Heeb et al., 1995).

A prevaléncia das anormalidades trombofilicas entre individuos sauddveis,
depende em grande parte da populagdo analisada. O FV de Leiden e a mutacdo G20210A
no gene do FII ocorrem em aproximadamente 5% daqueles com ascendéncia caucasodide;
ja, entre asidticos e africanos a taxa de ocorréncia € praticamente nula (De Stefano et al.,
1998; Rees et al.,1995, Rosendal et al., 1998). Quanto aos inibidores da coagula¢do, nao ha
dados sobre a prevaléncia da deficiéncia de PS. Entretanto, a prevaléncia das deficiéncias

de AT e PC é de 0,2% (Wells et al., 1994; Tait et al., 1994).

Nos pacientes com TEV a prevaléncia total das trombofilias hereditdrias varia
de acordo com os critérios de selecdo, tais como: histéria familiar positiva para a doenga,
episddios espontaneos ou recorrentes. Em individuos ndo selecionados, a prevaléncia é de
30%, enquanto nos casos enquadrados nestes critérios as taxas chegam a 70%. (Seligsohn e

Lubetsky, 2001).

A etnia também parece ser um interferente para prevaléncia da trombofilia
hereditaria. Estudo de Patel et al. (2003) demonstrou que enquanto em negros a
positividade para alguma destas anormalidades é de 9%, esta taxa chega a 30% em

caucasoides.
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As deficiéncias de AT, PS e PC sdo encontradas em 1,9; 2,3 e 3,7% dos
pacientes ndo selecionados com TEV, respectivamente (Seligsohn e Lubetsky, 2001). O FV
de Leiden é a forma mais comum de trombofilia hereditaria, ocorrendo em 20-50% dos
pacientes com TEV (Koster et al., 1993; Griffin et al., 1993). Entretanto, esta mutagdo tem
menor potencial trombogénico do que os defeitos dos anticoagulantes naturais. Enquanto o
risco trombdtico € de dois para o FV de Leiden, nas deficiéncias dos inibidores naturais o
mesmo € de cerca de oito (Martinelli et.al., 1998a). No entanto, estudos que avaliaram o
risco de TEV em homozigotos para o FV de Leiden mostraram um acréscimo no risco
trombotico que varia de 10 (Svensson et al., 1997) a 80 vezes (Rosendaal et al., 1995). A
mutacdo G20210A no gene do FII é encontrada em 6% dos pacientes nao selecionados e,
em 18% nos selecionados. O risco relativo de TEV associado a esta mutacio € de cerca de

trés (Poort et al.,1996).

A manifestagdo clinica mais freqiiente na trombofilia hereditaria é a trombose
venosa, envolvendo em 90% dos casos as veias profundas dos membros inferiores,
associada ou nao a embolia pulmonar. O acometimento das veias intra-abdominais e
cerebrais, enquanto raro, € caracteristico destes defeitos genéticos. O primeiro episddio da
doenca ocorre antes dos 45 anos de idade, sendo que em 30 a 60% dos casos ha
coexisténcia com fatores de risco adquiridos. Pacientes homozigotos para deficiéncias de
PC e PS apresentam formas clinicas graves em idade mais precoce, como a purpura

neonatal fulminante (Lane et al.,1996; De Stefano et al., 1996).

1.5- Fatores da coagulacdo e tromboembolismo venoso

Nos tultimos anos outras anormalidades da coagulagdo tem sido descritas como
potencialmente trombogénicas. Estas condi¢des sdo representadas por niveis elevados de

certos fatores da coagulacgdo: fibrinogénio, FVII, FVIII, FIX, FX e FXL.

O aumento do fibrinogénio é um fator de risco bem estabelecido para trombose
arterial (Kannel et al., 1987). Recentemente, Doutremepuich et al. (1998) demonstraram
aumento do risco de complicacdes tromboembodlicas, arteriais € venosas, em cobaias, apds
infusdo de fibrinogénio. Entretanto, hd escassez de dados relacionando este fator a

trombose venosa em humanos.
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Koster et al. (1994), assim como Kamphuisen et al. (1999) analisaram,
respectivamente, 199 e 474 pacientes caucasdides apds o primeiro evento de trombose
venosa profunda e demonstraram que a elevacdo do fibrinogénio acima de 5 g/l acarretou
acréscimo de quatro vezes no risco trombotico. Por outro lado, em um estudo prospectivo,
com uma ampla casuistica, ndo foi mostrado associacdo entre altos niveis de fibrinogénio e

risco de TEV (Tsai et al., 2002).

O aumento do FVII ja foi demonstrado, através de estudo prospectivo, ser um
fator de risco para doenca arterial isquémica (Meade et al., 1993). Boyer et al., (1986)
demonstraram aumento deste fator em pacientes com trombose venosa profunda, quando
comparados a individuos normais. No entanto, um estudo caso-controle envolvendo 199
individuos com trombose venosa, ndo demonstrou relagdo entre este fator e risco

trombdético (Koster et al., 1994).

O maior nimero de relatos na literatura sobre a relacdo entre aumento dos
fatores de coagulacdo e trombose venosa refere-se ao FVIII. Em um estudo caso-controle
envolvendo 301 pacientes apds o primeiro episédio de TEV, verificou-se que aqueles com
niveis deste fator acima de 150 Ul/dl apresentavam um risco cinco vezes maior de

desenvolver a doencga (Koster et al., 1995a).

Niveis elevados do FVIII em pacientes apds episddio tnico ou mdltiplo de
trombose conferiram um risco de TEV de 5,4 e 22%, respectivamente. Observou-se que,
para cada elevacdo de 10 Ul/dl na dosagem do FVIII no plasma, o risco para um primeiro
episddio de trombose ou episddios recorrentes aumenta para 10% e 24%, respectivamente

(Kraaijenhagen et al., 2000).

Kyrle et al. (2000) analisaram 360 pacientes ap6s o primeiro episédio de TEV,
por um periodo de 30 meses. A probabilidade de recorréncia em dois anos entre individuos
com FVIII acima do percentil 90 (P90) foi de 37%, comparada a 5% dentre aqueles com
niveis abaixo desse percentil, correspondendo a um risco relativo de recorréncia de 5,5.
Apoés ajuste de varidveis confundidoras (idade, sexo, trombofilia hereditdria), este risco

permaneceu significativo.
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E importante frisar que apesar do FVIII comportar-se como uma proteina de
fase aguda, o risco trombotico a ele relacionado permaneceu inalterado apds corre¢ao pelos
niveis de proteina C reativa (PCR), um marcador sensivel de processo inflamatério agudo

(Kamphuisen et al., 1999).

Da mesma forma foram realizadas medicdes seriadas do FVIII em individuos
com TEV na ocasido do evento e nos meses subseqiientes, ndo sendo observada diferengas
significativas nos niveis deste (O’ Donnel et al., 2000), o que corrobora a hipétese de que a

elevacdo do FVIII nao € apenas decorrente de um processo inflamatério agudo.

O fator de von Willebrand (FvW) e o grupo sanguineo ABO (GS ABO) sdo os
principais determinantes das concentragdes séricas do FVIII. O FVIII circula no plasma
ligado ao FvW, através de ligacdes ndo covalentes, inibindo sua remocdo precoce da

circulacao (Wise et al., 1991).

Estruturas oligossacarideas ABO (H) ja foram identificadas na molécula do
FvW, podendo assim ndo sé influenciar a variabilidade do FvW, mas também do complexo
FVII-FvW (Matsui et al.,1992). Individuos do GS ndo-O apresentam niveis, cerca de 25%
mais elevados do FvW e FVIII, quando comparados aqueles do GS O (Souto et al., 2000).

Estudo com gémeos demonstrou que 66% da variacdo das concentragdes
plasméticas do FVvW e 57% do FVIII sdo determinadas geneticamente. As variagdes
genéticas do FVIII e FvW devido ao efeito do GS ABO sao 30% e 12%, respectivamente
(Orstavik et al., 1985).

Foi demonstrado um efeito direto do 16cus ABO sobre os niveis do FvW e
FVIII (Souto et al, 2000). Entretanto, os mecanismos pelos quais 0 GS ABO influenciam a
variabilidade plasmatica destes fatores da coagulacdo ainda ndo estdo totalmente claros. A
atuacdo dos antigenos ABO sobre o FvW poderia ocorrer na sintese, secrecao ou clearance

desta molécula.

Infusdo de desmopressina (DDAVP), em sujeitos com diferentes GS ABO, nao
mostrou diferencas na secrecdo do FvW entre sujeitos do GS O e nao-O, sugerindo que o

GS ABO nio afeta a secrecao desta proteina (Scott et al., 1993).
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Estudo em portadores de doenca de von Willebrand mostrou que a razdo
FVII/FvW permite discriminar o mecanismo que leva a deficiéncia do FvW. Quando a
razao estd acima de um, a sintese deste fator € reduzida, e quando a razao é um, o clearance

estd aumentado (Eikenboom et al., 2002).

A razdo FVIIL:FvW, cerca de um, foi a mesma nos diversos genétipos ABO,
sugerindo que o efeito do 16cus ABO nos niveis plasmaticos destes fatores seja mediado

pelo clearance (O’Donnell et al., 2002).

Foi comprovado que os niveis plasmdticos do FvW variam conforme a
expressao dos antigenos H na molécula deste fator. Enquanto individuos do GS O e A2,
onde é maior a expressao do antigeno H, apresentam niveis inferiores deste fator; naqueles
com gendtipo ndo O, onde a expressdo deste antigeno € menor, os niveis do FvW estao

aumentados (O’Donnell et al., 2002).

Estudos atuais sugerem que a enzima metaloprotease ADAMTS 13,
responsdvel pelo catabolismo do FvW, possa explicar os mecanismos que regem a
associacdo GS ABO e FvW. Bowen, (2003) mostrou que a protedlise exercida por esta
enzima sobre o FvW difere entre os grupos sanguineos, sendo maior para o FvW do GS O,

comparado ao GS ndo O, na seguinte seqiiéncia: O>B>A>AB.

Outros determinantes em menor grau que influenciam positivamente as
dosagens plasméticas do FVIII sdo: idade avangada, sexo feminino, etnia negra, indice de
massa corporal, diabetes mellitus, fibrinogénio e triglicérides (Conlan et al.,1993). Algumas
situacOes podem causar o aumento transitério do FVIII, como € o caso da estimulacio
adrenérgica secunddria ao exercicio fisico. A elevagdo sustentada deste fator é observada na
gravidez, cirurgia, inflamagdo cronica, cancer, doenca renal, hepdtica e hipertiroidismo.
Na maioria destas condi¢des, o aumento do FvW ocorre simultaneamente ao FVIII

(Kamphuisen et al., 2001a).

Apesar de estar bem descrita a associacgdo entre FVIII, FvW e GS ABO, ndo é
sabido ao certo o papel real de cada uma destas varidveis na ocorréncia de TEV. Apenas

um estudo caso-controle investigou as trés varidveis e demonstrou o FVIII, FVW e GS
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ABO (ndo O) como fatores de risco para trombose. Apds andlise multivariada, onde as trés
varidveis foram corrigidas entre si, o efeito do FvW desapareceu completamente. No
entanto, ndo foi possivel excluir definitivamente o GS ABO como fator de risco

independente para trombose venosa (Koster et al., 1995a).

Estudos recentes mostraram agregacdo familial de niveis elevados de FVIII,
independente do GS ABO ou FvW, em familias nas quais alguns integrantes haviam
apresentado episddio de trombose venosa (Kamphuisen et al., 2000; Schambeck et al.,
2001). Este fato permitiu inferir que o aumento do FVIII possa ter outra influéncia genética
que nao apenas do GS ABO. Por outro lado, ndo se detectou qualquer polimorfismo ou
mutacdo nos genes do FVIII ou do FvW associados a atividade ou niveis antigénicos do

FVII (Kamphuisen et al., 2001b; Mansvalt et al., 1998; Bowen et al., 2001).

Trabalhos experimentais sugerem que o FIXa tem um papel critico na
instalagdo da trombose. Um estudo demonstrou a ocorréncia de trombose disseminada em
coelhos apés a infusio de FIXa purificado (Gurewich et al.,, 1979)°. A utilizacdo de
anticorpo anti-FIXa, em modelo animal de trombose venosa, reduziu em quatro vezes o
volume do trombo (Feuerstein et al., 1999). Phillippou et al. (1996) ressaltaram o papel do
FIX no desencadeamento da trombose, uma vez que a presenca deste fator ativado foi
responsdvel pelo desencadeamento da trombose apds utilizacio do complexo

protrombinico.

Van Hylckama Vlieg et al. (2000) relataram risco duas a trés vezes maior de
trombose em pacientes com FIX acima de 120 U/dl, quando comparados aqueles com
niveis abaixo deste valor. Esta predisposi¢do permaneceu constante apds ajuste de demais
fatores de risco como idade, uso de anticoncepcional hormonal e exclusio de

anormalidades genéticas reconhecidamente protrombdticas.

E descrito na literatura associacio entre elevagdes do FIX e risco de recorréncia
de TEV. Apds seguimento prospectivo de pacientes com a doencga, a taxa de recorréncia em
trés anos foi de 23% entre aqueles com FIX acima de 138Ul/dl e 11% naqueles com niveis

inferiores a esse valor (Weltterman et al., 2003).

3 Gurewich V., et al. apud Lowe GDO. Factor IX and thrombosis. Br J Haematol 2001; 115(3):507-513.
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de Visser et al. (2001) analisaram pacientes apds o primeiro episédio de
trombose venosa e detectaram um risco de cerca de duas vezes maior desta patologia entre
individuos com dosagem de FX maior que 126 U/dl. Entretanto, apos andlise multivariada

com demais fatores dependentes de vitamina K (FII, FVII e FIX), o risco desapareceu.

Neste estudo foi também avaliada a influéncia de variacdes genéticas sobre os
niveis de FX. No entanto ndo se encontrou qualquer correlagdo entre niveis plasmaticos e

polimorfismos na regido promotora do gene deste fator (de Visser et al., 2001).

As evidéncias iniciais que mostraram associacdo entre elevacdo do FXI e
trombose venosa advém de estudos que relataram ativacdo da cascata da coagulacdo in vivo

induzida pela infusdo de FXIa (Cate et al., 1996).

Um estudo caso-controle, com pacientes apOs primeiro episoédio de TEV,
mostrou maior risco da doenca em pacientes com niveis de FXI acima do P90 (121%)
quando comparados aqueles com niveis inferiores. Apds ajuste de varidveis confundidoras

o risco permaneceu inalterado (Meijers et al., 2000).

7z

Um fato interessante € que o TAFI foi considerado um fator de risco

independente para TEV, apds estudo nesta mesma populagdo (Van Tilburg et al., 2000).

1.6- Classificacdo dos estados protromboéticos hereditarios

Recentemente foi proposto um sistema de classificacdo simples para as
trombofilias hereditdrias. Esta classifica¢do divide as trombofilias em dois grupos: aquelas
associadas a niveis reduzidos de inibidores da coagulagdo e as relacionadas ao aumento das
concentracdes ou fungdo dos fatores da coagulacdo (tabela 1). A grande vantagem desta

classificacao € agrupar patologias protrombdticas com o0 mesmo comportamento clinico.

Apesar das trombofilias do segundo grupo serem mais prevalentes nos
pacientes com TEV, o risco trombdético exercido pelas mesmas € menor, quando comparado
as anomalias do primeiro grupo. Além do que, diferente do primeiro grupo, patologias do
segundo grupo, assumem pouca importancia clinica na recorréncia da doenca (Crowther e

Kelton, 2003).
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Tabela 1- Classificacdo dos estados protrombéticos hereditarios

Grupo | Trombofilias com deficiéncia dos inibidores da coagulagdo

- Deficiéncia de proteina C
- Deficiéncia de proteina S
- Deficiéncia de antitrombina
Grupo II Trombofilias com aumento dos niveis ou fun¢do dos fatores da coagulagdo
- Mutagao G20210A no gene do FII
- Fator V de Leiden
- Niveis elevados de Fibrinogénio, FVIII, FIX e FXI

- Disfibrinogenemias

1.7- LRP e o catabolismo do FVIII

A LRP (LDL-“receptor related protein”) € um dos membros da familia dos
receptores LDL (“low density lipoprotein”). Estdo também inclusos nesta classificacdo os
receptores VLDL (“very low density lipoprotein™), e a glicoproteina 330 (Strickland et al.,
1995).

A LRP € uma proteina de superficie celular com 4.544 aminoécidos e peso
molecular de 503Kda, o que a caracteriza como uma das maiores estruturas protéicas entre
os receptores de superficie celular ja reconhecidos. A designacao LRP deve-se a homologia
estrutural, da seqii€éncia de dominios rico em cisteina, com a molécula do receptor de LDL

(Herz et al., 1988).

Este receptor € expresso principalmente no figado, mas também foi detectado
em outros tecidos humanos: células musculares lisas, fibroblastos, neurdnios e astrocitos,
epitélio do trato gastrointestinal, células gonadais , placentdrias e até mesmo na medula

Ossea (Moestrup et al., 1992).
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A LRP € um receptor endocitico do mais amplo espectro conhecido, uma vez
que media o catabolismo de mudltiplos ligantes, como lipoproteinas, proteinases, além de

toxinas bacterianas e, alguns tipos de virus (Strickland et al., 1995).

Este receptor assume fungdes importantes na biologia vascular. Remove da
circulacdo os ativadores do plasminogénio e, deste modo regula a atividade fibrinolitica do
organismo (Strickland et al., 1995). Associado a isso, a LRP cataboliza a trombospondina,
molécula envolvida na agregacdo plaquetdria, crescimento de tecido muscular liso e

angiogénese (Mikhailenko et al., 1995).

O estudo de Saenko et al. (1999) acrescentou uma nova fungdo a este receptor
ao demonstrar, in vitro, que o mesmo ¢é responsavel pela internalizacdo e degradacdo do
FVIII. Um trabalho em modelo animal corroborou este achado, por detectar maiores
concentracdes do FVIII entre camundongos deficientes no receptor LRP, em relacdo aos

controles (Bovenchen et al., 2003a).

A regido do gene do FVIII envolvida com a ligagdo com o receptor LRP
compreende os dominios A2 residuo 484-509; A3 residuo 1804-1834 e C2 residiuo
2303-2332 (Saenko et al., 1999; Lenting et al., 1999; Bovenchen et al., 2003b).

O gene codificador do receptor localiza-se no cromossomo 12ql3-ql4,
compreende aproximadamente 92Kb de DNA genoémico e é formado por 89 éxons
(Van Leuven et al., 1994) com tamanho variando entre 65 a 925 pb. Os introns apresentam

entre 82 pb a 8Kb (Van Leuven et al., 1994).

Inumeros polimorfismos foram descritos neste gene (Van Leuven et al., 1998;
Van Leuven et al., 2001). Alguns destes mostraram relacio com certas doencas. E o caso
do polimorfismo C766T, no éxon 3, associado ao cancer de mama entre mulheres
caucasoides (Benes et al., 2003), e também com a doenga de Alzheimer (Hollenbach et al.,

1998).

Em estudo realizado com pacientes jovens portadores de doenca arterial
coronariana demonstrou-se a relagdo entre a doenca e o polimorfismo C200T, no éxon 22
do gene LRP. Individuos coronariopatas apresentaram maior freqii€éncia do genodtipo CC,
quando comparados aos controles, o que conferiu a este gendtipo um risco 1,5 vez maior da

doenca (Pocathikorn et al., 2003).
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Morange et al. (2004) analisaram a associac¢do entre o polimorfismo D2080N,
no éxon 39, e as concentracdes plasmaticas de FVIII e FvW entre familiares saudaveis.
Os individuos com o alelo N apresentaram niveis inferiores destes fatores da coagulagdo.
Neste mesmo trabalho, ndo foi demonstrado qualquer polimorfismo na regido de ligagcdo do

gene do FVIII com o receptor LRP.

Foi descrito previamente que a maioria dos sujeitos com TEV e FVIII elevado
apresentam a razao FVIII/FvW de um (Kamphuisen et al., 2001b). Assim, sugere-se que a
origem de aumento nas concentracoes do FVIII no TEV decorra de um prejuizo no

clearance plasmatico deste fator.

Apesar de teoricamente o FvW ser capaz de ligar-se a todo FVIII plasmatico,
uma porcao deste fator permanece livre. Um estudo que avaliou pacientes trombdticos com
aumento de FVIII mostrou uma reducdo da fracdo livre deste fator (Schambeck et al.,
2004). E sabido que a catabolizagio desta fragdo livre pelo receptor LRP é mais eficiente

(Saenko et al., 1999).

Isto se deve ao fato de que todos os sitios de ligacdo desta fracdo do FVIII com
a LRP sdo aproveitdveis, enquanto que no FVIII ligado, apenas o sitio A2 é disponivel para
a ligacdo com este receptor (Saenko et al., 1999; Lenting et al., 1999; Bovenschen et al.,
2003b). Estas evidéncias reforcam um papel do clearance ineficiente associado a elevacoes

do FVIII no curso do TEV.

O FvW e GS ABO influenciam as concentracdoes plasmdticas do FVIIL
No entanto, estudos com familias trombofilicas demonstraram agregagdo familiar de niveis
elevados de FVIII que persistem apds ajuste por estas varidveis. Este fato permite inferir a

existéncia de outros fatores regulatérios sobre as concentracdes do FVIII.

O conhecimento sobre a LRP demonstra que a mesma assume papel na
formacdo da les@o vascular, manutencdo da hemostasia, além do clearance do FVIII. Frente
a isto parece interessante a inclusdo deste gene nos estudos envolvendo estados

protrombdticos e concentracdes plasmaticas do FVIII.
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2- JUSTIFICATIVA
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O TEV ¢ considerado um importante problema de saide publica, fato que se
deve a expressiva incidéncia e morbi-mortalidade desta patologia. Apesar da trombofilia
hereditaria ser mais prevalente em caucasoéides, os estudos em afro-descendentes relatam

uma freqiiéncia semelhante da doenga em ambas as etnias.

Os mecanismos etioldgicos envolvidos no TEV ainda ndo estdo totalmente
elucidados, e os fatores pro-trombdéticos, adquiridos ou hereditarios, ndo sdo identificados
em uma parcela dos pacientes com a doenca. A presenca de fatores predisponentes

hereditarios € ainda menor em pacientes afro-descendentes.

Nos tltimos anos houve acréscimo de informagdes sobre a génese da trombose
venosa através de estudos que demonstraram associacdo entre esta doenga e niveis
plasmaéticos de alguns fatores da coagulacdo. No entanto, o nimero de estudos é pequeno,
sendo a maioria deles realizado em populacdes de ascendéncia caucaséide, particularmente

a populacdo holandesa (Leiden), o que ndo permite afirmar relagdo causal definitiva.

Apesar da identificacdo de alguns fatores envolvidos na génese do aumento do
FVIII, incluindo a influéncia genética, ainda nao se elucidaram todos os mecanismos que

podem contribuir para a variagdo deste fator no plasma.

Frente a essas prerrogativas, seria relevante a investigacdo de pacientes de
outras etnias, para avaliar a associagdo entre o aumento de fatores da coagulacdo e
trombose venosa, além dos mecanismos envolvidos nestas alteracdes. Os resultados
provenientes deste estudo elucidardo novos fatores de risco para trombose em uma
populacdo miscigenada, o que corrobora para o avango no conhecimento epidemioldgico da

doenca.
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mm 3- OBJETIVOS
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3.1- Gerais

Determinar se os niveis plasmaticos dos fatores da coagulagdo: fibrinogénio,
FVII, FVIII, FIX, FX e FXI estdo associados a um risco aumentado de TEV em pacientes

de uma populagdo brasileira miscigenada

3.2- Especificos

3.2.1- Analisar a relac@o entre os fatores da coagulacdo e o risco de TEV em
diferentes subgrupos de uma populacio brasileira, classificada quanto ao
sexo, idade (acima e abaixo de 35 anos), etnia (caucasdides e nao

caucasdides) e localizacao da trombose (membro inferior e outros sitios)
3.2.2- Avaliar o papel do FVIIIL, FvW e GS ABO no risco trombético

3.2.3- Avaliar se hd relacdo entre os fatores da coagulacdo, GS ABO e o risco

de recorréncia da trombose

3.2.4- Avaliar os polimorfismos C200T no éxon 22, A775P no éxon 14 e
D2080N no éxon 39 do gene da LRP, como fator de risco para TEV

nesta populagdo

3.2.5- Analisar a influéncia destes polimorfismos sobre as concentracdes do

FVIII e FvW
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4- MATERIAIS E
METODOS
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4.1- Calculo do tamanho amostral

Para obtenc¢ao de uma amostra final representativa da populacgdo a ser estudada,
realizou-se o cdélculo amostral, baseado em estudo caso-controle emparelhado
(Hulley e Cummings, 1988). O mesmo foi realizado a partir de um estudo-piloto, com 50
pacientes e 50 controles, fixando o erro tipo I alfa de 0,05 e o erro tipo II beta de 0,20

(poder do teste de 80%). Os resultados sdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2- Tamanhos amostrais para estudo caso-controle, por fator da coagulagdo

Fator da coagulacao Odds Ratio Tamanho amostral em cada Tamanho total (casos +
estimado grupo controles)
FvW 3,9 60 120
Fibrinogénio 1,7 504 1008
Fator VII 1,0 indeterminado -
Fator VIII 6,8 26 52
Fator IX 2,4 169 338
Fator X* 0.8 >1000 >1000
Fator XI 2,8 109 218

Considerando p=10%, 0=0,005 e p=0,20. Referéncia: Hulley ¢ Cummings (1998). * Fator X resultou em fator
de protecdo (OR<1)

Como seriam incluidos no estudo apenas pacientes em acompanhamento no
Ambulatério de Hemostasia do Hemocentro da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), o tamanho amostral requerido de mais de 500 pacientes, para avalia¢do do
fibrinogénio como fator de risco para TEV, no tempo disponivel para a realizagdo da
pesquisa seria inexeqiiivel. Sendo assim, optou-se pela inclusdo de um nimero menor de
individuos, avaliando-se apenas os outros fatores da coagulacao como fatores de risco para

o TEV.
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4.2- Pacientes e controles

Este ¢ um estudo caso-controle, onde foram analisados pacientes em consulta
de rotina no periodo de julho de 2002 a julho de 2005. Estes pacientes haviam sido
admitidos previamente no Ambulatorio de Hemostasia do Hemocentro da UNICAMP com
diagnéstico de trombose venosa, para tratamento anticoagulante ou diagndstico de
trombofilia, no periodo de janeiro de 1990 a outubro de 2004. Os pacientes foram
reavaliados trés meses apds o término do tratamento anticoagulante e entdo, anualmente até

julho de 2005.

Apb6s o término da anticoagulagdo os pacientes foram submetidos a uma
investigacao de trombofilia hereditaria (PC, PS, AT, FV de Leiden e mutagao G20210A no
gene do FII), e de SAAF. Aqueles com idade superior a 45 anos realizaram ainda exames
de triagem para descartar neoplasia (ultra-som abdominal, radiografia de térax, marcadores
tumorais ou exames mais especificos como endoscopia digestiva e colonoscopia, de acordo

com a histdria clinica).

Todos os pacientes tinham diagnostico confirmado de trombose venosa, por
método que variou de acordo com o sitio acometido. Para trombose de extremidades e de
regido cervical foi usada a flebografia ou ultra-som com doppler, enquanto na trombose do
sistema portal ou cerebral utilizou-se tomografia computadorizada, ressonancia magnética
nuclear ou angiografia. O diagndstico de embolia pulmonar foi baseado em achados de
cintilografia pulmonar por ventilacio e perfusdo. A trombose de veias da retina foi

estabelecida através de fundoscopia realizada por um oftalmologista.

Os episodios tromboéticos que ocorreram em demais sitios venosos, que nao os
membros inferiores, foram denominados de trombose em sitio incomum ou nao usual.
Os casos de embolia pulmonar s6 foram considerados como sitio incomum, apds exclusdo

de trombose em membro inferior.

Trombose recorrente foi considerada, quando um novo evento trombdtico
ocorria apds o término do tratamento anticoagulante, ou a qualquer momento, em outro

local que ndo o do evento primario.
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Os critérios de elegibilidade foram a idade inferior a 70 anos e o tempo minimo
de trés meses apos a suspensao do anticoagulante. Os critérios de exclusao foram
individuos na infincia, presenca de gravidez, cancer, doenca renal, hepatica, reumatoldgica,
hipertiroidismo, SAAF e uso de drogas como corticoide, anticoncepcional hormonal (ACH)
e terapia de reposi¢do hormonal (TRH) no momento da coleta. Foi seguido o critério da
Organiza¢ao Mundial de Satde, que classifica como infancia o periodo da vida que vai do

nascimento aos 10 anos de idade.

Todos os pacientes responderam a um questiondrio para se verificar a presenca
ou ndo de fatores de risco adquirido como fator desencadeante do evento trombotico.
Foram registrados como fatores de risco adquiridos: cirurgia até¢ trés meses antes do
episodio de TEV, hospitalizacdo ou imobilizacdo prolongada de mais de cinco dias, todas
estas precedentes ao evento trombotico, puerpério, gravidez, uso de ACH ou TRH pos-

menopausa na data da trombose.

A trombose espontanea foi definida, quando o paciente ndo apresentava
nenhum destes fatores de risco como desencadeante. Os antecedentes familiares ndo foram

considerados nesta classificagao.

Os individuos-controle foram doadores de sangue matriculados no Hemocentro,
emparelhados pelo sexo, grupo étnico e idade aproximada (diferenga de até cinco anos) dos
pacientes, e provenientes da mesma area geografica dos pacientes. Foram excluidos
doadores com histdria familiar ou pessoal de trombose venosa além de gravidez, céancer,
doenca renal, hepatica, reumatoldgica, hipertiroidismo e uso de drogas como corticoide,
ACH ¢ TRH. Para classificacdo de etnia foi considerada a ascendéncia até a terceira

geracao e aspectos fisicos (cor da pele, textura dos cabelos, formato nasal).

4.3- Coleta de sangue

O sangue para os exames de coagulacao foi colhido de veia periférica em tubo
Vacutainer, contendo citrato de sodio 3,8%, na proporcao de 9:1. Apds a coleta, o sangue
foi centrifugado no maximo em 30 minutos, separado em aliquotas e congelado a -80°C até

sua utilizagdo.
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O sangue para determinacdo do GS ABO e PCR foi colhido em tubos
Vacutainer, contendo EDTA ou sem anticoagulante, respectivamente. A tipagem sanguinea
ABO foi realizada por método “standard”, pelo sistema automatico de microplaca
PK-7200, da marca OLYMPUS. Os resultados foram expressos em tipo A, B, AB ou O.
Para extracdo do DNA foi colhido sangue periférico,. em tubo com EDTA

A determinacao da PCR foi feita através de método imunologico nefelométrico
(Dade Behring). Os pacientes e controles que apresentassem concentragdes deste marcador
acima de 1 mg/dl e niveis elevados de FVIII, FvW eram submetidos a uma nova coleta e

somente inclusos no estudo, apds normalizacdo da PCR.

4.4- Protocolo de trombofilia

Para os estudos moleculares foi empregada a técnica de amplificacdo das
regides de cada gene pela reacdo em cadeia de polimerase (RCP) (Saiki et al.,1988),
utilizando-se “primers” especificos. Apds a extracdo do DNA, a RCP foi realizada em um

ciclador automatico de temperatura (Perkin Elmer-Cetrus Corp, Boston, MA, USA).

Para determinacdo da mutagdo G1691A no gene do FV, apds amplificagdo do
exon 10 realizou-se a digestdo com a enzima de restricdo Mnll (Seixas et al, 1998). Os

resultados foram descritos como normal, mutante heterozigoto ou mutante homozigoto.

Para deteccao da mutagdo G20210A, no gene do FII, o fragmento amplificado
da regido 3’ foi digerido com a enzima HindlIIl (Arruda et al., 1997). Os resultados foram

descritos como normal, mutante heterozigoto ou mutante homozigoto.

As atividades da PS e PC foram determinadas por método coagulométrico
utilizando-se o Kit Stago®Protein S e Protein C (Stago, Asniére, France), respectivamente.
Os testes foram realizados em duplicata e os resultados expressos em porcentagem. A
atividade da AT foi determinada por método amidolitico, utilizando-se o substrato
cromogénico S-2338 (Kabivictrum, Stockholm, Sweeden). Os testes foram realizados em

duplicata e os resultados expressos em porcentagem. Os valores de normalidade do
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laboratorio, estabelecidos em plasma de 50 individuos normais, foi de 70-140% para PC,
50-150% para PS e 75-105% para AT. A deficiéncia destas proteinas somente foi
considerada mediante duas dosagens, em amostras coletadas em momentos diferentes, com
valores diminuidos. Para confirmagdo de deficiéncia de PC ou PS administrou-se 10mg de

vitamina K via oral, antes da nova coleta para repeti¢ao da dosagem.

A pesquisa de anticoagulante lupico foi realizada por dois métodos de triagem,
o tempo de coagulagdo com caulim (TCK) e, o “dilute Russel viper venom time”
(dRVV-Viperquik LA-test, Organon Teknika), tendo-se o cuidado de proceder uma mistura
a 50% com um plasma normal, para demonstrar a presenga de um inibidor. No caso de um
teste dRVV alterado, utilizou-se um teste confirmatorio, o “dilute Russel viper venom”
(Viperquik La Check, Organom Teknika). Todos os testes foram realizados em duplicata e
o resultado considerado como positivo, apenas quando confirmado em duas amostras

coletadas com um intervalo de seis semanas.

Os anticorpos anticardiolipina foram determinados no soro por método ELISA
(enzime linked immunoasorbent assay) sendo considerados negativos resultados com niveis
inferiores a 5 U/ml tanto para IgG, IgM como anti-B, GP1(Triplett et al., 1993). Foram
utilizados controles positivos com concentragdes conhecidas dos anticorpos. As amostras
dos pacientes foram testadas em duplicata e a média considerada como resultado final,
podendo ser positivo ou negativo. O resultado somente foi considerado positivo quando

confirmado em duas amostras coletadas com um intervalo de seis semanas.

A determinacdo de PC, PS, AT e pesquisa de SAAF nio foi realizada no grupo

controle, pelo alto custo e a baixa prevaléncia na populagdo normal.

4.5- Determinacao dos fatores da coagulacao
4.5.1- Fatores VIII, IX, XI

Para a determinacdo da atividade dos fatores de coagulagdo foi empregado o
método coagulométrico de um estagio, utilizando-se plasma deficiente no fator a ser
pesquisado (DiaMed, Cressier, Suiga) e reagentes para determinacdao do tempo de

tromboplastina parcial ativado (TTPA), em coagulometro de leitura foto-Optica Koagulab
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32-S, do fabricante Ortho Diagnoéstic Systems. Inicialmente foi executada uma curva-
padrao (tempo de coagulagdo em segundos versus dilui¢ao), obtida por diluigdes seriadas
de um controle comercial normal (DiaMed, Cressier, Suica) em tampdo veronal, com
concentragdes previamente determinadas pelo fabricante. Apds a diluicdo das amostras em
tampao veronal, as mesmas foram quantificadas, e os resultados foram obtidos por
interpolagdo na curva-padrao dos tempos em segundos. A curva foi previamente testada
com controle normal e patoldgico Os resultados foram expressos em Ul/dl. Os valores de
normalidade do laboratorio, estabelecidos em plasma de 50 individuos normais, foi de

60-150 para FVIII, 50-150 para FIX e 60-140 para FXI.

4.5.2- Fatores VII e X

Para a determinagdo da atividade dos fatores VII e X foi empregado o método
coagulométrico de um estagio, utilizando-se plasma deficiente no fator a ser pesquisado
(Diagnostica Stago, Asnic¢re-Sur-Seine, France), reagentes para determinagdao do tempo de
protrombina (TP), em coagulometro de leitura foto-Optica Koagulab 32-S, do fabricante
Ortho Diagnostic  Systems. Inicialmente foi executada uma curva-padrdo
(tempo de coagulacdo em segundos versus diluicdo) obtida por diluicdes seriadas de um
controle comercial normal (Diagnostica Stago, Asniére-Sur-Seine, France) em tampao
veronal, com concentragdes previamente determinadas pelo fabricante. Apos a diluigdo das
amostras em tampao veronal, as mesmas foram quantificadas e os resultados foram obtidos
por interpolagdo na curva-padrao dos tempos em segundos. A curva foi previamente testada
com controle normal e patolégico. Os resultados foram expressos em Ul/dl. Os resultados
foram expressos em Ul/dl. Os valores de normalidade do laboratorio, estabelecidos em

plasma de 50 individuos normais, foi de 70-130 para FVII e 70-120 para FX.
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4.5.3- Fibrinogénio

A determinagdo deste fator foi realizada baseada no método descrito por Clauss,
em que a concentragdo do fibrinogénio € proporcional ao tempo de coagulacio obtido apds
a adi¢do de trombina concentrada ao plasma. O “Kit’comercial utilizado foi o Fibriquik
(Organon Teknika, Durham, North Carolina, USA). A curva de calibracdo foi construida
através de diluigdes seriadas do controle comercial em tampao veronal, com concentragdes
previamente determinadas pelo fabricante. As amostras foram diluidas em tampao veronal
na concentragdo de 1:10 e o tempo de formacdo do codgulo de fibrina apds a adigdo de
trombina foi interpolado na curva de calibra¢do. Os resultados foram expressos em mg/dl.

Os valores normais do laboratorio foi de 150 a 400 mg/dl.

4.6- Determinacao dos polimorfismos no gene da LRP

Apds a extracdo do DNA, os polimorfismos no gene do LRP foram
determinados pela RCP, utilizando-se “primers” especificos para as regides a serem
amplificadas, conforme descrito (Van Leuven et al., 1998; Van Leuven et al., 2001). Para
realizagao das reagoes foi utilizado um termociclador automatico (PTC 100 Peltier Thermal

Cycler, MJ Research, Inc MA, E.U.A).

4.6.1- Polimorfismo D2080N

Para a identificagdo do polimorfismo D2080N, localizado no éxon 39, foi
relizada uma reagdo para um volume final de 30ul contendo 0,5ug de DNA, 2mM de
MgCl,, 20mM Tris-HCL, 50mM de KCL, 0,33mM de dNTP e 0,1pmol de cada “primer”
(sense 5’-aagctgtactggtgcgatg-3’ e anti-sense 5’-tcacctgtcactccagtagat-3’), e duas unidades

da enzima taq DNA polimerase (Invitrogen).
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A reagdo foi incubada por cinco minutos a 94°C para desnaturagdo inicial,
seguidos por 35 ciclos com 40 segundos de desnaturacio a 94°C, 40 segundos para
anelamento dos “primers” a 56°C e um minuto para extensdo do DNA complementar

a72°C.

Apds a amplificacdo, o fragmento foi digerido utilizando-se trés unidades da
enzima de restricao Tagl (Pharmacia, MA, EUA). As amostras foram deixadas em banho

maria a 65°C durante 12h e apo6s procedeu-se a eletroforese em gel de agarose a 3%.

Na presenca do alelo normal (D) houve clivagem do sitio de restrigdo pela
enzima, formando dois fragmentos, com 106 e 44pb. Na presenga do alelo mutante (N) nao
houve clivagem do sitio pela enzima, sendo visualizado apenas um fragmento de 150pb.
Nos individuos heterozigotos (DN) verificou-se a presenga de trés fragmentos com 150,106

e 44pb (figura 2).

4.6.2- Polimorfismo C200T

Para a identificagdo do polimorfismo C200T, localizado no éxon 22, foi
realizada uma reagdo para um volume final de 30ul contendo 0,5ug de DNA, 2mM de
MgCl,, 20mM Tris-HCL, 50mM de KCL, 0,33mM de dNTP e 0,1pmol de cada “primer”
(sense 5’- gctcagatgagggcgaget-3° e anti-sense 5’-tgggccaaggac-3’), e duas unidades da

enzima taq DNA polimerase (Invitrogen).

A reagdo foi incubada por cinco minutos a 94°C para desnatura¢do inicial,
seguidos por 35 ciclos com 40 segundos de desnaturagdo a 94°C, 40 segundos para
anelamento dos “primers” a 61°C e, um minuto para extensio do DNA complementar

a72°C.

Ap6s a amplificacdo, o produto do RCP foi digerido, utilizando-se 3 unidades
da enzima de restrigdo Mwol (Uniscience, MA, E.U.A). As amostras foram deixadas em
banho maria a 60°C durante 12h e, apods, separadas por eletroforese em gel de

agarose a 3%.
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Na presenga do alelo normal (C) houve clivagem do sitio pela enzima, sendo
observado um fragmento com 67 e 19pb. Na presenca do alelo mutante (T) ndo houve
clivagem do sitio, sendo observado apenas um fragmento de 86pb. Nos individuos

heterozigotos (CT), observou-se a presenca dos fragmentos de 86, 67 e 19pb (figura 3).

Marcador DD DD DN
Molecular

Figura 2- Digestao do polimorfismo D2080N, no gene da LRP.
DD = Homozigoto normal

DN = Heterozigoto
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+«— 88pb
«— 67pb

Marcador CC CT TT CT CC
Molecular

Figura 3- Digestdo do polimorfismo C200T, no gene da LRP.
CC = Homozigoto normal
CT = Heterozigoto

TT = Homozigoto mutante

4.6.3- Polimorfismo A775P

Para a identificagdo do polimorfismo A775P, localizado no éxon 14, foi
realizada uma reacao para um volume final de 30ul contendo 0,5ug de DNA, 2mM de
MgCl,, 20mM Tris-HCL, 50mM de KCL, 0,33mM de dNTP e 0,1pmol de cada “primer”
(sense 5°- gcaactacctcttctggactg-3’ e anti-sense 5’-aaatgccgggtgaacaatg-3’), e duas

unidades da enzima taq DNA polimerase (Invitrogen).

A reagdo foi incubada por cinco minutos a 94°C para desnaturagdo inicial,
seguidos por 35 ciclos com 40 segundos de desnaturagdo a 94°C, 40 segundos para

anelamento dos “primers” a 55°C ¢ um minuto para extensio do DNA complementar a

72°C.
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Ap6s a amplificacdo o produto do RCP foi digerido, utilizando-se 3 unidades da
enzima de restricao Haelll (Gibco BRL, Califérnia, EUA). As amostras foram deixadas em
banho maria a 37°C durante 12h, em seguida separadas por eletroforese em gel de

agarose a 3%.

Na presenca do alelo normal (A) nao houve clivagem do sitio de restricdo pela
enzima, sendo observados trés fragmentos de 372, 104 e 43pb. No caso da presenga do
alelo mutante (P) haveria clivagem do sitio resultando quatro fragmentos: 372, 67, 43 e
37pb. Nos individuos heterozigotos (AP) seriam visualizados cinco fragmentos: 372, 104,

67,43 e 37pb (figura 4).

pr——Tr . L. _ % " ——372pb

«— 104pb

«— 43pb

Marcador an  AA AA AA AA AA AA AA

Molecular

Figura 4- Digestdo do polimorfismo A775P, no gene da LRP.

AA = Homozigoto normal

4.7- Analise Estatistica

Para descrever o perfil da amostra foram feitas tabelas de freqiiéncia das
varidveis categoricas. As variaveis continuas foram descritas como média, desvio-padrio e

mediana, valores minimos € maximos.
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Para comparar as varidveis categoricas foi usado o teste Qui-Quadrado ou,
quando necessario (valores esperados menores que cinco), o teste exato de Fisher. O teste
de Mann-Whitney foi utilizado para comparar as varidveis continuas entre o grupo de casos

e controles.

A analise da relagdo dos fatores da coagulagao entre si e da PCR com os fatores
da coagulacao foi feita através do coeficiente de correlacdo de Pearson. A andlise de
regressao linear foi usada para avaliar o efeito da idade sobre os fatores da coagulagdo.
Devido a auséncia de distribuicdo normal das variaveis do estudo, as mesmas foram

transformadas previamente em logaritimo (log10).

Foi relizado uma analise de covariancia (Ancova) para estudar a relacao do GS
ABO, com niveis do FIX e FXI, em cada grupo (controle e pacientes), ajustando para niveis

de FVIII (covariavel).

As variaveis de interesse para calculo de risco foram os fatores da coagulagado e
GS ABO. Para demonstrar a associa¢ao entre as mesmas ¢ o risco de TEV foi utilizado o
calculo da estimativa do risco relativo ou razao dos produtos cruzados (“odds ratio”-OR).

O intervalo de confianca (IC) considerado foi de 95%.

Os fatores da coagulacdo foram avaliados como varidveis continuas e
categoricas. Para os fatores da coagulacdo e PCR o ponto de corte utilizado foi o P90,

medido nos controles. GS ABO (O e ndo-O) entrou como variavel dicotomizada.

O OR foi determinada de trés maneiras: primeiro foi utilizado um modelo de
regressdo logistico univariado. Posteriormente, as varidveis demonstradas como fatores de
risco na analise univariada foram ajustadas separadamente, para cada um das variaveis
confundidoras: PCR, trombofilia (presenga de FV de Leiden e mutagao G20210A no gene
do FII), niveis elevados de fatores da coagulacdo e GS ABO (ndo O). Em uma terceira
etapa, as variaveis foram analisadas em um modelo multivariado, usando-se o critério de

selecdo “Stepwise”.
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Para pesquisar uma relagdo dose-dependente entre o nivel do fator e o risco
trombotico, os fatores da coagulacdo foram subdivididos aproximadamente em quartis,
tendo como referéncia o primeiro quartil. O OR para trombose também foi avaliado nos

diferentes subgrupos de pacientes, utilizando-se o teste de homogeneidade para comparar as
ORs

Para avaliar o impacto das elevacdes das concentracdes dos fatores da
coagulacdo no risco trombotico foi calculado o risco atribuido populacional (RAP). O seu
calculo ¢ derivado do OR e da prevaléncia (P) do fator de risco na populagdo, sendo

utilizado a formula de Levin (Almeida Filho e Rouquayrol, 2003):

RAP: P (OR-1) : P (OR-1) +1 x 100.

No estudo dos polimorfismos foi usado o teste Qui-Quadrado, com o objetivo
de avaliar as frequéncias dos gendtipos, entre casos e controles. A comparacdo entre as
concentragdes do FVIII e FvW, nos diversos genoétipos, foi realizada através dos testes de
Mann-Whitney e de Kruskal-Wallis. Para estudo da distribuicdo genotipica dos

polimorfismos foi utilizado o equilibrio de Hardy-Weinberg

O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5%, ou seja,
p<0,05. As andlises estatisticas foram realizadas pelo programa computacional: SAS

System for Windows, versao 8.02.

Materiais e Métodos

87



Materiais e Métodos

88



5- RESULTADOS
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5.1- Dados clinicos dos pacientes e controles

Foram analisados 175 pares de pacientes e controles pareados por sexo, idade
aproximada e etnia. Destes pacientes, 122 (69,7%) eram do sexo feminino e 53 (30,3%) do
sexo masculino. Nos pacientes, a idade média (xDP) dos pacientes, no momento da coleta,
foi de 36,6 (£11) anos e mediana de 36 anos, variando de 13 a 63 anos e nos controles a

idade média foi de 36,1 (£11) anos, com mediana de 35 anos com variagao de 16 a 63 anos.

A idade média e mediana na época do ultimo evento trombotico foi 34 anos
(£11,6), idade minima de 13 e méaxima de 63 anos. O tempo decorrido entre o ultimo
episodio de TEV e coleta dos exames variou de seis a 110 meses, com média de 35,7 meses

(£43,7) e mediana de 21,5 meses.

Do total da amostra 100 (57,1%) pacientes eram caucasoéides e 75 (42,9%) nao

caucasoides (Figuras 5a e 5b).

O caucasobide @ nao caucasodide

Figura 5a- Classificacdao do grupo de estudo quanto a etnia
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mdesc. negro mdesc. indio O desc. amarelo

Figura 5b- Classificagcdo do grupo nao caucasoide

Dos 175 pacientes, 123 (70%) apresentaram a primeira trombose antes dos 40
anos ¢ 19 pacientes (11%) acima dos 50 anos. A maioria dos pacientes 130 (74%)
submeteu-se a coleta de exame para o estudo ap6és um ano da ocorréncia da doenca. A
distribuicao dos pacientes por idade, assim como o tempo entre a trombose € 0 exame

(periodo pos trombotico), estdo nas tabelas 3 e 4, respectivamente.

Tabela 3- Distribuicdo dos pacientes por idade no 1° episédio de TEV

Idade (anos) Pacientes (%)
<30 68 (38,8)
30-39 55(31,5)
40 - 49 33 (18,8)
>50 19 (10,9)
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Tabela 4- Distribui¢ao dos pacientes por tempo decorrido entre o episddio de TEV e coleta

de exames

Tempo (meses) Pacientes (%)
<12 45 (25,7)
13-24 55(31,4)
25-36 26 (14.9)
>37 49 (28)

5.2- Caracteristicas clinicas dos episédios trombéticos

Dos pacientes envolvidos no estudo 153 (87,4%) apresentaram episodio de
TEV unico, enquanto em 22 (12,6%) houve recorréncia. Foram totalizados 200 eventos
trombdticos, sendo que 25 (12,5%) eram eventos recorrentes. Em 153 (76,5%) episdédios o
sitio trombotico foi o membro inferior apenas, associado ou ndo a embolia pulmonar e em
47 (23,5%), o local acometido foi ndo usual, representado por trombose em membro
superior, retina, cérebro, porto-esplénico, pulmdo ou veia jugular. Dos episodios de
trombose de membro inferior houve associagdo com embolia pulmonar em oito pacientes

(tabela 5).
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Tabela 5- Episodio de TEV de acordo com o sitio acometido

Sitio do TEV N (%)
Membro Inferior 153 (76,5)
Direito 45(22,5)
Esquerdo 97(48,5)
Bilateral 03 (1,5)
Associado a Embolia Pulmonar 08 (4,0)
Nao usual 47 (23,5)
Pulmao 12 (6,0)
Retina 10 (5,0)
Cerebral 09 (4,5)
Membro Superior 08 (4,0)
Porto-esplénico 07 (3,5)
Jugular 01(0,5)
Total 200(100)

Houve 75 (37,5%) eventos tromboticos espontaneos e 125 (62,5%) secundérios
a algum fator de risco adquirido. Os fatores predisponentes mais freqiientes foram o uso de
hormonio sexual feminino em 41 (20,5%) e puerpério/gestacao em 42 (21%) dos episddios.
Outros fatores de risco presentes foram cirurgia, hospitalizagdo, compressao local, além de
associacdo entre estes fatores. As informagdes sobre as caracteristicas dos episddios de

trombose podem ser vistas na tabela 6.
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Tabela 6- Episodios de TEV de acordo com fator de risco adquirido.

Fator de risco

TEV (%)

Ausente
Presente
Horménio sexual feminino
ACH
TRH
Puerpério
Gestacado
Cirurgia
Hospitalizacao
Compressdo local

Multiplas

75 (37,5)
125 (62.5)
41 (20,5)
37
04
23 (11,5)
19 (9,5)
14 (7,0)
19 (9,5)
01 (0,5)

08 (4,0)

A tabela 7 mostra o sitio de trombose e a freqliéncia dos fatores de risco

adquiridos por sexo, considerando apenas o primeiro episddio trombdtico por paciente.

Notar que diferente das mulheres, a maioria dos eventos trombdticos no sexo masculino foi

espontaneo.
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Tabela 7- Caracteristicas clinicas do 1° episodio de TEV.

Sexo N (%)
Feminino 122 (69,7)
Masculino 53 (30,3)
Fator de risco adquirido quanto ao sexo N (%)
Feminino Presente 96 (78,7)
Ausente 26 (21,3)
Masculino Presente 17 (32,1)
Ausente 36 (67,9)

Tipo de fator de risco adquirido* N (%)

Hormonio sexual feminino 41 (33,6)

ACH 37 (30,3)

TRH 04 (3,3)
Puerpério 21 (17,2)
Gestacgado 16 (13,1)
Cirurgia 13 (7,4)
Hospitalizagao 19 (10,9)
Compressdo local 01 (0,6)
Multiplos 06 (3,4)

Sitio da trombose N (%)

Membro inferior 120 (68,6)

Membro Inferior e embolia pulmonar 08 (4,6)

Sitio ndo usual 47 (26,8)
Membro superior 08 (4,6)
Porto-esplénico 07 (04)
Cerebral 09 (5,1)

Retina 10 (5,7)

Jugular 01 (0,6)
Pulmao 12 (6,8)

* No calculo para TRH, ACH, gestagéo e puerpério foi considerada apenas a populagio feminina.
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5.3- Prevaléncia das trombofilias hereditarias e calculo de “odds ratio’” para trombose

Conforme mostrado na tabela 8, 140 (80%) pacientes ndo apresentaram
qualquer trombofilia hereditaria. Nos pacientes portadores de trombofilia o FV de Leiden e
a deficiéncia de PC foram as mais freqiientes, ocorrendo em 22 casos. Entre os individuos-
controle, em 12 (6,9%) diagnosticou-se o FV de Leiden ou a mutagdo G20210A no gene do
FII

Tabela 8- Caracteristicas dos pacientes e controles quanto a presenca e tipo de trombofilia

Trombofilia hereditaria Pacientes (%) Controles (%)
Ausente 140 (80) 163 (93,1)
Presente 35 (20) 12 (6,9)
FV de Leiden 11 (6,3) 06 (3,4)
Mutagdo G20210A no gene do FII 08 (4,6) 06 (3,4)
Deficiéncia PC 11 (6,3)
Deficiéncia PS 02 (1,1)
Deficiéncia AT 01 (0,6)
FV Leiden + deficiéncia PC 02 (1,1)

Para a andlise sobre presenga de fator de risco adquirido e trombofilia
hereditaria, foi considerado apenas o primeiro episodio trombdtico para cada paciente. A
trombose foi precipitada por fator de risco adquirido em 23 (65,7%) portadores de

trombofilia hereditaria e 95 (67,8%) dos pacientes sem esta anormalidade.

Das trombofilias hereditarias propostas para calculo do OR, nenhuma foi
associada ao risco de TEV. Apesar de portadores do FV de Leiden apresentaram o dobro do

risco para a doenga, ndo houve significancia estatistica (tabela 9).
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Tabela 9- FV de Leiden e mutagdo G20210A no gene FII e risco de TEV

Fator de risco Pacientes(%) Controles(%) OR p
FV de Leiden 13 (7,4) 06 (3,4) 2,3(0,8 - 6,8) 0,15
Mutagdo G20210A no gene FII 08 (4,6) 06 (3,4) 1,3(0,4-4)5) 0,78

5.4- Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com TEV em sitio nao-usual

A idade média e mediana dos 47 pacientes com trombose em sitio ndo usual foi

de 36 anos (£11,3), idade minima 13 anos e maxima 63 anos.

A trombofilia hereditaria esteve presente em 10 (21,3%) casos, sendo as mais
freqiientes o FV de Leiden, a mutagdo G20210A no gene do FII e a deficiéncia de PC, com

uma prevaléncia aproximada de 6%, cada uma (tabela 10).

Tabela 10- Presenga e tipo de trombofilia hereditaria em paciente com TEV em sitio nao

usual e controles

Trombofilia hereditaria Pacientes (%) Controles (%)
Ausente 37 (78,7) 44 (93,0)
Presente 10 (21,3) 03 (6,4)
FV de Leiden 03 (6,4) 02 (4,3)
Mutagdo G20210A Gene FII 03 (6,4) 01 (2,1)
Deficiéncia de PC 03 (6,4)
Deficiéncia de PS 0
Deficiéncia de AT 01(2,1)
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5.5- Trombofilia hereditaria e etnia

A tabela 11, mostra a andlise da prevaléncia de trombofilias hereditarias, entre

pacientes, em dois diferentes grupos étnicos: caucasoide e nao-caucasdide.

Tabela 11- Trombofilia hereditaria de acordo com o grupo étnico

caucasoide Nao- caucasoéide
Trombofilia hereditaria
n:100 (%) N:75 (%)
Ausente 76 (76) 64 (85,3)
p=0,11
Presente 24 (24) 11 (14,7)
FV Leiden 07 04
muta¢do G20210A Gene FII 05 03
deficiéncia de PC 09 02
deficiéncia de PS 01 01
deficiéncia de AT 01 0
deficiéncia de PC + FV Leiden 01 01

A andlise da freqiiéncia do FV de Leiden e da mutacdo G20210A no gene do
FII nos pacientes e controles de acordo com o grupo étnico, ndo mostrou nenhuma

diferenca estatisticamente significante (tabela 12).
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Tabela 12- FV de Leiden e mutacdo G20210A no gene FII de acordo com o grupo étnico

Nio- caucasoéide

Trombofilia Hereditaria caucasoéide n:200 (%)
N:150 (%)
FV de Leiden 11 06
P=10,75
muta¢do G20210A no Gene FII 08 06
Total 19 (9,5) 12 (8,0)

5.6- Concentracao plasmatica dos fatores da coagulacao

As medianas das concentragoes do FVIII (184,3 Ul/dL), FIX (127,7 Ul/dL),
FXI (123,4 Ul/dL) e FvW (157,4 Ul/dl) e fibrinogénio (302 mg/dL) foram estatisticamente
superiores no grupo de pacientes, quando comparadas aos controles (127 Ul/dl, 110 Ul/dl,

104,2 Ul/dl, 108,1 Ul/dl e 282 mg/dl respectivamente, p<0,05) (figuras 6 e 7).
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Figura 6- A mediana das concentracdes do FVIII, FIX, FXI ¢ FvW em pacientes ¢
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Figura 7- Mediana das concentragdes do fibrinogénio em pacientes e controles

As medianas do FVII e FX ndo se mostraram significativamente diferentes nos
pacientes (105,3 Ul/dl e 108,9 Ul/dl, respectivamente) e controles (104,7 Ul/dl e 112,8
Ul/dl, respectivamente) (figura 8).
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Figura 8- A mediana das concentra¢cdes do FVII e FX em pacientes e controles

Resultados
101



O P90 das concentragdes do fibrinogénio, FVII, FVIII, FIX, FX, FXI ¢ FvW,
no grupo controle foi: 379 mg/dl, 139 UI/dl, 212 UI/dl, 153,7 Ul/dl, 133,1 Ul/dl, 150,5
Ul/dl e 172,8 Ul/dl, respectivamente. No grupo de pacientes o P90 das concentragdes
destes fatores foi: 400mg/dl, 145,9 Ul/dl, 272,3 Ul/dl, 171,6 Ul/dl, 137,5 Ul/dl, 178,2 Ul/dl
e 263 Ul/dl, respectivamente. O P90 das concentragdes do fibrinogénio, FVIII, FIX, FXI e
FvW foi estatisticamente superior no grupo de pacientes quando comparado ao grupo

controle.

Os fatores da coagulacdo foram analisados com relagdo a associagcdo entre os
niveis dos mesmos. Conforme visto nas figuras abaixo, o FVII, FIX, FvW e FXI
apresentaram uma correlacao estatisticamente significativa em ambos os grupos, pacientes

e controles.(figuras 9 a 18).
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(Coeficiente de Correlacao de Pearson r: 0,42 (Coeficiente de Correlagdo de Pearson r: 0,25

p: 0,0001) p: 0,0005)
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Figura 11- FVIII x FXI em pacientes

Figura 12- FVIII x FXI em controles

(Coeficiente de Correlagdo de Pearson r: 0,39 (Coeficiente de Correlagdo de Pearson r: 0,27

p: 0,0001)

p: 0,0004)
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Figura 13- FVIII x FvW em pacientes

Figura 14- FVIII x FvW em controles

(Coeficiente de Correlagdo de Pearson r: 0,58 (Coeficiente de Correlagdo de Pearson r: 0,42

p: 0,0001)

p: 0,0001)
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Figura 16- FIX x FXI em controles
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Figura 17- FIX x FvW em pacientes

(Coeficiente de Correlacdo de Pearson r: 0,36 (Coeficiente de Correlagdo de Pearson r: 0,25

p: 0,0001)

Figura 18- FIX x FvW em controles

p:0,04
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5.7- Determinantes dos fatores da coagulacao

Com a finalidade de se identificar os determinantes da variabilidade plasmatica
dos fatores da coagulacdo, em pacientes e controles, analisou-se as medianas dos mesmos

em subgrupos, levando-se em consideracao o sexo, idade, etnia e GS ABO.

No grupo dos controles, as medianas do FVII e fibrinogénio apresentaram
maiores niveis plasmaticos nas mulheres (106UI/dL e 294,5UI/dL, respectivamente),
quando comparados aos homens. A andlise nos pacientes ndo mostrou qualquer diferenga

das medianas entre os homens e mulheres (tabela 13).

Tabela 13- Medianas (min-max) dos fatores da coagula¢do em pacientes e controles em

relacdo ao sexo.

Fator da
Pacientes Controles

coagulacao

feminino Masculino p-valor feminino masculino p-valor

Fibrinogénio  310,2 (159 -506) 285 (150 - 559) 0,08  294,5(172-463) 266 (170-483) 0,03
FVII 106,1 (71,5-322)  101,7 (70-199,8) 0,6 1062 (75,5-183,6) 97,7(70-162,9) 0,04

FVII 190,6 (69,5-440,2) 161,1(73,9-510,1) 0,09 127 (60-301)  127(71-324,9) 04

FIX 127,9 (61,4-248,1) 1252 (62,8-196,4) 0,6  110,8 (52,7-182,6) 109,1 (66,1-200,7) 0,5
FX 107,9 (64,1-169,2) 111,9 (83,4-159,5) 0,4  112,8 (64,4-151) 113,3(74-151,9) 0.5
FXI 125,9 (65,7-294,7) 1144 (65,5-302,7) 04 1081 (62,8-223) 97,4 (62,4-202,4) 0,1
FvW 160,2 (59,3-371)  143,3 (40,7-400) 0,2  105,3 (46,5-223,8) 114,4 (49,2-207) 0,2

O efeito da idade sobre os niveis dos fatores da coagulacao foi realizado de dois
modos, através da separacdo em duas faixas etarias e pela utilizacdo da analise de regressao
linear. Quanto a analise por faixas etarias, as medianas do FVII, FIX e FvW foram
estatisticamente mais elevadas nos pacientes acima de 35 anos. Entre os controles nio se
observou qualquer diferenca estatistica nas medianas dos fatores, de acordo com a idade
(tabela 14). A analise de regressdo mostrou que entre os controles, houve aumento de 10U
nas concentracdes de FVII e FIX para cada 10 anos adicionais de idade. No grupo dos

pacientes, 0 mesmo ocorreu para o FVII e FvW.
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Tabela 14- Medianas (min-méx) dos fatores da coagulagdao em pacientes e controles em

relacao a idade.

Fator da
coagulacio Pacientes Controles
Abaixo de 35 anos Acima de 35 anos p-valor Abaixo de 35 anos Acima de 35 anos p-valor

Fibrinogénio 306 (150 -464) 301 (159 - 559) 0,6 287,5(172-483)  279,5(170-463) 0,5
FVII 97,9 (70-322) 113,9 (71,5-215,3) 0,004  102,7 (70-168,5) 108,6 (70,5-183,6) 0,1
FVIII 176,4 (69,5-382,6) 194 (73,9-510,1) 0,1 126,9 (64,4-295,1) 127,1(60-324,9) 0,9
FIX 1242 (61,4-227)  135,7(69,4-248,1) 0,04  108,5(52,7-182,6) 111,5(66,1-200,7) 0,3
FX 104,4 (80,4-169,2)  112,4 (64,1-159,5) 0,06 113,3(74-151,9) 112,5(64,4-1443) 0,3
FXI 122,2 (65,7-246)  123,5(65,3-302,7) 0,3 104,5 (62,8-193,6) 102,7 (62,4-223) 0,7
FvW 143,9 (50-346,3) 165 (40,7-400) 0,02 102,3 (46,9-223,8) 108,7 (46,5-219) 0,9

Tanto no grupo dos controles como no dos pacientes nao houve influéncia do

grupo étnico nas concentragdes dos fatores da coagulacio (tabela 15).
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Tabela 15- Medianas (min-max) dos fatores da coagulacdo em pacientes ¢ controles em

relacdo a etnia.

Fator da
Pacientes Controles
coagulacio
caucasoide Nao caucasoide p-valor caucasoide Nao caucasoide  p-valor
Fibrinogénio 294,3 (159 -506) 313 (150 - 559) 0,2 277,9 (181-483) 296 (170-463) 0,09
FVIl 105,7 (70-322) 104,6 (74,3-199,8) 0,6 103,2 (74,3-162,9)  108,4 (70-183,6) 0,2

FVII 1864 (82,1-440,2) 183,7 (69,5-510,1) 0,6 1258 (60-301) 127 (60,8-324,9) 0,3
FIX 130 (77,2-248,1) 1272 (61,4-202,6) 0,6  112,4(66,1-200,7) 108,1 (52,7-183,8) 07
FX 108,9 (82-169,2) 108,7 (64,1-154,2) 0,5  111,1 (64,4-151,9) 119 (71,6-151,1) 0,06
FXI 122,9 (69,8-302,7) 1234 (65,3-294,7) 09 1064 (62,4-223)  101,9 (64,2-206,3) 0,7

FvW 163,9 (51,6-371) 1495 (40,7-400) 02 1044 (46,9-219)  112,3 (46,5-223.8) 0,5

O GS ABO foi um fator determinante das concentragoes do FVIII, FIX, FXI e
FvW, tanto no grupo de pacientes como nos controles. Os individuos do GS nao-O
apresentaram medianas superiores deste fatores comparados aos do GS O (tabela 16). Apos
feita andlise de covariancia, ajustada para FVIII, ndo foi mais observado diferencas nas
concentragdes do FIX (pacientes e controles) e FXI (pacientes) entre os GS ABO.

Entretanto, no grupo controle, as concentragdes do FXI persistiram superiores no GS nao-O

(p:0,02).
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Tabela 16- Comparagdo entre as medianas (min-max) dos fatores da coagulagdo em

pacientes e controles em relagao ao GS ABO.

fator da
coagulacio Pacientes Controles
GSO GS nao-O p-valor GSO GS nao-O p-valor
Fibrinogénio 298 (168,1-464) 306 (150-559) 0,2 282 (170-433) 280 (172-483) 0,7
FvIl 103,1 (70-322) 108,9 (71,5-215,3) 0,5 105,3 (70,5-168,5)  104,2 (70-183,6) 0,8
FVIII 144,3 (69,5-277) 200 (74,22-510,1) <0,001  114,6 (60-259,5) 142,4 (74-324,9)  <0,001
FIX 116,6 (61,4-195,4) 133,6 (62,8-248,1) 0,007 107,2 (66,1-168,3) 113,3 (52,7-200,7) 0,01
FX 103,9 (82-151,1)  110,7 (64,1-169,2) 0,09 112,4 (74-151,9)  115,6 (64,4-150,3) 0,6
FXI 112,5 (65,7-165,8)  129,9 (65,3 302,7) 0,003 99,1 (62,4-196) 110,9 (64,7-223) 0,003
FvW 119,5 (40,7-330) 165 (64,7-400) <0,001 88,7 (46,5-219) 123,1 (55,7-223,8)  <0,001

As medianas dos fatores da coagulagdao também foram avaliadas nos pacientes e
controles de acordo com a presenca ou auséncia de trombofilia, mas ndo se observou

diferenca estatisticamente significativa (tabela 17).
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Tabela 17- Comparagdo entre as medianas (min-max) dos fatores da coagulagdo em

pacientes e controles com relagao a trombofilia

fator da
Pacientes Controles
coagulacio

Presenca Auséncia pvalor Presenca Auséncia pvalor
Fibrinogénio 272 (167-559) 303,6 (150-506) 0,055 284,5 (193-369) 282 (170-483) 0,8
FvIl 115,5(70-215,3) 104,4 (74,3 322) 0,4 110,6 (74,3-152,9) 104,7 (70-183,6) 0,2

FVIII 181,8 (97,9-510,1) 190,1 (69,5-440,2) 0,9 132,1 (64,4-229,9) 127 (60-324,9) 0,8

FIX 111,4 (62,8-248,1) 129,6 (61,4-218,2) 0,09  112,8 (71,2-165,3) 110 (52,7-200,7)- 0,8
FX 108.,9 (80,4-156,6) 108,8 (64,1-169,2) 0.8  111,2(87,2-142,2) 112,9 (64,4-151,9) 0,7
FXI 125,8 (65,3-246) 123 (65,5-302,7) 0,8  112,3(73,9-157,6) 103,2(62,4-223) 0.5
FvW 162,7 (50-400) 156 (40,7-371) 0,9  99,8(55,8-195,2) 108,1 (46,5-223,.8) 0,7

A analise das medianas dos fatores de coagulagdo de acordo com o niimero de
eventos tromboticos mostrou que o0s pacientes com recorréncias apresentavam

concentragdes mais elevadas do FVIII, FIX e FXI (tabela 18).

Tabela 18- Comparagdo entre as medianas (min-max) dos fatores da coagulagdo em

pacientes, com relagdo a numero de episodios tromboticos

Fator da coagulacio Episédio unico Episédio recorrente p-valor
Fibrinogénio 300 (150-506) 315,1 (167-559) 0,7
FVII 104,4 (70-322) 111 (78-157,2) 0,3
FVIII 180 (69,5-440,2) 205,5 (96,9-510,1) 0,04
FIX 127,1 (61,4-248,1) 152,7 (77,2-227) 0,03
FX 108,8 (64,1-169,2) 110,9 (83-152,9) 0,8
FXI 122,7 (65,5-294,7) 145 (65,3-302,7) 0,05
FvW 154,6 (40,7-350,8) 168,7 (68-400) 0,08
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A analise das medianas dos fatores de coagulacdo de acordo com o sitio de

acometimento da trombose ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa quanto a

essa variavel (tabela 19).

Tabela 19- Comparagdo entre as medianas (min-max) dos fatores da coagulagdo em

pacientes com relagdo ao sitio da trombose

Fator da coagulacio Membro Inferior Sitio nao-usual p-valor

Fibrinogénio 300,5 (150-559) 302 (199-464) 0,6
FvIl 104,5 (71,5-322) 111,5 (70-175.9) 0,09

FVIII 187 (69,5-510,1) 183,7 (74,2-409,6) 0,6

FIX 129,8 (61,4-248,1) 116,9 (69,4-227) 0,06

FX 108,9 (80,4-169,2) 106,5 (64,1-158,4) 0,6

FXI 126 (65,3-302,7) 114,3 (65,5-294,6) 0,3

FvW 160,2 (40,7-400) 145,9 (52-346,5) 0,4

5.8- PCR e fatores da coagulaciao

Os valores médios e medianos da PCR ndo foram significativamente diferentes

entre pacientes e controles (tabela 20).

Tabela 20- Média (DP) e mediana (min - max) da PCR em pacientes e controles

PCR (mg/dL)
média mediana p-valor
Pacientes 0,31 (£ 0,39) 0,18 (0,01 - 3,7)
0,22
Controles 0,27 (£ 0,44) 0,16 (0,01 -4,7)
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O P90 das concentracdes da PCR, dosado em controles, foi de 0,66mg/ml.

A concentragdo deste marcador esteve acima deste valor em 23 (14%) pacientes e em 17

(10%) controles (p=0,22).

A influéncia da PCR sobre os niveis dos fatores da coagulagdo com resposta de

fase aguda (fibrinogénio, FVIII e FvW), ndo mostrou nenhuma associacdo estatisticamente

significativa em relagdo ao FVIII e FvW. O coeficiente de correlagdo de Pearson para o

FVIII nos controles e pacientes foi de r: 0,10, p: 0,18 e r: 0,13, p: 0,09, respectivamente.

Para o FvW, o coeficiente de correlacdo de Pearson nos controles foi de r: 0,06, p: 0,44 ¢

nos pacientes de r: 0,15, p: 0,06. Entretanto, observou-se uma correlagdo estatisticamente

significativa entre as concentragdes de fibrinogénio e a PCR (figuras 19 e 20)

Nivel de Fibrinogénio (mg/dl)

Nivel de PCR (mg/dl)

Nivel de Fibrinogénio (mg/dl)

Nivel de PCR (mg/dl)

Figura 19- PCR x Fibrinogénio em pacientes

Figura 20- PCR x Fibrinogénio em controles

(Coeficiente de Correlagdo de Pearson r: 0,48 (Coeficiente de Correlagdo de Pearson r: 0,49

p: 0,0001)

p: 0,0001)
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A dosagem da PCR, nos pacientes, em diferentes intervalos pds-trombdticos
ndo mostrou nenhuma variagao ¢ a mediana manteve-se ao redor de 0,2 mg/dl. Da mesma
forma, ndo houve variagdo importante na dosagem dos fatores da coagulagdo nos diversos

periodos poOs- tromboticos.

5.9- Fatores da coagulacio e risco de TEV

Conforme descrito na analise estatistica, o calculo do risco de TEV, associado

aos fatores da coagulagdo, foi realizado em trés etapas.

5.9.1- Primeira etapa

Pela analise univariada, o FVIII, FIX, FXI ¢ FvW acima do P90 ¢ o GS nao-O

foram considerados fatores de risco para doenga (tabela 21).
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Tabela 21- Risco de TEV de acordo com fatores da coagulacao e GS ABO

Fator de Risco Pacientes Controles OR (IC95 %) p-valor
O 52 98 3,0 (1,9-4,6) <0,001
GS ABO
nao O 123 77
<379 mg/dl 153 158 1,3 (0,6-2,6) 0,39
Fibrinogénio
> 379 mg/dl 22 17
<139 UI/dl 149 158 1,6 (0,8-3,1) 0,14
FVII
> 139 UI/dl 26 17
<212 Ul/dl 111 158 5,3 (2,9-9,6) <0,001
FVIII
> 212 Ul/dl 64 17
< 153,7 Ul/dl 137 157 2,4 (1,3-4,4) 0,004
FIX
> 153,7 Ul/dl 38 18
<133,1 Ul/dl 153 157 1,2 (0,6-2,4) 0,5
FX
> 133,1 Ul/dl 22 18
<150,5 Ul/dl 140 157 2,1 (1,1-4,0) 0,01
FXI
> 150,5 Ul/dl 35 18
<172,8 Ul/dl 114 158 4.9 (2,7-8,9) <0,001
FvW
>172,8 Ul/dl 61 17

5.9.2- Segunda etapa

Nesta fase foram incluidas apenas as variaveis consideradas fatores de risco

para TEV pela andlise univariada
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5.9.2.a- FVIII, FvW, GS ABO e risco trombotico

Como demonstrado nas tabelas 22, 23 e 24, o risco conferido pelo FVIII, FvW

e GS ABO persistiu ap6s ajuste para as variaveis confundidoras.

Tabela 22- FVIII e risco trombdtico ajustado para variaveis propostas

Fator de risco  Variaveis OR ajustado (IC 95%) p-valor
PCR 5,5(3,0-10,0) < 0,001
Trombofilia 5,6 (3,1-10,2) < 0,001
FvW 3,6(1,9-6,7) < 0,001
FVIII
GS ABO 4,3 (2,4-7,9) <0,001
FIX 4,8 (2,7-8.,8) < 0,001
FXI 5,0 (2,7-9,0) < 0,001

Tabela 23- FvW e risco trombotico ajustado para variaveis propostas

Fator de risco  Variaveis OR ajustado (IC 95%) p-valor
PCR 4,9 (2,7-9,0) <0,001
Trombofilia 5,1(2,8-9,2) <0,001
FVIII 3,2 (1,7-5,9) <0,001
FvW
GS ABO 4,2 (2,3-7,7) <0,001
FIX 4,6 (2,5-8,3) <0,001
FXI 4,9 (2,7-8,8) <0,001
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Tabela 24- GS ABO e risco trombotico ajustado para variaveis propostas

Fator de risco  Variaveis OR ajustado (IC 95%) p-valor
PCR 3,3(2,1-5,1) <0,001
Trombofilia 2,9 (1,9-4,6) <0,001
FvW 2,6 (1,6-4,0) <0,001

GS ABO

FvIll 2,4 (1,5-3,8) <0,001
FIX 2,8 (1,8-4,3) <0,001
FXI 2,8 (1,8-4,4) <0,001

Devido a relacao estreita entre o FVIIL, FvW e, GS ABO, essas variaveis foram
submetidas a uma andlise conjunta. Na tabela 25 estdo os dados referente ao risco

trombdtico exercido pelo FVIIL, FvW e GS ABO, apds ajuste simultaneo entre os mesmos.

Tabela 25- GS ABO, FVIII, FvW e risco trombotico: ajuste simultaneo para as trés

variaveis.
Fator de risco OR (IC 95%)* p-valor
o 2,2 (1,4-3,6) <0,001
GS ABO
Néao O
<212 Ul/dl 3,0 (1,6-5,7) <0,001
FVIII
>212U1/d1
<172,8 Ul/dl 2,9 (1,5-5,5) 0,001
FvW

>172,8 Ul/dl

Quando o FVIII foi analisado como variavel continua, o risco trombdtico
duplicou (OR: 2,2; 1C95%: 1,7-2,7) a cada acréscimo de 50UI/dl nas concentracdes deste
fator. O mesmo ocorreu com o FvW, onde o risco para doenga aumenta em duas vezes

(OR: 2,4 1C95%:1,8-3,0) a cada acréscimo de 50 Ul/dI deste fator.
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A andlise destes fatores estratificados, em quartis aproximados, mostrou uma

relagdo dose- dependente entre o nivel do FVIII (figura 21) e FvW (figura 22) e o risco de

TEV.

FVIII OR (IC 95%)
P25-P50 2,1 (0,9-5,0)
P50-P75 4,1(1,8-9,2)
P75-P90 6,6 (2,8-15,4)

>P90 16,6 (6,9-39,5)

4
. .
0 -

(P25-P50) (P50-P75) (P75-P90)

(>P90)

Figura 21- OR para TEV referente ao nivel de FVIII estratificado, em quartis aproximados,

tendo como nivel de referéncia o primeiro® quartil.
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FvW OR (IC 95%)

P25-P50 0,83 (0,4-1,8)

P50-P75 1,35 (0,7-2,7)

P75-P90 3,8 (1,9-7,7)
>P90 7.5 (3,6-15,8)

Comm R

(P25-P50) (P50-P75) (P75-P90) (>P90)

Figura 22- OR para TEV referente ao nivel de FvW estratificado, em quartis aproximados,

tendo como nivel de referéncia o primeiro® quartil.

5.9.2.b- FIX e risco trombético

As concentragdes elevadas do FIX foram consideradas como fator de risco para
TEV, mesmo apds corre¢cdo para PCR, trombofilia, GS ABO e FXI. Entretanto, ao
introduzir o FVIII e FvW no modelo de regressdo logistica, o risco conferido pelo FIX

desapareceu (tabela 26).
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Tabela 26- FIX e risco trombdtico ajustado para variaveis propostas

Fator de risco Variaveis OR ajustado (IC 95%) p-valor

PCR 2,4 (1,3-4,5) 0,005
Trombofilia 2,4 (1,3-4,5) 0,005

FvW 1,9 (0,9-3,6) 0,05

FIX

GS ABO 1,9 (1,0-3,5) 0,047

FVIII 1,6 (0,8-3,1) 0,15

FXI 2,1 (1,1-3,9) 0,02

Todas as variaveis 1,3 (0,6-2,7) 0,45

Quando o FIX foi analisado como variavel continua, o risco trombotico foi de

2,6 (IC95%: 1,8-3,8) para acréscimo de 50UI/dl das concentracdes do fator.

A figura 23 mostra que o efeito do FIX no risco trombotico somente ¢

observado a partir do P75 e permanece constante com o aumento das concentragcdes deste

fator.
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FIX OR (IC 95%)

P25-P50 1,4 (0,7-2,8)

P50-P75 12 (0,6-2,4)

P75-P90 4,1 (2,0-8,1)

>P90 4,0 (1,9-8,6)
OR
4,5
4 -
3,5
3 _
2,5 -
2 _
1,5 -
1 i
0,5 -
O |

(P25-P50) (P50-P75) (P75-P90) (>P90)

Figura 23- OR para TEV referente ao nivel de FIX estratificado, em quartis aproximados,

tendo como nivel de referéncia o primeiro® quartil.

5.9.2.c- FXI e risco trombotico

O risco trombotico relacionado aos niveis elevados do FXI foi mantido apds
ajuste para PCR, trombofilia e FvW. No entanto, ndo houve associacdo entre FXI e risco de

TEV apos correcao pelo FVIIL, FIX e GS ABO (tabela 27).
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Tabela 27- FXI e risco trombdtico ajustado para variaveis propostas

OR ajustado (IC
Fator de risco Variaveis p-valor
95%)
PCR 2,1(1,1-3,9) 0,02
Trombofilia 2,0 (1,0-3,7) 0,03
FvW 2,0 (1,1-3,9) 0,03
FXI
GS ABO 1,6 (0,9-3,1) 0,13
FVIII 1,5 (0,8-2,9) 0,21
FIX 1,8 (0,9-3,4) 0,07
Todas as variaveis 1,4 (0,7-2,9) 0,33

A anélise do FXI, como varidvel continua, mostrou que o risco trombdtico foi

de 2,2 (1C95%:1,6-3,0) a cada aumento de 50UI/dl nas concentragdes do FXI.

Assim como o FVIII e FvW, a figura 24 mostra uma relagdo dose-dependente

entre concentragdes do FXI e risco trombotico.
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FXI OR (IC 95%)

P25-P50 3,6 (1,7-7,7)

P50-P75 3,5 (1,6-7,6)

P75-P90 6,2 (2,8-13.8)

>P90 7.1 (3,0-16,3)

(P25-P50) (P50-P75) (P75-P90) (>P90)

Figura 24- OR para TEV referente ao nivel de FXI estratificado, em quartis aproximados,

tendo como nivel de referéncia o primeiro® quartil.

5.9.3- Terceira etapa

A analise de todas as variaveis, dentro do modelo “Stepwise”, mostrou
elevagdes do FVIIL, FvW e GS nao O, como fatores de risco independentes para trombose

venosa (tabela 28).
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Tabela 28- Risco de TEV de acordo com os fatores da coagulagdo e GS ABO

OR ajustado (IC 95%)* p-valor
GS naoO 2,2 (1,3-3,5) 0,002
FVIII 3,1 (1,6-6,0) <0,001
FvwW 2,8 (1,4-5,4) 0,002

* OR ajustado de acordo com critério de selegdo “stepwise”

5.10- Interacao entre fatores da coagulacao e GS ABO no risco trombético

Os fatores IX e XI aumentados ndo foram fatores de risco independentes para

TEV. Entretanto a analise combinada destes fatores sugeriu que os mesmos contribuiram

para um maior potencial trombotico, quando associado ao FVIII, FvW e GS ABO (tabelas

29, 30, 31).

Tabela 29- Interagdo entre FVIII com FIX e FXI no risco de TEV

Pacientes Controles OR (IC 95%)
FVIII 4 FIX 95 144 1*
FvIII T FIX 39 13 4,6 (2,2-9,6)
FVII{ FIX T 15 13 1,8 (0,7-4,1)
Fvir T FIX T 26 5 7,9 (2,8-24,5)
FVIII { FXI{ 96 144 1*
Fvir T FXI{ 44 13 5,1 (2,5-10,5)
FVII{ FXI T 14 13 1,6 (0,7-3,8)
Fvir T EXI T 21 5 6,3 (2,1-19,8)

Ponto de corte: P90, medido em controles

* Grupo de referéncia
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Tabela 30- Interacdo entre GS ABO com FIX, FXI no risco de TEV

Pacientes Controles OR (IC 95%)
GS O FIX 47 88 1*
GSndo O FIX | 87 62 2,6 (1,6-4,4)
GS O FIX T 5 10 0,9 (0,3-3,2)
GS ndo O FIX T 36 15 4,5 (2,1-9,6)
GS O FXI{ 49 92 1*
GS nio O FXI{ 91 65 2,6 (1,6-4,3)
GS O FXI T 3 6 0,9 (0,2-4,5)
GS nio O FXI T 32 12 5,0 (2,2-11,4,)

Ponto de corte: P90, medido em controles.

* Grupo de referéncia

Tabela 31- Interagdo entre FvW com FIX, FXI no risco de TEV

Pacientes Controles OR (IC 95%)

FyW | FIX [ 97 141 1%

Fvw T FIX [ 37 18 3,0 (1,5-5,8)
FvW { FIX T 17 14 1,8 (0,8-4,0)
FvW T FIX T 24 2 17,4 (3,9-109,4)
FvW | FXI [ 92 140 1%

Fyw 1 FXI [ 47 17 4,2 (2,2-8,1)
Fyw FX1 1 22 16 2,1(0,9-4,4)
Fvw T FXI T 14 2 10,5 (2,2-68,8)

Ponto de corte: P90 medido em controles

* Grupo de referéncia
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5.11- Fatores da coagulacao e risco de TEV nos subgrupos
5.11.1- Sexo feminino versus sexo masculino

Como visto na tabela 32, em ambos os sexos. o0 GS nao-O ¢ o FVIII, FIX e
FvW foram demonstrados como fatores de risco para TEV. Por outro lado, o FXI nao foi

relacionado ao risco trombdtico entre homens.

Tabela 32- Risco de TEV de acordo com o sexo

Fator de risco OR (IC 95%)
Masculino pvalor Feminino pvalor
GS ABO 2,3 (1,1-5,1) <0,001 3,4 (1,9-5,7) <0,001
FVIII 3,4 (1,2-9,5) 0,02 6,5 (3,2-13,4) <0,001
FIX 3,9 (1,0-15,0) 0,049 2,1(1,1-4,2) 0,03
FXI 2,3 (0,8-6,7) 0,13 2,1(1,0-4,5) 0,048
FvW 5,3 (1,6-17,2) 0,006 4,9 (2,5-9,7) <0,001

5.11.2- Idade abaixo e acima de 35 anos

Quando o calculo do risco para trombose levou em consideracdo a idade, viu-se
que nos pacientes mais jovens o FIX deixou de conferir risco para a doenga. O mesmo
ocorreu com o FXI, quando analisado apenas os individuos acima de 35 anos. O risco
trombdtico conferido pelo FvW foi maior nos pacientes mais velhos (OR: 8,7; 1C95%: 3,6-
20,8), comparado aos mais jovens (OR: 2,5; IC95%: 1,1-5,9), com diferenga

estatisticamente significativa (p=0,04). Estes resultados estdo descritos na tabela 33.
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Tabela 33- Risco de TEV de acordo com a idade

Fator de risco OR (IC 95%)
< 35 anos pvalor > 35 anos pvalor
GS ABO 2,9 (1,5-5,7) 0,002 3,2 (1,8-5,8) <0,001
FVIII 4,3 (1,7-10,9) 0,002 6,1 (2,8-13,3) <0,001
FIX 1,6 (0,6-4,5) 0,35 2,9 (1,4-6,3) 0,006
FXI 2,8 (1,0-7,8) 0,04 1,8 (0,8-3,9) 0,13
FvwW 2,6 (1,1-5,9) 0,03 8,7 (3,7-20,8) <0,001

5.11.3- Caucasoide vesus ndo-caucasoide:

A analise do FVIII, FvW e GS ABO de acordo com o grupo étnico mostrou que

todos sdo fatores de risco para TEV em ambas as etnias. No entanto, os fatores IX e XI

somente foram relacionados ao risco trombdtico entre caucasoides (tabela 34).

Tabela 34- Risco de TEV de acordo com a etnia

Fator de risco OR (IC 95%)
Caucasoéide pvalor Nao-caucasoide pvalor
GS ABO 3,6 (1,9-6,5) <0,001 2,4 (1,2-4,7) 0,009
FVIII 7,5 (3,1-17,8) <0,001 3,8 (1,7-8,7) 0,001
FIX 3,8 (1,6-8,9) 0,002 1,3 (0,6-3,3) 0,5
FXI 2,4(1,4-5,4) 0,03 1,9 (0,7-4,9) 0,2
FvW 5,5(2,6-11,9) <0,001 4,3 (1,7-10,7) 0,002
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5.11.4- Trombose em membro inferior versus trombose em sitio ndo-usual

A andlise dos pacientes por localizagdo da trombose mostrou GS nao-O, o

FVIII e o FvW como fatores de risco para TEV em ambos os grupos. O FIX foi relacionado

ao risco da doenga apenas nos pacientes com trombose em membro inferior € o FXI apenas

nos pacientes com trombose em sitio ndo-usual (tabela 35).

Tabela 35- Risco de TVE de acordo com o sitio acometido

Membro inferior Nao-usual
OR
Pacientes controles pvalor Pacientes controles OR (IC95%) pvalor
(IC95%)
<212 1U/dl 79 115 5,5(2,8-10,8) <0,001 32 43 5,0 (1,5-16,6) 0,008
FVIII
>212 1U/dl 49 13 15 04
<172,8 1U/d1 80 116  5,8(2,9-11,6) <0,001 34 42 3,2 (1,0-9,9) 0,04
FvW
>172,8 1U/d1 48 12 13 05
<153,8 1U/d1 99 114 2,4(1,2-48) 0,01 38 43 2,5(0,7-8,9) 0,1
FIX
>153,8 1U/d1 29 14 09 04
<150,51U/dl 102 112 38 45
FXI 1,8(0,9-3,5) 0,09 5,3 (1,0-26,2) 0,04
>150,5 1U/d1 26 16 09 02
GS (0] 35 68 3,0 (1,8-5,1) <0,001 17 30 3,1(1,3-7,2) 0,008
ABO  1on0 93 60 30 17

5.12- Trombose recorrente

Em 22 (12,6%) pacientes houve TEV recorrente, sendo que 20 destes ja haviam

apresentado esta complicacdo antes da inclusdo no estudo. A recorréncia cumulativa em

cinco anos foi de 9%, segundo andlise de Kaplan-Meyer.
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A maioria do grupo (19 pacientes — 86%) apresentou apenas um episddio de
recorréncia, enquanto trés pacientes tiveram dois episodios cada um. A mediana do tempo
decorrido entre o primeiro e o segundo episodio foi de 43,7 meses (dois a 105 meses) e

entre o segundo e terceiro evento foi de 31,5 meses (21,7 a 98,6 meses).

A idade mediana destes pacientes foi de 38 anos (Min:18, Max:63 anos), sendo
que 15 (68,2%) eram do sexo feminino. Nao houve diferenca estatistica com relag@o a estas
varidveis, entre sujeitos com ou sem recorréncia. O primeiro episddio da doenga foi
espontaneo em 36,4% (8/22) e 31,4% (48/153) dos pacientes com ou sem recorréncia,

respectivamente (p=0,6).

Conforme observado nas tabelas 36 e 37, a mutacao G20210A no gene do FII
assim como niveis acima do P90 do FIX e FXI foram associados ao risco de recorréncia. O
risco conferido pelo FXI (OR:3,2 1C95%: 1,2-8,5) e FIX (OR: 5,5 1C95%: 1,9-13,2)

persistiu ap0s corre¢do para trombofilia.

Tabela 36- Risco de TEV recorrente de acordo com a trombofilia

Episédio inico Recorréncia

Fator de risco OR (IC95%)  p-valor
(n=153) (n=22)
FV Leiden 08 (5,3) 03(13,6) 2,8(0,7-11,6) 0,15
Mutagdo G20210A Gene FII 04 (2,6) 04 (18,2) 8,2 (1,9-35,6) 0,01
Deficiéncia dos inibidores naturais (PC, PS, AT) 13 (8,5) 01 (4,5) 0,5 (0,06-4,1) 1,0
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Tabela 37- Risco de TEV recorrente de acordo com GS ABO e fatores da coagulagao

Episédio anico Recorréncia
Fator de risco OR (IC 95%) p-valor
(n=153) (n=22)
o 48 04 2,0 (0,7-6,4) 0,2
GS ABO
Nao-O 105 18
<212 Ul/dl 99 12 0,9 (0,2-4,3) 0,3
FVIII
> 212 Ul/dl 54 10
< 153,7 Ul/dl 126 11 4,7 (1,8-11,9) <0,001
FIX
>153,7 Ul/dl 27 11
< 150,5 Ul/dl 127 13 3,4 (1,3-8,7) 0,02
FXI
>150,5 Ul/dl 26 09
FvW <172,8 Ul/dl 102 12 2,4 (0,7-8,1) 0,3
>172,8 Ul/dl 51 10

5.13- Determinacao dos polimorfismos no gene da LRP

casuistica do estudo caso-controle. Entretanto com algumas diferencas, pois foram
excluidos trés pacientes devido a quantidade de material insuficiente para genotipagem e

inclusos trés novos controles.

incluidas mais 188 amostras de DNA de controles normais. A tabela 38 mostra o numero de

participantes para os diferentes polimorfismos.

Para a determinacdo da prevaléncia dos polimorfismos foi utilizada a mesma

Em uma etapa posterior, para o estudo do polimorfismo D2080N, foram
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Tabela 38- Participantes do estudo molecular

Polimorfismo Pacientes Controles
éxon 14 G121C (A775P) 172 178
éxon 22 C200T 172 178
éxon 39 G52A (D2080N) 172 366

Nos individuos analisados para o polimorfismo A775P do éxon 14 ¢ C200T do
éxon 22, a idade mediana foi de 36 anos (13 - 63 anos) para os pacientes e de 35 anos (16 -
63 anos) para os controles. A maioria da casuistica era formada por mulheres, tanto no

grupo dos pacientes 122 (70,9%) quanto no dos controles 124 (69,7%).

A idade mediana dos pacientes e controles analisados para o polimorfismo de
éxon 39 foi de 36 anos (13 - 63 anos) e 32 anos (16 - 63 anos), respectivamente. A maioria

dos pacientes 122 (70,9%) e controles 294 (80,3%) eram do sexo feminino.

A prevaléncia dos polimorfimos, tanto nos pacientes como nos controles, estava
em equilibrio de Hardy-Weinberg. Nao houve diferencga na prevaléncia dos gendtipos entre

eles (tabela 39), assim como na analise realizada de acordo com o sexo.
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Tabela 39- Prevaléncia dos polimorfismos no gene da LRP em pacientes com TEV e

controles
Polimorfismo genotipo Pacientes (%) Controles (%) p-valor
AA 172 (100) 178 (100)
Exon 14 G121C (A775P) AP 0 0
PP 0 0
CcC 70 (40,7) 71 (39.,9)
) CT 74 (43) 83 (46,6) 0,8
Exon 22 (C200T)
TT 26 (15,1) 24 (13,5)
Nao analisado 02 (1,2)
DD 167 (97,1) 356 (97,3)
) DN 05 (2,9) 09 (2,5) 0,9
Exon 39 G52A (D2080N)
NN 0 0
ndo analisado 1(0,2)

Do mesmo modo, a prevaléncia dos gendtipos nao foi diferente quando a
analise dos polimorfismos foi restrita a pacientes com concentragdes elevadas de FVIII,
considerados aqueles nos quais a dosagem deste fator estava acima do limite superior de

normalidade de 150UI/dL (tabela 40).
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Tabela 40- Prevaléncia dos polimorfismos no gene da LRP em pacientes com TEV

(FVIII>150U1I/dl) e controles

Polimorfismo genotipo Pacientes (%) Controles (%) p-valor
AA 117 (100) 178 (100)
Exon 14 G121C (A775P) AP 0 0
PP 0 0
CcC 44 (37,6) 71 (39,9)
] CT 52 (44,4) 83 (46,6) 0,8
Exon 22 (C200T)
TT 19 (16,2) 24 (13,5)
nao analisado 02 (1,8)
DD 113 (96,6) 356 (97,3)
) DN 04 (3,4) 09 (2,5) 0,9
Exon 39 G52A (D2080ON)
NN 0 0
ndo analisado 1(0,2)

Nao houve influéncia do polimorfismo C200T, no éxon 22, sobre os niveis

plasmaticos de FVIII e FvW. A analise do polimorfismo no éxon 39 mostrou menores

concentragdes destes fatores em controles com o gendtipo DN (tabelas 41 e 42).
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Tabela 41- Mediana (min-max) do FVIII de acordo com os polimorfismos no gene da LRP

FVIII
Gendétipo Pacientes Controles
CC 181,8 (82,1-440,2) 127 (63,8-324,9)
Exon 22 (C200T) CT 189,1 (69,5-510,1) p=0,5 126,3 (65,6-289) p=08
TT 195,8 (86,4-309) 126,9 (60-212,3)
) DD 185,6 (69,5-510,1) 127 (60-324,9)
Exon 39 G52A (D2080N) p=0,7 p = 0,004
DN 160,5 (129,7-240) 77,4 (66,3-191,6)

Tabela 42- Mediana (min-max) do FvW de acordo com polimorfismos no gene da LRP

FvW
Genétipo Pacientes Controles
CcC 153 (50-346,5) 112,7 (46,9 - 280)
Exon 22(C200T) CT 167,3 (40,7 — 400) p=0,2 108,1 (48 —207) p=0,7
TT 146,2 (73,3 — 350,8) 99,4 (46,5-194,6)
) DD 158,5 (40,7-400) 108,4 (46,5-280)
Exon 39 G52A (D2080N) p=0,5 p=0,01
DN 121,6 (90,9-193,3) 70,2 (48-127,4
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Este estudo envolveu 175 pacientes com TEV emparelhados a controles por
sexo, idade e etnia. Algumas caracteristicas deste grupo, mesmo nio sendo alvo dos
objetivos deste trabalho, merecem ser discutidos, a fim de se conhecer o comportamento do

TEV nos individuos brasileiros.

6.1- Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes e episédios trombéticos

A trombofilia hereditdria foi encontrada em 20% dos pacientes e 7% dos
controles. As diferentes regides geogréficas e os critérios de selecdo usados sdo fatores
importantes para justificar a diferenca na prevaléncia das trombofilias hereditarias, em

diversos estudos.

Quando as trombofilias sdo analisadas separadamente, nota-se que a defici€éncia
dos anticogulantes naturais (PS, PC e AT), neste estudo foi de 9%, e € similar as
encontradas por outros estudos internacionais, realizados em populacdes caucasdides
(Mateo et al., 1997; Koster et al., 1995b; Heijboer et al., 1990) e também em estudos
nacionais (Annichino-Bizzacchi, 2003). Entretanto prevaléncias superiores, acima de 45%,

jé foram relatadas (Shen et al., 1997; Salomon et al., 1999).

O FV de Leiden foi detectado em 13 (7,4%) pacientes desta pesquisa. E uma
das menores prevaléncias ja descritas em individuos com TEV. Entre pacientes
caucasoides, a ocorréncia desta mutacdo €, em média, de 20% (De Stefano et al.,1998).
Os resultados, aqui obtidos, estdo proximos aos 4% relatados no México
(Ruiz-Arguelles et al., 1999) e superiores aos achados na Asia, onde a prevaléncia € nula

(Ho et al.,2000; Shen et al., 1997).

Outros estudos nacionais, mostram que a ocorréncia do FV de Leiden varia de 6
a 13% (Morelli, 2000; Franco et al., 1999; Annichino-Bizzacchi, 2003). Entretanto, estudo
de Arruda et al. (1995) surpreende pela alta prevaléncia de 20%, semelhante a paises
europeus. Isto se deve provavelmente, a critérios de selecdo utilizados e padrao étnico dos
sujeitos analisados, uma vez que no ultimo estudo os pacientes eram caucasdides nao

miscigenados.
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A mutacdo G20210A no gene do FII foi encontrada em oito (4,6%) dos
pacientes deste estudo. Esta mutacdo € considerada a segunda trombofilia mais comum e,
da mesma forma que o FV de Leiden, é mais prevalente entre caucaséides. Estudos
internacionais mostram prevaléncias de 6 a 18,5%, entre individuos com TEV
(Poort et al.,1996; Emmerich et al.,2001; Saloman et al.,1999). Os resultados deste estudo
estdo dentro da faixa de ocorréncia mostrada por outros grupos brasileiros, de 4 a 8%

(Arruda et al.,1997; Franco et al.,1999; Morelli, 2000).

Nesta casuistica o FV de Leiden conferiu o dobro do risco de trombose, porém
sem significAncia estatistica. A literatura relata risco que varia de trés a oito,
(Ridker et al.,1999; Emmerich et al.,2001; Rosendaal et al.,1995) No Brasil, os dados sdo
conflitantes quanto a importancia desta mutacdo no instalagdo da doenca. Enquanto o
estudo de Franco et al, (1999) mostrou um risco de trés, em outro estudo esta mutacdo nao

foi associada ao risco trombético (Morelli, 2000) .

A mutacdo G20210A no gene do FII ndo foi associada ao risco trombdtico
neste estudo. Estes dados confrontam com relatos nacionais (Arruda et al., 1997;
Franco et al., 1999 e Morelli, 2000) e internacionais (Poort et al., 1996; Emmerich et al.,
2001 e Salomon et al., 1999) sobre a questdo. No entanto, esta mutagdo nao foi
demonstrada como fator de risco para TEV em um estudo caso-controle prospectivo com

um amplo “cohort” de individuos (Ridker et al., 1999).

Nos controles deste estudo, a prevaléncia do FV de Leiden e da mutagdo
G20210A no gene do FII foi de 3,5%, cada uma, sendo proximo daquela descrita em
caucasodides (De Stefano et al., 1998; Rosendaal et al., 1998). Entretanto, a prevaléncia
destas mutacoes foi superior a relatos prévios na populacdo brasileira, e talvez este fato
motivou a auséncia de risco exercido por estas trombofilias (Arruda et al., 1995, 1997;

Franco et al., 1999)..

Deve-se considerar também que os varios critérios de exclusdo adotados neste
estudo, possa ter influenciado a baixa prevaléncia destas mutacdes nos pacientes
trombdticos. Por outro lado, apesar do grupo total de estudo ter sido emparelhado por etnia,
ndo se pode excluir, definitivamente, por razdes socio econdmicas, um maior nimero de

caucasoides entre os controles.
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Quando o total da casuistica (pacientes e controles) foram analisados por etnia
ndo houve diferenca estatistica na prevaléncia dessas mutacdes entre caucasdides e nao-
caucasoOides. Neste estudo a classificacdo de etnia foi baseada nos caracteres fisicos e
ascendéncia até terceira geracdo. Esta andlise apresenta dois fatores limitantes: o da
memoria, referente a ndo recordagdo sobre miscigenacdo nos ascendentes mais distantes, e
o viés do preconceito em assumir uma ascendéncia ndo-caucasdide. Estes resultados
expressam o alto grau de miscigenacdo da populacdo brasileira, onde a tentativa de

classificacdo fenotipica € frustrada apds averiguagdo genética.

A trombofilia hereditdria também esteve presente entre pacientes com trombose
em sitio ndo usual. A prevaléncia do total de trombofilias foi de 21%, sendo as mais
prevalentes o FV de Leiden, a mutacdo G202010A no gene do FII e a deficiéncia de PC,

cada uma contribuindo com 6%.

Hé4 na literatura escassez de dados relacionando trombofilia hereditaria e
trombose em sitio ndo usual. O estudo controlado de Bombeli et al., (2002), que analisou a
maior casuistica de pacientes com trombose em sitio incomum (260 pacientes), mostrou
uma prevaléncia de alteragdes protrombdticas em 24,5%, sendo o FV de Leiden e a

mutacao no gene do FII as mais comuns, com ocorréncia de 15% e 3%, respectivamente.

7z

O acometimento pulmonar é na maioria das vezes uma complicacdo da
trombose de membro inferior. No entanto, em até 20% dos casos a origem da embolia pode
ndo ser identificada, mesmo apds investigacdo minuciosa (Martinelli et al., 2002). Neste
estudo 12 pacientes (6,8%) apresentaram embolia pulmonar sem confirmacdo de trombose

venosa em membro inferior.

A trombose de veia porta estd muitas vezes associada a doencga
mieloproliferativa ou hepatica. Nos pacientes aqui analisados, a trombose neste sitio,
devido as caracteristicas do desenho do estudo, ndo foi secunddria a qualquer doenca de

base.
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Nesta casuistica, cerca de 60% dos episédios de TEV foram precipitados por
fatores de risco adquiridos, sendo a terapia hormonal, principalmente o ACH, a mais
comum. Estudo de Mateo et al., (1997), com pacientes consecutivos com TEV, relata taxas
de 70% de trombose secunddria a fator de risco adquirido. No grupo de estudo de Leiden o
uso do ACH foi responsavel por 70% de eventos trombdticos entre mulheres em idade

reprodutiva (Rosendaal., 1999a).

A cirurgia, a imobilizacdo e a hospitalizacdo também sdo citadas como fatores
importantes para instalacio da trombose, com uma prevaléncia de 34% no total de
individuos (Rosendaal, 1999a). No presente estudo, pela maioria da amostra ser composta
de mulheres, e em idade reprodutiva, a gravidez e puerpério (30%) e o ACH (30%)

superaram a cirurgia e a imobilizagdo (16%), como fatores precipitantes para o TEV.

Como observado, houve uma diferenca nitida nos fatores de risco adquiridos
para TEV entre os sexos, sendo mais freqiiente no feminino. Estes achados sao importantes
para explicar a maior ocorréncia de trombose entre mulheres em idade reprodutivel, uma
vez que as mesmas sdo mais expostas a fatores trombogénicos (ACH, TRH, gravidez e

puerpério), que os homens.

O primeiro episdédio de TEV, também entre pacientes com trombofilia, foi na
maioria das vezes, associado a um fator precipitante adquirido. Este achado concorda com a
literatura, que relata a presenca de um fator de risco adquirido em mais da metade dos

pacientes com trombofilia hereditaria (Martineli et al., 1998a; Mateo et al., 1998).

6.2- Fatores da coagulacao e risco de TEV: caracteristicas dos estudos pregressos
6.2.1- Método cientifico e caracteristicas da casuistica

Os estudos pregressos sobre este assunto caracterizam-se por serem na maioria
retrospectivos, casos-controle e envolverem pacientes caucasoéides inseridos no grupo de

trombofilia de Leiden - LETS.
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Fora do continente europeu ou quando analisados individuos ndo-caucaséides,
os fatores da coagulaco foram estudados em alguns grupos isolados de pesquisa. E o caso
do Canad4, onde o FVIII foi analisado em um “cohort” de pacientes com TEV, que apesar
de ser descrito como miscigenado era composto em 98% por caucasdides

(Wells et al., 2005).

Entre pacientes afro-descendentes, hd relato dos estudos sobre o fibrinogénio

nos Estados Unidos (Austin et al.,2000) e do FVIII no Reino Unido (Patel et al., 2003).

Os trabalhos sobre fatores da coagulacdo e risco de recorréncia de trombose
foram analisados no estudo austriaco AUREC (The Austrian Study on Recurrent
Venous Thrombosis), tendo como foco o FVIII (Kyrle et al, 2000) e FIX
(Weltermann et al., 2003).

O estudo que se diferencia dos demais, por utilizar metodologia prospectiva, foi
o LITE (The Longitudinal Investigation of Thromboembolism Etiology). Este estudo foi
composto por quase 20.000 pessoas, acompanhadas por um longo periodo de tempo, para
andlise de ocorréncia de TEV e sua relacio com o fibrinogénio, FVII, FVIII e FvW

(Tsai et al., 2002).

Assim, os fatores IX, X e XI e sua relacdo com o primeiro episédio trombético
foram analisados apenas em um estudo, em Leiden - Holanda. Além disso, excetuando-se o
FVIII e o fibrinogénio, todos os demais fatores foram pesquisados exclusivamente em

caucasoides.

6.2.2- Método estatistico para avaliacao do risco de TEV

O grupo de estudo que avaliou o maior nimero de fatores da coagulacdo, em
uma mesma populacdo foi o LETS. Os trabalhos publicados por este grupo avaliaram os
fatores individualmente ou em modelo de regressdo condicionado apenas para algumas
varidveis. Através dessa andlise, € dificil estabelecer se um fator se coagulagdo é realmente
um fator de risco para trombose ou meramente um reflexo de outras varidveis, também

envolvidas na fisiopatologia multifatorial do TEV.
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O modelo de selecdo “stepwise” parece ser mais apropriado para anular o efeito
de varidveis confundidoras. Neste método, dentre as varidveis consideradas importantes
para instalacdo da trombose, o programa computacional seleciona aquelas que exercem
papel independente no risco trombético. Sendo assim o “odds ratio” encontrado para um

dado fator ndo advém da correcdo para varidveis isoladas.

Um exemplo esclarecedor de tal problema pode ser dado através do estudo do
fibrinogé€nio. A primeira publicacdo sobre este fator como risco trombdtico mostrou que
niveis elevados do mesmo aumentavam o risco de TEV (Kamphuisen et al., 1999).
Van Hylckama Vlieg e Rosendaal (2003a) apds uma nova andlise destes resultados,
concluiram que o risco inferido ao fibrinogénio era na verdade reflexo de demais varidveis

protrombadticas, s6 evidenciado apds andlise simultanea das mesmas.

Vale ressaltar que a presenca do SAAF ndo foi contemplada nos estudo sobre
fatores da coagulacdo e TEV. Sdo duas as implicacdes desta anormalidade nestes estudos.
Por ser uma doenca auto-imune, a mesma pode ser a causa do aumento de fatores
susceptiveis ao processo inflamatério, como o FVIII, FvW e fibrinogénio. Por outro lado,
sendo uma trombofilia adquirida prevalente, de ocorréncia em até 15% dos pacientes com
TEV (Ginsberg et al.,1995; Simioni et al.,1996), deveria fazer parte das varidveis

protrombdticas consideradas no célculo de risco.

6.2.3- Métodos laboratoriais para determinacdo dos fatores da coagulacdo

A metodologia utilizada para a dosagem dos fatores da coagulagdo nos diversos
estudos publicados anteriormente variou conforme o fator analisado. O método
coagulométrico de um estagio foi escolhido nos trabalhos sobre FVII, fibrinogénio
(método de Clauss) e na maioria das vezes sobre o FVIIL. Por outro lado, a dosagem

antigénica foi a unica forma de avaliacdo do FIX, FX, FXI e FvW.
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Dentre os fatores avaliados como risco de TEV, o FVIII foi o Unico a ser
dosado através de trés diferente técnicas. Como a dosagem do FVIII é a mais empregada na
area de hemostasia, € a que apresenta maior nimero de estudos a respeito das técnicas
disponiveis para sua mensuracdo. Talvez por esta razdao, também, seja o fator analisado com

a maior diversidade de métodos, nos estudos de TEV.

O método coagulométrico e cromogénico sdo dois métodos de afericao
funcional do FVIII. Enquanto o primeiro baseia-se no TTPA e utiliza como substrato um
plasma deficiente no fator, no método cromogénico, a atividade funcional do FVIII é
medida por um método colorimétrico. Por sua vez, o método imunolégico quantifica a

proteina circulante, através de anticorpos dirigidos contra epitopos do FVIIL.

Trabalhos que confrontaram os dois métodos, mostraram alta correlagcdo entre
os mesmos (Tripodi e Mannucci, 1986; Chandler et al., 2003). Entretanto, o método
coagulométrico € mais susceptivel a interferéncias que podem gerar falsos resultados de
diminui¢dao do FVIII, como € o caso da presenca de um inibidor (Rosén et al., 1985), do
anticoagulante lipico ou da terapia anticoagulante (Chandler et al., 2003). Por outro lado,
ndo se pode descartar que elevacOes deste fator sejam decorrentes de uma pré-ativacao
(Rosén et al.,1985), que pode ocorrer durante a coleta ou estocagem das amostras de

plasma (Kamphuisen et al., 2001b; Legnani et al., 2004).

As técnicas também apresentam variagdes de reprodutibilidade conforme a
amostra analisada. Para niveis elevados deste fator a reprodutibilidade € maior quando
utilizado o método cromogénico (Chandler et al.,2003) e para niveis diminuidos, o melhor

método € o coagulométrico (Chandler et al., 2003; Tripodi e Mannucci, 1986).

Todas estas possiveis limitacdes do método coagulométrico foram consideradas
nas pesquisas sobre fatores da coagulagcdo e risco trombotico. Isto porque, pela primeira
vez, o estudo do FVIII focou-se na elevacdo e ndo mais nos tradicionais estados de

deficiéncia, representados pela hemofilia A e doencga de von Willebrand.
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De qualquer modo, o risco trombdtico associado a niveis aumentados de FVIII
estd bem estabelecido, independente do método empregado, coagulométrico (Koster et al.,

1995a), imunolégico (Kamphuisen et al., 2001b) ou cromogénico (Legnani et al., 2004).

O'Donnel et al. (1997) confrontaram os métodos coagulométrico e
imunoldgico, para dosagem do FVIII, em individuos com TEV e elevadas concentracdes
deste fator. Os resultados mostraram uma correlacdo significante entre os dois métodos.
Deste modo concluiu-se que o aumento do FVIII nestes pacientes € um reflexo do aumento

da proteina circulante.

6.3- Determinantes das concentracoes dos fatores da coagulacao

Levando-se em consideracdo apenas o grupo-controle, representante da
populacdo normal, observou-se que as concentragdes plasmaticas da maioria dos fatores da

coagula¢cdo ndo mudou de acordo com as varidveis pesquisadas.

Os niveis plasmaticos do FIX e FVII variaram positivamente com a idade.
Dados prévios mostraram um efeito idade-dependente ndo apenas sobre estes fatores
(Van Hylckama Vlieg et al., 2000; Balleisen et al., 1985), mas também sobre o
fibrinogénio, FVIII, FvW e FXI (Balleinsen et al., 1985; Conlan et al., 1993, Austin et al.,
2000, Meijers et al., 2000).

Como a casuistica deste estudo foi constituida principalmente por individuos
jovens, onde 70% apresentavam menos de 40 anos, isto talvez possa explicar a auséncia de
interferéncia da idade sobre os niveis da maior parte dos fatores de coagulacdo aqui

pesquisados.

Nesta populagido, o fibrinogénio e o FVII foram influenciados pelo sexo. Niveis
superiores de fibrinogénio, FVIIl e FvW ja foram observados entre mulheres, quando
comparadas aos homens (Balleisen et al., 1985; Conlan et al., 1993). Talvez o predominio
de mulheres (70%), com pequena representatividade do sexo masculino neste estudo,

explique em parte esses resultados.
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Nenhum dos fatores pesquisados teve variacdes relacionadas ao grupo étnico.
Apenas o FVIII e FvW foram analisados em outros estudos em que se considerou diferentes
etnias, observando-se concentracdes mais elevadas em negros, quando comparados a

caucasoides (Conlan et al., 1993).

O perfil predominantemente miscigenado da populacdo brasileira talvez possa
explicar a inexisténcia de diferencas nas dosagens do FVIII, FvW, assim como dos demais
fatores de coagulacdo nos diferentes grupos étnicos. Apesar de metade desta amostra ter
sido classificada como caucasdide, isto pode ndo corresponder a verdade absoluta. Um
estudo genético com brasileiros demonstrou que mesmo naqueles considerados como
caucasdides, pela cor da pele, observou até 30% de contribuicdo africana no total de DNA

mitocondrial (Alves et al., 2000).

O GS ABO mostrou-se, neste estudo, um importante determinante das
concentragdes séricas do FVIII, FvW, FIX e FXI. No entanto, para estes dois ultimos
fatores esta relag@o é na verdade uma influéncia do FVIII. A estreita relacdo entre o FVIII,
o FvW e 0 GS ABO ja € bem estabelecida, onde individuos do GS ndo-O apresentam niveis
mais elevados destes fatores, em comparacdo aqueles pertencentes ao GS O
(Souto et al., 2000). No entanto, a influéncia do GS ABO sobre os niveis de FXI, detectada

neste estudo nos individuos controles, ainda nao havia sido descrito.

Outras varidveis, nao consideradas na presente andlise, jd se mostraram
importantes como determinantes do aumento plasmatico de alguns fatores da coagulacio. O
diabetes e hipetrigliceridemia para o FVIII e o FvW; o indice de massa corpdrea para estes
fatores e também o FVII e o fibrinogénio; o tabagismo para o FVIII e o fibrinogénio; além
do hormonio sexual feminino para o FVIII, FvW, o FVII e o fibrinogénio (Balleisen et al.,

1985; Conlan et al., 1993).
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6.4- Fatores da coagulacido e TEV: avaliacao do risco

Este estudo investigou os niveis de fibrinogénio, FVII, FVIII, FIX, FX, FXI,
FvW e GS ABO como fatores de risco para TEV em uma populagdo brasileira. Esta € a
primeira pesquisa que avaliou simultaneamente estas varidveis em uma unica populagdo

miscigenada.

6.4.1- FVIIL, FvW e GSABO

O FVIII foi o fator da coagulacdo avaliado, em maior nimero de estudos, para
risco de TEV (Koster et al., 1995a; Kraaijenhagen et al., 2000; Kyrle e cols, 2000).
No entanto, em apenas um deles participaram individuos ndo-caucaséides, representado por

afro-descendentes sem qualquer miscigenacdo (Patel et al., 2003).

Como a prevaléncia das trombofilias hereditarias pode variar conforme o grupo
étnico (De Stefano et al., 1998; Rosendaal et al., 1998), o mesmo poderia ocorrer com 0s
fatores da coagulacdo. Principalmente, porque como ja discutido anteriormente, alguns
estudos demonstraram variagao na concentragio dos fatores de coagulag¢do de acordo com a

etnia.

Os pacientes deste estudo mostraram uma prevaléncia de elevacdes do FVIII e
FvW, cada um, de quase 35%. Este valor € superior aos relatados nas populacdes européias,
onde o aumento deste fator foi encontrado em até 25% dos pacientes (Koster et al., 1995a;

Kraaijenhagen et al., 2000).

Estes resultados demonstram a importancia de elevagdes destes fatores na
etiopatogenia do TEV, nestes pacientes brasileiros. A soma do total de trombofilias
classicas foi de 20%, neste grupo. O aumento do FVIII e FvW também sobressai-se, dentre
as trombofilias, mesmo quando comparado a estudos nacionais que surpreendem pelo
encontro de altas taxas destas anormalidades, como € o caso do FV de Leiden que ocorreu

em 20% dos pacientes com TEV (Arruda et al., 1995).
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Quando estes dados s@ao comparados ao cendrio internacional do estudo da
trombofilia hereditaria, vé-se que, na populacdo brasileira, a importancia epidemioldgica
destes fatores € similar ao FV de Leiden no norte europeu e a mutacdo do FII na regido

mediterranea.

Os poucos estudos sobre trombose venosa em grupos étnicos ndo-caucasoéides
mostram que a prevaléncia da doenca é similar entre caucasdides e afro-descendentes
(Patel et al., 2003). Apesar do antecedente familiar de trombose ser comum entre os
pacientes de origem afro-descendente com TEV (Dowling et al., 2002), a presenca de

trombofilia hereditiria € bem menor que nos caucaséides.

O presente estudo, neste ponto de vista, contribuiu para o conhecimento da
etiopatogenia da doenca trombdtica venosa em afro-descendentes. Os resultados
encontrados permitem adicionar fatores de risco protrombdéticos a um grupo étnico, onde a

aplicacdo de testes cldssicos de trombofilia € pouco relevante.

Os dados quantitativos (média, P90) do FVIII foram superiores aos encontrado
entre os europeus. Este fato pode ser explicado pelo perfil étnico da populacdo analisada. Ja
foi demonstrado que um dos fatores que influenciam os niveis deste fator € a etnia, pois os
afro-descendentes apresentam niveis maiores quando comparados a caucasdides
(Conlan et al., 1993). Realmente, os valores numéricos do FVIII foram similares aos

descritos em afro-descendente (Patel et al., 2003).

O valor de corte considerado neste estudo, 212 Ul/dL foi o P90 determinado
nos controles. Este valor € superior ao considerado pelo grupo de Leiden, que foi de
150UI/dL. Caso este valor tivesse sido aplicado aos individuos brasileiro, 30% do grupo-
controle e 70% do grupo de pacientes seriam considerados portadores de elevacdes deste

fator.

A determina¢do de um ponto de corte t€ém importantes repercussdes na prética
clinica. Para definir o FVIII como fator de risco para TEV, é necessario estabelecer um
valor de referéncia, com um acurado limite superior de normalidade. Como previamente

ressaltado por Wells et al. (2005), o melhor ponto de corte para o FVIII deve ser

Discussdo

145



padronizado para cada populacdo, levando-se em considera¢do varidveis que influenciam
os niveis deste fator como idade, sexo e etnia. Estes cuidados evitam o erro de classificar

falsamente um individuo carreador de uma trombofilia.

Neste trabalho tomou-se o cuidado na definicdo de um limite superior de
normalidade, calculado pela dosagem do fator na populacdo sauddvel da mesma area
geografica dos pacientes pesquisados. Como o presente estudo tem um perfil
epidemioldgico, objetivando determinar varidveis de risco trombotico, a utilizacdo do P90

parece representar um bom ponto de corte.

Entretanto, para fins clinicos, com o objetivo de determinar decisdes
terapéuticas, talvez o uso do P90, por incluir 10% dos sujeitos sauddveis como portadores
de uma anomalia, ndo seja o mais adequado, pois inclui mais que o valor padronizado de
2,5% da populacdo normal. Nesta situagdo, valores de corte com mais alta especificidade
sdao requeridos. Um estudo que objetivou tragar um valor de corte para uso clinico
encontrou um valor elevado (270 UI/dL), com especificidade de 95% (Wells et al., 2005).
Para os autores esta seria a melhor forma de identificar pacientes com o fator de risco, com

baixo indice de falso positivo.

Na andlise univariada, o risco de TEV associado a elevacdes do FVIII e FvW
ocorreu independente do sexo, idade e etnia. Um aumento proporcional do risco foi
observado para acréscimos nas concentracdes destes fatores, o que configurou um efeito

dose-dependente.

O risco de TEV para cada um dos fatores acima do P90 foi cinco vezes maior,
quando comparado a niveis abaixo desse valor. O fato dos vérios estudos utilizarem pontos
de cortes diferentes para cdlculo de risco, torna dificil a comparacdo dos resultados.
No estudo LETS foram considerados dois pontos de cortes para calculo de risco. O risco
associado ao FVIII e FvW excedendo 150 Ul/dl foi cinco e seis vezes maior que 0s niveis

abaixo de 100 Ul/dl, respectivamente (Koster et al., 1995a).
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Na andlise de pacientes afro-descendentes, que usou critério de corte
semelhante ao presente estudo, o risco trombdtico conferido pelo FVIII foi de quatro
(Patel et al., 2003). No unico trabalho prospectivo, o risco conferido foi de cinco para o
FVII e de 10 para o FvW. Os niveis de comparagdo superior e inferior foram,

respectivamente, P95 e P25 (Tsai et al., 2002).

Conforme descrito por outros autores, o aumento das concentragdes de FVIII
nao foi secunddrio a uma reacdo de fase aguda. Individuos com elevagdes da PCR e FVIII
foram submetidos a uma nova coleta e somente inclusos no estudo ap6s normalizagdo deste
marcador. Os niveis de PCR foram similares em pacientes e controles e nio foi observada

correlagdo entre os niveis dos fatores com este marcador inflamatério.

Da mesma forma, o aumento do FVIII e FvW ndo parece ser decorrente do
processo pos-trombdtico. Respeitou-se um tempo minimo de seis meses apds a trombose
para a coleta do sangue, além de ndo ter havido diferenca estatistica nas concentracoes

destes fatores em diferentes periodos pds-trombéticos.

E importante mencionar que pacientes e controles com doencas, estados
fisiolégicos e uso de drogas relacionadas a um aumento desses fatores no plasma foram

excluidos deste estudo.

Nao € possivel afirmar, com certeza, que a alta prevaléncia de niveis elevados
do FVIII ndo possa ser decorrente do método escolhido para dosagem dos fatores. Como ja
descrito, o0 método coagulométrico € susceptivel a inimeros interferentes que levariam a
falsos aumentos na dosagem. Para atenuar a possibilidade de tais erros foram excluidos
pacientes em uso de terapia anticoagulante ou com SAAF, assim como foram empregadas

técnicas adequadas de coleta e armazenamento.

Na analise individual das varidveis, o GS ndo-O em rela¢do ao O conferiu o
triplo do risco de trombose. O risco permaneceu, independente do sexo, idade ou etnia.
A associagdo entre risco trombético e GS ABO j4 havia sido aventado ha décadas
(Talbot et al., 1970). Entretanto, eram desconhecidos os mecanismos envolvidos nessa

associacao.
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Nesta andlise, apds ajuste simultaneo das trés varidveis, apesar de diminuido, o
risco persistiu para o FVIII (OR: 3,0 IC95%: 1,6-5,7), o FvW (OR: 2,9 I1C95%: 1,5-5,5) e o
GS nao-0 (OR:2,2 IC95%: 1,4-3,6). Uma interpretacdo para tal fato € que estes fatores da
coagulacdo e 0 GS ABO agem em sinergismo na instalacdo do TEV. No entanto, a acdo
individual dos mesmos € suficiente para caracterizar cada uma destas como varidveis

independentes no risco trombdtico.

A literatura € controversa sobre o papel do GS ABO e FvW no risco
trombdético. No estudo LETS o risco conferido por estes, na andlise univariada, desapareceu
ap6s corre¢do simultdnea dos trés elementos. Os autores sugeriram que apesar da
participacdo do FvW e GS ABO, a via final que efetua a trombogénese é o FVIII
(Koster et al., 1995a).

Por outro lado, durante o seguimento prospectivo de um amplo “cohort” de
sujeitos sauddveis o FVIII e o FvW emergiram como fatores de risco independentes para o

TEV (Tsai et al., 2002).

Os resultados encontrados, no presente estudo, levantam uma questao de quais
seriam os mecanismos pelos quais o FVIII, o FvW e o GS ABO agiriam no maior risco de

trombose venosa.

O FVIII é uma proteina primordial no processo da coagulacdo por atuar como
co-fator do FIX para ativagdo do FX e subseqiiente formagdo de trombina e fibrina.
Sob esta otica o FVIII levaria um estado protrombdtico através da ativagdo da cascata da

coagulacdo.

O estudo de O Donnell et al. (2001) confirmou esta hipdtese ao encontrar niveis
elevados de fragmento,,, da protrombina e complexo trombina-AT, que sao marcadores de

geracdo de trombina, em mais de 75% de pacientes trombdticos com elevacdes do FVIIIL.

Uma outra explicagdo seria que niveis elevados do FVIII induziriam menor
resposta a PCA. Esta especulacdo provém de um estudo, que mostrou uma reducao de 50%
do risco trombdtico apds ajuste para a presenca de resisténcia a PCA na auséncia do FV de
Leiden (Kamphuisen et al., 2001a). Além disso, a andlise de mulheres menopausadas
mostrou alta prevaléncia de resisténcia a PCA atribuida ao aumento do FVIII

(Marcucci et al., 1999).
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O FvW € uma glicoproteina plasmdtica sintetizada e armazenada
principalmente no endotélio vascular, mas também nos megacariocitos. Ele media a adesao

plaquetaria ao endotélio vascular, além de agir na agregacdo plaquetdria (Vlot et al., 1998).

Na literatura, o FvW estd associado principalmente com a génese da trombose
arterial (Martinelli et al., 2005). E sabido que ocorre aumento dos niveis deste fator nas
grandes artérias com estenose devido a presenca de placa de ateroma. Neste contexto, a
inclusdo do FvW na fisiopatologia da trombose arterial é assertiva, uma vez que 0 mesmo
assume papel importante na hemostasia primadria e as plaquetas t€ém uma papel relevante na

formacgdo do trombo arterial.

Considerando que os mecanismos hemostédticos sdo inter-relacionados, estas
afirmacdes podem ser extrapoladas para a trombose venosa. A hipdtese seria que o
hiperfuncionamento do sistema hemostitico primdrio, representado por elevagdes deste
fator, repercutiria na hemostasia secunddria, através de uma ativacdo mais potente da

cascata da coagulagdo pelas plaquetas e formagao do codgulo de fibrina.

Esta suposi¢do € corroborada por um estudo que demonstrou maior deposicao
de FvW subendotelial como um dos responsaveis pelo potencial trombogénico aumentado

das veias em relacdo as artérias (Cho e Ouriel, 1995).

7

Aliado a isso, o complexo FVIII-FVYW ¢ importante para estabilizacio
plasmaética dos niveis de FVIIIL. Na auséncia do FvW a meia vida do FVIII diminui e a ac¢do
exercida pelo mesmo é comprometida. E o caso da ineficiéncia terapéutica do concentrado
de FVIII sem FvW, na doenga de von Willebrand (Vlot et al., 1998). Sob este prisma pode-
se imaginar que niveis elevados do FVIII teriam um efeito maior na trombogénese com

aumento também dos niveis do FvW.

Os mecanismo pelos quais o GS ABO atua no risco trombdtico, parece
envolver os antigenos ABO (H), onde o alelo H € protetor e o alelo Al € predisponente para

a doenca.
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A andlise molecular de um estudo caso-controle com pacientes com TEV
demonstrou a existéncia de dois grupos, um com baixo risco (OO, A201) caracterizado por
excesso de antigeno H e outro, com alto risco (Al1Al, AIB, A1O1, BO1) onde este

antigeno € escasso (Scleef et al., 2004).

De fato, quando analisados os fenétipos nao-O, observa-se que a atividade
plasmaética da enzima glicosil-transferase A, responsavel em converter o antigeno H em A,

€ menor em sujeitos com o genotipo A201 (O’Donnel et al., 2002).

Posteriormente, Morelli et al. (2005) refor¢aram esta hipétese ao descrever que
os gendtipos nao-O0 conferiram o dobro do risco trombético quando comparados aos
gendtipos O0. As excecgdes foram os gendtipos homozigoto A2 e combinagdes A20, que
nao mostraram relacdo com a doenca. Por outro lado, foi demonstrado que o responsével

pelo maior risco de TEV associado ao GS ndo-O era o alelo Al (Tirado et al., 2005).

Também deve ser enfatizado que os antigenos ABO além de expressos no FvW,
também sdo expressos nas hemdcias, plaquetas e endotélio vascular. A acao do GS ABO na
agregacao plaquetdria, hemossedimentacdo talvez possa influenciar no processo de

trombogénese.

Frente a estes resultados, que mostram uma forte associacao do FVIII com risco
trombético, aliado a outros estudos que relataram dados semelhantes, inclusive
prospectivamente, além do efeito dose dependente, pode-se inferir uma relaciao causal do

FVIII no risco de TEV.

Se realmente a associag@o entre FVIII e TEV € causal, estima-se que 30% dos
episddios trombdéticos na populacdo analisada podem ser atribuidos a elevacdes deste fator.
Este valor € superior ao encontrado em pacientes caucaséides, onde o FVIII contribuiu em

cerca de 16% do total de eventos da doenga (Rosendaal, 2000).
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6.4.2- Fibrinogénio

No presente estudo o fibrinogénio ndo foi relacionado ao risco de TEV
(OR: 1,3 IC95%: 0,6-2,6). Ha relato de quatro estudos casos-controle sobre a associa¢ao

entre fibrinogénio e risco de TEV, com resultados discrepantes.

No LETS, com um “cohort” formado por 474 individuos com TEV,
pacientes com concentragdes de fibrinogénio acima de 5g/L apresentaram um risco quatro
vezes maior de trombose, quando comparados aqueles com niveis abaixo de 3g/L

(Kamphuisen et al., 1999).

A anélise subseqiiente desta casuistica por Van Hylckama Vlieg e Rosendaal
(2003a), tendo como ponto de corte o P95 (4,5g/L), mostrou um risco de TEV de
aproximadamente trés. O ajuste para a mutagdo G20210A no gene do FII, FV de Leiden,
PCR e elevacdoes de FVIII, FIX e FXI, levou ao desaparecimento desse risco

(OR: 1,5 ; IC95%: 0,8-3,0).

Os resultados encontrados neste estudo sdo similares aos de Austin et al.
(2000), tnico dentre os estudos pregressos a avaliar um pequeno grupo de pacientes nao
caucasoides (negros). Este fator também nao predispds a TEV em uma andlise prospectiva

(Tsai et al., 2002).

E importante que os resultados advindos deste estudo com pacientes brasileiros,
sejam analisados com ressalva. O tamanho amostral requerido de 500 doentes ndo foi
alcancado, nao sendo possivel excluir definitivamente o papel do fibrinogénio sobre o risco

trombdético.

O fator que pode explicar as diferencas entre o presente estudo e o de Leiden
talvez seja a idade. A idade média no grupo brasileiro foi de 35 anos, comparado a 45 anos
no grupo holandés. E reconhecido que as concentragdes deste fator aumentam com a idade
(Austim et al., 2000), sendo maior naqueles acima de 45 anos (Van Hylckama Vlieg e

Rosendaal, 2003a).
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De fato, quando os pacientes de Leiden foram estratificados por faixas etérias, o
risco desapareceu entre os jovens, ficando restrito a pacientes acima de 45 anos
(Van Hylckama Vlieg e Rosendaal, 2003a). Da mesma forma ndo foi demonstrado risco
trombético associado a elevagdes deste fator entre mulheres abaixo de 49 anos

(Van Hylckama Vlieg e Rosendaal, 2003b).

Estes achados levaram estes autores a hipdtese de que o risco trombdtico
conferido pelo fibrinogénio seria reflexo de outros fatores de riscos incorporados ao longo

dos anos.

Como descrito na maioria dos trabalhos sobre a questdo, o fibrinogénio ndo foi
fator de risco importante para TEV. Dentre os estudos que demonstraram esta associacao a

andlise simultinea de varidveis protrombdticas tornou o risco irrelevante.

6.4.3- FVIl e FX

Neste trabalho o FVII (OR: 1,6; IC95%: 0,8-3,1) e o FX (OR: 1,2; IC95%:

0,6-2,4) ndo foram relacionados ao risco de TEV.

O FVII foi investigado em relacdo ao risco de TEV em dois trabalhos.
Koster et al., (1994) analisaram os primeiros 199 pacientes da casuistica de Leiden e,
semelhante aos resultados do presente estudo, niveis elevados deste fator ndo foram

relacionados ao risco de trombose.

Por outro lado, o FVII foi referido como fator de risco tromboético entre
individuos com niveis acima do P95 (OR: 3,5; IC95%: 1,8-6,7), quando comparados
aqueles abaixo do P25. Apds andlise multivariada, o risco apesar de reduzido

(OR: 2,4; IC95%: 1,2-4,8), persistiu (Tsai et al., 2002).

O fato da unica varidvel considerada no ajuste do risco conferido pelo FVII ter
sido o FVIII, pode ter contribuido para obtencdo destes resultados. Fatores de risco bem
estabelecidos para a trombose, como a mutacdo G202010A no gene do FII e o FV de

Leiden, ndo foram mencionados (Tsai et al., 2000).

Discussdo

152



Evidéncias prévias da relagdo entre o FX e TEV provém de um unico estudo
com 474 pacientes do LETS. O FX acima do P90 (126 U/dl) conferiu um pequeno risco,
que desapareceu apds ajuste para os demais fatores dependentes da vitamina K

(de Visser et al., 2001).

6.4.4- FIX e FXI

Entre os pacientes brasileiros deste estudo, os niveis plasméticos de FIX e FXI
acima de 150 Ul/dl foram relacionados ao dobro do risco trombético, quando comparados a

valores inferiores. Contudo, houve desaparecimento do risco na andlise multivariada.

Estes fatores apresentaram comportamentos distintos quando analisados em
subgrupos da populagdo. O FXI e FIX sé foram relacionados ao risco trombotico entre
individuos abaixo e acima de 35 anos, respectivamente. Da mesma forma, o FXI somente
conferiu risco no sexo feminino. Estes resultados foram interpretados como acaso, ja que a

separacao da casuistica em dois grupos reduziu o poder da amostra.

A andlise onde cada uma das varidveis foram ajustadas para estes fatores
individualmente, mostrou que o risco desapareceu com a inclusdo do FVIII no modelo de
regressdo. Isto sugere que o efeito do FIX e FXI no risco trombdtico € na verdade um

reflexo do aumento do FVIIL.

O resultado acima descrito pode ser justificado pela correlacdo positiva
encontrada entre os niveis do FVIII, FIX e FXI. A ligacdo entre eles seria o GS ABO que,
neste estudo, também foi determinante das concentragdes destes fatores. Individuos do GS
ndo-O apresentaram maiores concentracdes destes fatores, comparados aos do GS O.

Contudo, esta influencia, foi secundario ao FVIII.

Como visto, nos individuos controles deste estudo, este é o primeiro relato do
GS ABO como determinante das concentragdes do FXI. Por outro lado ndo é sabido os
mecanismos pelos quais o FXI teria influéncia do GS ABO, o que ndo afasta a hipdtese de

um achado ao acaso.
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Apesar do FIX e FXI nao serem fatores de risco independentes para TEV, os
achados da anédlise combinada destes fatores com o FVIII, GS ndo-O e FvW sugeriram que
os mesmos potencializaram a acdo das varidveis independentes No entanto, esta conclusao
ndo € definitiva, pois apesar de um risco superior ter sido visto com a associacdo destas
varidveis, quando comparado a a¢do individual das mesmas, o IC (95%) foi amplo, com

superposi¢ao numérica entre 0S mesmos.

A avaliagdo do risco de trombose representado por estes fatores, de acordo com
diferentes quartis demonstrou que apenas o FXI exerceu um efeito dose-dependente.
Portanto, mesmo que na andlise multivariada o FXI ndo seja um fator de risco
independente, talvez contribua para o risco trombdtico, principalmente quando em niveis

mais elevados.

Estudos prévios, envolvendo o FIX, FXI e o risco de primeiro evento
trombdtico, foram realizados exclusivamente pelo grupo de Leiden. O ponto de corte foi o

P90, dosado em controles e o método usado para a dosagem dos fatores foi o imunolégico.

No estudo sobre o FIX, os niveis acima de 129 U/dl foram considerados fatores
de risco para TEV tanto na andlise univariada (OR:2,8; IC95%: 1,9-4,3) como apds ajuste
para outras varidveis, incluindo o FVIII (Van Hylckama Vlieg et al., 2000). E importante
mencionar algumas caracteristicas deste estudo que podem justificar achados diferentes do

presente estudo.

Em primeiro lugar, a andlise multivariada foi realizada por um modelo de
regressdo condicionado para determinadas varidveis, individualmente. Outras varidveis
como GS ABO e FvW, que como ja demonstrado, podem assumir papéis relevantes no

risco de TEV, nao foram incluidas no modelo.

O método funcional, utilizado neste trabalho, pode suscitar dividas sobre o
resultado, jd& que como descrito anteriomente ele pode ndo ser a representacdo fiel da
proteina do fator. Para tal, a técnica imunoldgica € mais fidedigna. Esta divida sé poderia
ser solucionada com estudo no qual os dois métodos fossem confrontados, da mesma forma

que foi feito com o FVIIL
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Outro aspecto a ser comentado refere-se ao ponto de corte do estudo holandés,
de 129 U/dL, que corresponderia ao P75 na nossa populacdo saudavel. Caso este percentil
tivesse sido considerado neste estudo, o FIX seria considerado um fator de risco para TEV,
tanto na andlise univariada (OR: 3,3; IC95%: 2,0-54) como na multivariada
(OR: 2,1; IC95%: 1,3-3,6). Isto mostra a importancia de se determinar os valores de

normalidade em cada populagdo para a andlise de risco.

Meijers et al. (2000) descreveram o FXI, acima de 120,8%, como fator de risco
para TEV (OR: 2,2; IC95%: 1,5-3,2). Foi realizado ajuste simultidneo com outras varidveis
protrombdticas, tendo o risco permanecido (OR: 1,9; IC95%: 1,3-2,9). No entanto o FIX,

FvW e GS ABO nao foram considerados na analise.

Uma justificativa para o presente estudo, diferente do Lets, falir em mostrar o
FIX e FXI como fator de risco independente para TEV pode estar na populacdo analisada.
As caracteristicas da casuistica de ambos os estudos sdo similares com relagdo ao sexo,
freqiiéncia de fatores de risco adquiridos ou trombofilia. Sendo assim a. idade mais jovem e

a etnia miscigenada dos pacientes desta pesquisa pode ter influenciado os resultados

O modelo que rege o risco trombdético € idade dependente onde o potencial de
se ter doenca aumenta com a incorporagdo de fatores de risco no decorrer da
vida.(Rosendaal, 1999b). Além do que, como mostrado neste estudo, a separacdo em etnias

anulou o risco exercido por estes fatores, entre pacientes nao-caucasoéides.

E importante ressaltar que o tamanho desta casuistica, apesar de ter seguido o
célculo amostral, foi bem inferior aos mais de 400 pacientes inclusos no estudo de Leiden.
Como visto neste e outros trabalhos, as concentracdes séricas do FVIII, FIX e FXI sao
interrelacionadas, podendo assim ser dificil separar o efeito isolado de cada uma das
varidveis no processo de trombogénese. Sob este prisma talvez um maior nimero de

sujeitos seja capaz de revelar o efeito independente do FIX e FXI no risco trombético.

Desconsiderando alguns interferentes que possam colocar em dudvida os
achados deste estudo, pode-se concluir que o FIX e FXI nao assumiram papel importante
no risco trombotico nos pacientes brasileiros. Uma vez que o risco ndo se manteve apos

confronto com outras varidveis protrombdticas, especialmente o FVIIL.
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Entretanto, como explicar que apenas o FVIII esteja associado ao risco
trombdtico, ja que a formacdo do codgulo de fibrina € conseqiiéncia da intera¢do dinamica

entre todos os fatores da coagulacao?

A trombina desempenha papel central na cascata da coagulacdo, pois além de
participar da fase final da formagao do codgulo, também atua na via intrinseca pela ativacao
do FXI e subseqiientemente FIX e FVIII. Por estas razdes, a gera¢do de trombina é um bom
reflexo do potencial da coagulagdo, sendo por esta razdo utilizada para estudo da cinética
dos fatores da coagulacdo e, também, para demonstrar a hipercoagulabilidade gerada por

uma determinada trombofilia (Spronk et al., 2003).

Ainda que ndo seja o Unico mecanismo, talvez o efeito exercido pelo aumento

dos fatores da coagulacdo no risco trombético ocorra pela maior geracdo de trombina.

O estudo de Butenas et al. (1999) ajuda a responder a questdo acima.
Estes autores mostraram, em modelo artificial de coagulacdo, os efeitos de concentragdes
elevadas dos fatores da coagulacdo sobre a geracdo de trombina. Apenas o aumento do
fator II, em maior grau e, do FVIII, em menor grau, promoveram maior formacio de

trombina.

E provdvel que, se extrapolar o resultado desse estudo experimental, com todas
as restrigdes implicitas, para os pacientes com TEV, poder-se-4 compreender as diferencas
encontradas no risco trombdtico relacionado ao aumento dos fatores de coagulacdo

analisados no presente estudo.

6.5- Fatores da coagulacio e trombose em sitio nao usual

O GS ABO, FvW, FVIII e o FXI foram associados a um aumento do risco
trombético em pacientes com doenga em sitio ndo-usual. Antes de discutir estes achados é
importante real¢car que a trombose em sitio incomum foi representada por vdrias patologias.
Sendo assim, a conclusdo desta andlise pode ser simplista e ndo espelhar o real

comportamento da oclusdo venosa extra membro inferior.
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O aumento do FXI apenas foi considerado fator de risco para TEV nos
pacientes com trombose em sitio ndo-usual, enquanto o FIX apenas esteve associado a
doenca em membro inferior. Contudo, estes resultados devem ser analisados com cuidado,
J4 que a separagdo da casuistica em dois grupos, gerou redug¢do no poder estatistico pela

diminui¢do do tamanho amostral.

Pelo que se conhece até o momento, este é o primeiro estudo controlado que
estudou a relagdo entre fatores da coagulagdo e risco trombotico através de andlise isolada

de um grupo de pacientes com trombose em sitio incomum.

Elevacoes das concentragdes de FVIII foi a dnica trombofilia encontrada em
dois relatos de casos de trombose de veia porta (Brandenburg et al., 2001; Julapalli et al.,
2003). Em uma série de casos de trombose cerebral o FVIII foi a desordem da coagulacdo

mais freqiiente, ocorrendo em metade dos pacientes analisados (Cakmak et al., 2003).

O FVIII e FvW foram testados para o risco da doenga em pacientes com
trombose de veia de retina, ndo sendo detectado diferencas estatisticas nas concentragdes

dos mesmos entre pacientes e controles (Boyd et al., 2001).

A prevaléncia de fatores de risco hereditarios e adquiridos na trombose em sitio
nao usual diverge da trombose em membro inferior (Martinelli, 2002). Talvez isto também
possa ser aplicado ao aumento dos fatores de coagulacdo e justificar os resultados aqui

encontrados.

6.6- Trombose recorrente

A taxa cumulativa de recorréncia foi de 9% em cinco anos, segundo curva de
Kaplan-Meyer. Esse resultado foi inferior quando comparado a dados de outros estudos,
nos quais as taxas foram de 12% a 25% em cinco anos (Christiansen et al., 2005; Prandoni

et al., 1996).
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O fato de terem sido excluidos os pacientes com situagdes clinicas associadas a
um alto risco de recorréncia, como SAAF e cancer, poderia explicar em parte a menor taxa
de recorréncia observada neste estudo. Além disso, a maioria dos participantes do estudo
(70%) tiveram seu primeiro episddio tromboético desencadeado por um fator de risco

adquirido e isto estd associado a um decréscimo na recorréncia.

Neste trabalho, ndo houve qualquer fator clinico que possa ter predisposto ao
risco de recorréncia. A literatura relata entre os fatores de risco para um segundo evento
trombético o sexo masculino, o uso de pilula contraceptiva (Christiansen et al., 2005) e

evento prévio espontaneo (Baglin et al., 2003).

A presenca da mutacdo G20210A no gene do FII foi a unica trombofilia
demonstrada como fator de risco para recorréncia. Sao controversos os trabalhos da
literatura sobre trombofilia e risco de recorréncia. Apesar desta mutacdo ja ter sido
associada ao risco de recorréncia (Simioni et al., 2000), a deficié€ncia dos inibidores da
coagulacao (Prandoni et al.,1996), a homozigose para FV de Leiden (Emmmerick et al.,
1997), e a associacdo de trombofilias (De Stefano et al., 1999; Meinardi et al., 2002)

parecem ser as situacdes que mais estdo relacionadas a episddios recorrentes de trombose.

Na populacdo analisada, o FVIII ndo conferiu maior risco de recorréncia. Estes
resultados divergem de dois estudos prospectivos (Kyrle et al., 2000; Legnani et al., 2004) e
um retrospectivo (Kraaijenhagen et al., 2000) que mostraram niveis elevados deste fator

relacionados ao risco desta complicagao.

Os pacientes brasileiros deste estudo com FIX e FXI, acima do P90,
apresentaram um risco quatro e trés vezes maior de recorréncia, respectivamente. Apods
ajuste para trombofilia o risco persistiu, indicando que o risco de recorréncia nao é

decorrente da coexisténcia de outros fatores genéticos.

Achados semelhantes aos deste trabalho, foram descritos pelo grupo austriaco
AUREC. Em uma anélise prospectiva, os pacientes com FIX acima do P90 apés o primeiro
episddio  trombdtico, apresentaram trés vezes mais risco de recorréncia

(Weltermann et al., 2003).
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Como descrito anteriormente, a reformulacdo do modelo de coagulagdo na
década de 90, veio realcar o papel do FXI na coagulacdo sanguinea, por sua importancia
tanto na geracdo secunddria de trombina e estabilizacdo do codgulo, assim como na

ativacdo do TAFI e inibi¢do da fibrindlise.

Recentemente foi descrito uma interagdo entre o sistema fibrinolitico e a
cascata da coagulacdo, com repercussao na recorréncia da trombose venosa. O aumento das
concentracoes de TAFI entre pacientes apds o primeiro evento trombdtico, associado a
elevagdes dos fatores IX e XI conferiram risco de um segundo episédio de trombose.
E interessante frisar que o risco s6 foi visto com o aumento concomitante do TAFI e tais

fatores (Eichinger et al., 2004).

Desta maneira, a ativagdo continuada e exacerbada do FIX e FXI talvez possa
favorecer uma maior geragdo de TAFI e conseqiiente instalagdo de uma nova trombose.

Esta seria uma explicacao para justificar o papel destes fatores na recorréncia.

A presenca de doenca trombdtica residual, apds o tratamento para trombose, é
reconhecidamente um  importante fator de risco para TEV  recorrente
(Prandoni, 2003/2004). Além disso, o estudo de Bank et al. (2003/04) mostrou alguns
estados protromboticos, incluindo a mutacdo G20210A no gene do FII, associados a um
maior risco de trombo residual. A partir destes achados poder-se-ia fazer uma hipétese de
que o aumento das concentragdes dos fatores da coagulagdo, culminaria em um estado de

hipercoagulabilidade mantido, que impediria a recanalizacao do trombo.

Os resultados desta pesquisa divergem do LETS, no qual ndo houve relacio
entre varidveis protromboticas, inclusive fatores da coagulacdo (FVIII, FIX, FXI), e o risco
de recorréncia. Fatores clinicos como sexo masculino, auséncia de fatores precipitantes
adquiridos no primeiro episodio foram mais importantes como preditivos de um segundo

evento trombético (Christiansen et al., 2005).

Os estudos sobre fatores da coagulacdo e risco de retrombose apresentam
resultados conflitantes, que podem advir do desenho do estudo e critérios de selecao dos
pacientes. O estudo AUREC, diferente do LETS, excluiu individuos com algumas
trombofilias e a presenca de eventos precipitantes adquiridos, além de um menor tempo de

acompanhamento dos pacientes.
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O TEV por ter etiologia multifatorial necessita de um combinacdo de fatores de
risco que, ao se somarem, devem desencadear o episddio trombdtico individual. Sendo
assim, € provdvel que discrepancias no papel dos fatores da coagulacio em predispor
recorréncia seja devido a complexa interacdo de fatores de risco genéticos e adquiridos, que

apresenta uma certo grau de variagdo em cada individuo.

6.7- Avaliacao dos polimorfismos no gene da LRP

O presente estudo analisou trés polimorfismos no gene LRP, C200T, A775P e,
D2080ON. Este é o primeiro estudo que avaliou estes polimorfismos em pacientes com

TEV.

O estudo de Schambeck et al. (2004) ajudou a esclarecer os mecanismos
envolvidos no aumento do FVIII na trombose venosa. Os pacientes com trombose
apresentavam diminuicdo da fragdo livre do FVIII, sugerindo que a alteracdo no clearance

deste fator poderia estar envolvida na fisiopatologia do aumento de FVIIl e TEV.

7z

A LRP, at¢ o momento, € considerado a unica molécula associada ao
catabolismo do FVIII. Sendo assim, optou-se por investigar polimorfismos no gene

codificador deste receptor e sua relagdo com os niveis de FVIII e risco de TEV.

Nesta populacdo, o polimorfismo A775P ndo foi detectado em nenhum dos
pacientes ou controles, e o polimorfismo D2080N foi detectado em heterozigose apenas em

3% em cada um dos grupos.

Estes achados sdo concordantes com a literatura que, desde a primeira descri¢dao
destes polimorfismos, mostrou que 0os mesmos sao pouco prevalentes, ao redor de 2% para
ambos (Van Leuven et al., 1998). Em andlise posterior, a prevaléncia de heterozigotos para
os polimorfismos A775P e D2080N foi 0,7% e 4%, respectivamente
(Pocatikorn et al., 2003).
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Pelo fato da LRP estar relacionada ao metabolismo lipidico, a grande maioria
dos estudos que avaliou este gene teve como alvo portadores de doengas desta natureza.
Sendo assim torna-se dificil comparar os resultados dos estudos pregressos com este, que
nao envolve sujeitos com este tipo de patologia.

Um estudo caso-controle de Pocathikorn et al. (2003), restrito a caucasoides,
mostrou prevaléncias destes polimorfismos, entre pessoas sauddveis, similares aos desta
pesquisa (nula para o genétipo AP e de 3% para o DN). Estes achados sugerem que estes
polimorfismos sao raros independente da etnia, uma vez que a populacdo aqui analisada foi
miscigenada.

O polimorfismo C200T foi comum, com uma ocorréncia de cerca de 45% para
o estado heterozigoto e 15% para o homozigoto T. Este polimorfismo, assim como os
demais estudados, ndo mostrou diferenga na freqiiéncia alélica ou genotipica entre
pacientes e controles. Deste modo, ndo pdode ser demonstrado qualquer associagdo dos trés
polimorfismos com o TEV.

Dois dos polimorfismos aqui analisados, ja foram estudados por outros autores
na doencga coronariana arterial: o C200T (éxon 22) e o A775P (éxonl4). Em um destes
trabalhos houve uma maior freqiiéncia do gendtipo AP nos pacientes em comparacdo aos
controles normais (p=0,03). Entretanto, devido a baixa freqiiéncia deste gendtipo ndo foi
possivel atribuir a ele um papel na doenga. Com relagdo ao outro polimorfismo, o alelo C
foi significantemente mais freqiiente nos doentes, sendo o gendtipo CC associado
positivamente ao risco de coronariopatia (OR:1,5; I1C95%: 1,2-1,8; p=0,001)
(Pocathikorn et al., 2003).

E importante ressaltar que apesar do papel do receptor LRP, com o
metabolismo lipidico, ndo foi encontrado qualquer associacio consistente de polimorfismos
neste gene com o perfil lipidico sérico (Harris et al., 1998; Benes et al., 2001). Uma vez que
niveis elevados de FVIII também foram descritos como fatores de risco para coronariopatia
(Meade et al., 1993), poderia haver alguma relacdo entre esses polimorfismos e a ligacdo do
receptor com o FVIII. Entretanto, os resultados aqui descritos ndo favorecem essa hipétese,
uma vez que ndo houve diferenga na prevaléncia dos genétipos entre os pacientes com TEV
e os controles. Talvez o tamanho da amostra tenha influenciado, uma vez que o estudo

prévio analisou cerca 600 casos e 700 controles.
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A investigacdo da relacdo dos polimorfismos no gene da LRP com a
concentracao plasmatica do FVIII e FvW ndo mostrou nenhuma associagdo com o
polimorfismo C200T. A anélise do polimorfismo A775P ndo pdde ser realizada devido a

sua auséncia tanto nos pacientes como nos controles.

Em contrapartida o polimorfismo D2080ON mostrou uma certa influéncia sobre
o FVIII e o FvW. O gendtipo DN foi associado a menores concentracdes destes fatores, nos
controles. Estudo prévio de Morange et al. (2004), que avaliou 400 individuos saudaveis,
mostrou menores concentragdes plasmdticas destes fatores, entre sujeitos com 0 mesmo

gendtipo.

E importante ressaltar que, entre os pacientes com TEV, nio foi demonstrado
associacao do alelo N com estes fenotipos. Talvez, uma possivel explicacio para tal fato
seja o tamanho amostral. Como este polimorfismo € de ocorréncia rara na populagdo geral,
haveria necessidade de um nimero maior de pacientes para que esta associagdo pudesse ser
detectada. Isto ficou evidente, uma vez que somente nos controles, que compreendem uma

maior casuistica, € que essa relacdo pdde ser demonstrada.

Outro ponto a ser considerado é que a populacido de pacientes ndo parece ser o
grupo mais indicado para demonstrar determinantes da variabilidade plasmaticas do FVIII e
FvW. Uma grande parte destes individuos apresentavam elevacdes do FVIII e FvW que
podem ser decorrentes de multiplos fatores, o que pode ter interferido nos resultados

encontrados no grupo de pacientes.

Os relatos de elevacdes do FVIII como fator de risco para TEV, a partir do
trabalho de Koster et al. (1995a), confirmado posteriormente por outros autores, gerou a
questdo de quais seriam os mecanismos envolvidos no aumento do FVIIIL. Os estudos com
este objetivo sugeriam um fator genético, ja que foram excluidos através da correcdo por
marcadores inflamatérios e dosagens sucessivas do fator um fendmeno reacional transitorio
pOs-trombdtico. Devido as evidéncias da literatura, grupos de estudo realizaram
investigacdes genéticas sobre a questdo, onde os genes do FVIII e FvW foram os alvo

iniciais.
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Os estudos também ndo conseguiram demonstrar nenhuma relagdo entre esses
fatores e polimorfismos na regido promotora e regido 3° do gene do FVIII
(Mansvelt et al., 1998), assim como na regido promotora do FvW (Kamphuisen et al.,
2001b, Bowen et al. 2001). Até mesmo variagdes génicas no sitio de clivagem do FVIII

para a PCA foram estudadas, sem sucesso (Roelse et al., 1996).

Estudos mais recentes, pela primeira vez, obtiveram sucesso em demonstrar
determinante genético, extra GS ABO, nas concentracdes do FVIII. Através de “screen”
genético, foram relatados 16cus nos cromossomos 8, 5, 11 e 18 associados a variabilidade

plasmadtica deste fator (Soria et al., 2003; Berger et al., 2005).

Nao se pode deixar de mencionar também o papel do gene da LRP, através do
polimorfismo D2080N, gendtipo DN, sobre as niveis de FVIII. Estes achados corroboram a
teoria de que elevagdes do FVIII em pacientes com TEV provém de uma interacdo

complexa de multiplos fatores genéticos.

Um estudo em modelo animal deficiente de LRP demonstrou elevac¢do do FVIII
ap6s infusdo de RAP, molécula bloqueadora de ligacdo do LRP e vdrios outros receptores
de superficie da familia LDL (Bovenschen et al., 2003a). Este achado sugere que outros
receptores desta familia possam estar envolvidos no catabolismo deste fator.
Posteriormente, esta hipdtese foi comprovada através da verificacgdo de um efeito
cooperativo entre os receptores LDL e LRP na regulacio dos niveis do FVIII

(Bovenschen et al., 2005).

A faléncia do presente estudo em correlacionar o risco tromboético a alguns
polimorfismos no gene LRP, ndo exclui um papel deste gene na patofisiologia do TEV
secundério a elevagdes destes fatores. Nao se pode deixar de frisar, que o gene € amplo e
polimoérfico com quase 50 polimorfismos ja descritos € a presente andlise foi restrita a trés

destes.

A atual tendéncia de uma origem poligénica interferindo nas niveis plasmaticos
do FVIII refor¢a a necessidade de estudos adicionais envolvendo este ou outros genes, a

fim de elucidar definitivamente a origem do acréscimo deste fator na trombose venosa.
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6.8- Fatores da coagulacao devem ser incluidos na avaliacao de pacientes com TEV?

Atualmente um assunto em debate € a necessidade de se investigar
laboratorialmente a trombofilia em pacientes com TEV (Martinelli, 2003; Machin, 2003).
Em termos praticos, a aplicacdo destes testes s6 deveria ser justificado se os mesmos

fossem capazes de influenciar decisdes terapéuticas.

Os argumentos a favor referem que os testes seriam uteis para determinar a
duragcdo da anticoagulacdo em pacientes carreadores de trombofilias com alto risco de
recorréncia, como € o caso da homozigose para o FV de Leiden ou muta¢do no gene do FII,
ou da deficiéncia grave dos anticoagulantes naturais. Além disso, a aplicacdo dos testes
seria benéfica para indicar profilaxia primdria em situacdes de risco a familiares de

pacientes trombofilicos (Martinelli, 2003).

Em contrapartida, ndo had recomendacdes baseadas em evidéncias para
estratificar o risco ou prolongar a terapia anticoagulante, em pacientes com algum teste
positivo para trombofilia Pelo contrario, alguns autores relatam baixo risco de recorréncia
entre carreadores de trombofilia hereditiria, que nem mesmo excede o risco de

sangramento associado a terapia anticoagulante prolongada (Sarasin et al., 1998).

Também deve ser considerado o alto custo financeiro deste testes, que poderiam
ser aplicado em situagdes de maior custo-beneficio para o paciente (Machin, 2003). Esta
consideragdo € ainda mais importante em paises em desenvolvimento, onde os recursos sao
restritos e devem ser maximizados para agdes com reconhecido impacto na saide da

populacdo.

Os fatores da coagulacdo e o risco de TEV representam um achado recente na
trombofilia. A prevaléncia, assim como o risco relativo destes fenétipos no cendrio da
doenca vascular venosa é ainda desconhecida para maior parte das populacdes do mundo.
Deste modo ha possibilidade de achados totalmente diversos aos descritos na literatura.
O presente estudo ilustra este problema, ao mostrar um comportamento proprio destas
varidveis em um grupo de pacientes miscigenados, nem sempre correspondente aos

relatados em outros paises.
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Da mesma forma que outras trombofilias, os critérios que guiam a inclusdo da
dosagem destes fatores na avaliacdo de pacientes tromboéticos seria a habilidade destes
testes em orientar terapéutica ou aconselhamento, aos pacientes e familiares. Com relagcao
aos pacientes, os critérios para a inclusdo da dosagem destes fatores nos protocolos de

trombofilia seria o valor preditivo para recorréncia da trombose.

Como ja descrito, hd quatro estudos sobre o FVIII e um sobre o FIX que
relaciona niveis altos deste fatores ao risco de trombose recorrente. Por outro lado, a maior
casuistica a realizar esta andlise, a de Leiden, ndo encontrou um aumento significativo no

risco de trombose recorrente para qualquer trombofilia, inclusive para o FVIII, FIX e FXI.

Uma vez que o numero de estudos sobre fatores da coagulagdo e TEV
recorrente € pequeno, além de apresentarem resultados conflitantes sdo necessdrias novas

investigacdes em outras populagdes antes de uma conclusdo definitiva.

Em relacdo aos familiares, deve ser considerado a indicacdo de anticoagulante
profilatico em situacdes de risco e aconselhamento na escolha de método contraceptivo ou
terapia de reposicdo hormonal. Apesar de ja ter sido mostrado agregagao familiar de niveis
elevados de FVIII, ndo had estudos controlados e prospectivos com este individuos que

comprovem um maior risco de doenca nestas situacoes.

Uma outra questdo que merece destaque, diz respeito aos cuidados técnicos
para realizacdo deste exames. Deve ser lembrado a necessidade de um ponto de corte que
deve ser padronizado para cada populacdo. Aliado a isso, € necessdrio atencdo para o
periodo da coleta a fim de evitar reagdo de fase aguda causada pelo evento trombético ou

outros processos inflamatdérios menores.

Por todas estas razdes, niveis elevados dos fatores da coagulacdo
(especialmente FVIII, FvW) devem ser inclusos no espectro multifatorial de risco para
TEV. Entretanto nao se tem indicios suficientes, baseados em evidéncias, para impor estes

fatores na avaliacdo de pacientes com trombose venosa.
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7- CONCLUSOES
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7.1- O GS nao-O e niveis plasméticos elevados de FvW, FVIII, FIX e FXI
foram considerados fatores de risco para TEV nesta populagao brasileira
miscigenada, mas apenas os trés primeiros foram fatores de risco

independentes.

7.2- O risco de TEV relacionado ao GS nio-O, FVIII e FvW foi semelhante em

ambos os sexos, em diferentes faixas etarias, etnias e sitios de trombose.

7.3- O FIX e o FXI, em niveis elevados, foram relacionados ao risco trombético
apenas em pacientes com trombose em membro inferior ou sitio ndo

usual, respectivamente.

7.4- A recorréncia dos episddios de trombose teve relagdo apenas com o

aumento do FIX e do FXI.

7.5- A andlise de trés polimorfismos no gene da LRP (C200T, A775P e
D2080N) nos pacientes com trombose desta populacdo brasileira nao

revelou associagdo com o risco de TEV ou com os niveis de FVIII e FvW.

7.6- O polimorfismo D2080N foi determinante dos niveis plasmaticos de FVIII
e de FvW nos individuos sauddveis deste estudo. Menores concentragdes

destes fatores foram encontrados em portadores do genétipo DN.
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APENDICE I

Termo de consentimento livre e esclarecido para pesquisa em seres humanos

Projeto de doutorado: Fibrinogénio, FVII, FVIII, FIX, FX, FXI como Fatores

de Risco para Tromboembolismo Venoso em Pacientes de uma Populagdo Brasileira.
Pesquisadora: Tayana Bezerra Teixeira Mello.

Paciente voluntério da pesquisa

RG Registro hospitalar

End

Prezado paciente:

A trombose venosa é uma doenca com elevada frequéncia na populacdo e
também responsavel por grande mortalidade. Infelizmente muitas dividas existem sobre as

causas desta doenga, o que dificulta seu tratamento e prevencao.

Trabalhos realizados em outros paises mostraram que determinadas substancias
importantes na coagulacdao (fatores da coagulacdo), quando aumentadas no organismo
levam a um maior risco de trombose. Este fato nos motivou a realizar esta pesquisa, onde

serdo dosadas tais substancias no sangue de individuos com esta doenca.

Os pacientes participantes do estudo,terdo pequenas amostras do seu sangue
colhidas de maneira habitual as demais coletas j4 realizadas por eles neste hospital. Caso

seja necessario, mais de uma coleta serd realizada.
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Os participantes serdo informados sobre quaisquer dividas que venham a ter
sobre a pesquisa. Estes podem se recusar a participarem do estudo em qualquer momento,
sem que isso cause prejuizo ao seu atendimento neste hospital. Os resultados do estudo

poderdo ser publicados em revistas médicas, porém a identidade serd mantida em sigilo.

Os participantes terdo acesso aos resultados obtidos durante ou apds o término
do estudo. Caso haja qualquer duvida durante a pesquisa, os participantes poderdo entrar
em contato com a pesquisadora. Em caso de denuncia devera dirigir-se ao comité de ética

em pesquisa.
Tayana Mello: 3788-8740
Comité de ética da Unicamp: 3788-8963

Assinatura do pesquisador:

Assinatura do paciente:
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APENDICE II

Trabalhos apresentados em Congresso

1. Mello T, Machado T, Ozello M, Annichino-Bizzacchi JM. Factors I, VII,
VIII, IX, X and XI levels and the risk of deep venous thrombosis.
Pathophysiol Haemost Thromb 2003; 33(suppl 2):62. OC151.

2. Mello T, Machado T, Lima S, Siqueira L, Annichino-Bizzacchi JM
Avaliacdo de polimorfismos no gene LRP (low density lipoprotein — related
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