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"Mas por qué seria necessdrio para o homem na Terra, adquirir um nivel superior de
consciéncia?

Isso é realmente uma questdo crucial, e eu ndo acho que a resposta seja fdcil. Ao invés de
uma resposta concreta eu posso apenas fazer uma confissdo de fé. Acredito que alguém,
depois de milhées de anos, tinha que perceber que esse mundo maravilhoso de montanhas
e oceanos, sois e luas, galdxias e nebulosas, plantas e animais, existem.

Certa vez, de um monte nas planicies do Leste da Africa, eu observei vastas manadas de
animais selvagens pastando em silenciosa imobilidade, tal como haviam feito desde tempos
imemoriais, tocados apenas pelo sopro de um mundo primitivo. Eu me senti entdo como se
fosse o primeiro homem, a primeira criatura a saber que tudo isso é. E entdo, naquele
exato momento em que me dei conta, o mundo passou a ser. Sem aquele momento o mundo
nunca teria sido.

Toda a Natureza busca esse objetivo e o encontra realizado no homem, mas apenas
naquele homem mais altamente desenvolvido e mais completamente consciente. Todo
avango, mesmo o menor deles, ao longo desse caminho de realizacdo consciente,

acrescenta algo ao mundo."

Carl Gustav Jung
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RESUMO




As células endoteliais participam da hemostasia com efeitos pré e antitromboéticos, que
podem ser estimulados por uma lesdo endotelial. A presenca de células endoteliais na
circulacdo pode ser considerada um novo marcador de integridade vascular, como ja
descrito em vdérias patologias tais como: doengas cardiovasculares, doengas infecciosas,
doencas imunes, transplantes, anemia falciforme. Os objetivos do nosso estudo foram:
padronizar a identificacio e quantificacdo das células endoteliais circulantes (CECs) e das
células endoteliais progenitoras (CEPs) em um grupo de pacientes com trombose venosa
profunda (TVP) ao diagnéstico (aguda, 1* coleta) e apés no minimo 6 meses (2* coleta), em
um grupo de TVP crbénica e em um grupo controle; padronizar um modelo animal de TVP
induzida por les@o endotelial para avaliar as CECs e CEPs no sangue periférico e no trombo
venoso. O grupo de TVP aguda foi composto por 9 pacientes [F: 7; M: 2; 45 anos (26 — 54
anos)], sendo recrutados 6 individuos para uma 2* coleta [F: 5; M: 1; 47,5 anos (27 — 55
anos)], no grupo de TVP cronica foram incluidos 10 pacientes [F: 6; M: 4; 44,5 anos (28 —
56 anos)] e no grupo controle 11 voluntarios [F: 9; M: 2; 29 anos (21 — 52 anos)]. A
identificacdo das CECs e CEPs no sangue periférico foi realizada por citometria de fluxo.
No modelo animal, a TVP foi induzida por lesd@o endotelial com uma solucdo de FeCl; a
15%. Apo6s a inducdo da TVP as CECs e CEPs foram avaliadas no sangue periférico nos
tempos: 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 24 horas, 48 horas e 72 horas. O
trombo venoso formado na veia cava inferior (VCI) foi avaliado pela colora¢do de Verhoff
van Gienson e a presenca de CECs e CEPs por imunofluorescéncia. Houve uma diferenca
estatistica no nimero das CECs (P=0.001, CD31°CD144"CD45""CD1337; P<0.001,
CD31'CD146'CD45""CD133 P=0.002, CD31"VEGFR2'CD45""CD133) entre os
grupos estudados, com um aumento importante nos pacientes com TVP aguda. Os grupos
de TVP cronica e TVP 2* coleta mostraram um aumento significativo de CECs em relagao
aos controles. Nao houve diferenga estatistica no nimero das CEPs
(CD34*VEGFR2'CD45%™CD133") entre os grupos estudados, porém observou-se um
aumento no grupo de TVP aguda. No modelo animal, a oclusdo total da VCI foi verificada
entre 15 minutos e 1 hora. Apés 24 horas ocorreu uma diminui¢do progressiva da drea do
trombo formado [85,4% (24h); 65,4% (48h); 51,3% (72h)], e ndo foram observadas CECs e
CEPs no mesmo. No sangue periférico, no tempo de 48 horas houve um aumento

importante de CECs e CEPs quando comparado com os outros tempos estudados (P=0.001,
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Scal VEGFR2"CD45%™; P=0.004, CD34 VEGFR2"CD45"™; P<0.001,
Scal 'VEGFR2'CD45%™: P<0.001, CD34"VEGFR2"CD45%™). Os resultados observados
em camundongos e humanos sugerem que as CEPs podem ser recrutadas da medula dssea
para a circulacdo, participando do processo de reparo endotelial. O aumento de CECs na
fase em que se inicia o processo de recanalizacdo no modelo animal, sugere que apesar da
lesdo endotelial inicial, as mesmas somente sdo liberadas quando o fluxo comeca a ser
restabelecido. Neste estudo concluimos que as CECs podem constituir um marcador de

dano vascular.
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ABSTRACT




Endothelial cells participate in hemostasia and have pro and anti —thrombotic effects which
can be stimulated by an endothelial lesion. The presence of endothelial cells in circulation
can be considered a novel marker of vascular integrity, as described in several pathologies,
such as: cardiovascular disease, infectious disease, immune diseases, transplants, and sickle
cell anemia. The aims of our study were to: standardize the identification and quantification
of circulating endothelial cells (CECs) and progenitor endothelial cells (EPCs) in a group of
patients with Deep Vein Thrombosis (DVT) at diagnosis (acute, 1** collection) and after a
minimum of six months (2" collection), in a group with chronic DVT and in a control
group; standardize an animal model with DVT induced by endothelial lesion in order to
evaluate CECs and EPCs in peripheral blood and in venous thrombosis. The group of DVT
was composed of 9 patients [F: 7; M: 2; 45 years old (y.o.) (26 — 54 y.o.)], of which six
individuals were recruited for the 2nd collection [F: 5; M: 1; 47.5 y.o. (27 — 55 y.0.)]; in the
chronic DVT group 10 patients were included [F: 6; M: 4; 44.5 y.o. (28 — 56 y.o0.)]; and in
the control group 11 volunteers were included [F: 9; M: 2; 29 y.o. (21 — 52 y.0.)]. The
identification of CECs and EPCs in peripheral blood was carried out by flow cytometry.
DVT was induced in the animal model by endothelial lesion using a FeCls solution at 15%.
After DVT induction, CECs and EPCs were evaluated in peripheral blood at: 15 minutes,
30 minutes, 45 minutes, 1 hour, 24 hours, 48 hours and 72 hours. The venous thrombus
formed in the inferior cava vein (ICV) was evaluated using Verhoff van Gienson stain and
the presence of CECs and EPCs was evaluated using immunofluorescence. There was a
statistical difference in the number of CECs (P=0.001, CD31+CD144+CD45dimCD133';
P<0.001, CD31'CD146"CD45""CD133; P=0.002, CD31*"VEGFR2'CD45"CD133)
between the groups studied, with a significant increase in acute DVT patients. The chronic
DVT and 2™ collection DVT groups demonstrated a significant increase in CECs in
relation to the controls. There was no statistical difference in the number of EPCs
(CD34*VEGFR2'CD45“™CD133") among the groups studied, however an increase in the
acute DVT group was observed. In the animal model, total ICV occlusion was observed
between 15 minutes and 1 hour. After 24 hours a progressive decrease in the area of the
formed thrombus occurred [85.4% (24h); 65.4% (48h); 51.3% (72h)], and no CECs or
CEPs were observed. After 48hours, there was a significant increase in CECs and EPCs in

peripheral blood when compared to other periods studied (P=0.001, Scal VEGFR2"
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CD45%™; P=0.004, CD34 VEGFR2"CD45"™; P<0.001, Scal "'VEGFR2"CD45"™; P<0.001,
CD34*VEGFR2'CD45%™). The results observed in mice and human beings suggest that
EPCs can be recruited to circulation from the bone marrow, participating in a process of
endothelial repair. The increase of CECs during the phase when the re-channeling process
begins in the animal model, suggests that despite the initial endothelial lesion, CECs are
liberated when the flow is reestablished. In the present study we concluded that CECs can

represent a vascular damage marker.
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1.1- Endotélio: estrutura, ativacao e funcao

O endotélio é um dos maiores tecidos, consistindo de mais de 10 células que
recobrem o sistema vascular. Por estar estrategicamente localizado entre os tecidos e o
sangue, t&€m uma funcao crucial no controle de vérias respostas como a hemostasia, pressao
sanguinea e angiogénese (CINES et al., 2001). As células endoteliais sdo células poligonais
que possuem muitas vesiculas pinocitéticas e formam complexos juncionais com as células
adjacentes formando uma monocamada que reveste todo o sistema vascular. Além disso,

sdo as unicas que contém corpusculos de Weibel-Palade, aderidos a membrana, que

armazenam o fator de von Willebrand (ROBBINS et al., 1996).

A integridade estrutural e funcional das células endoteliais € um requisito
fundamental para a manutencdo da hemostasia vascular, e a alteracdo endotelial pode levar
a trombose, hipertensdo e edema (BLANN, 2000). As células endoteliais auxiliam e
participam de funcdes metabdlicas e reguladoras altamente ativas, incluindo o controle da
hemostasia primdria, coagulacdo sanguinea e fibrinélise, interacoes de plaquetas e
leucdcitos com a parede do vaso, metabolismo de lipoproteinas, apresentacao de antigenos
de histocompatibilidade, regulacdo do tonus muscular, e crescimento além da pressao

arterial (VAPAATALO & MERVAALA, 2001).

As células endoteliais intactas, ao contrario das células extravasculares, tém
uma agdo anticoagulante e antitrombdtica. Esse mecanismo envolve a secrecdo regulada de
agentes antiagregantes plaquetdrios, incluindo prostaciclina e 6xido nitrico. Depois da
injuria vascular, a adesao das plaquetas a matriz exposta requer o fator de von Willebrand.
A geracdo local de trombina causa uma série de respostas funcionais das células
endoteliais, como a ligacdo com a trombomodulina e conseqiiente ativacdo da via da
proteina C. Também ocorre inibi¢do da coagulacdo pela ligacdo da antitrombina com os

receptores endoteliais heparin-like (PEARSON, 2002).

As células endoteliais liberam o ativador tecidual do plasminogénio (t-PA), o

inibidor do t-PA (PAI-1), e o inibidor da via do fator tecidual. Em estados patoldgicos,
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muitas dessas propriedades da célula endotelial sdo perturbadas para um fenétipo
procoagulante e pro-trombético (PEARSON, 2002). As células endoteliais podem, sob
vdarias condicdes patoldgicas, apresentar disfungdes, como na aterosclerose, hipertensao,
insuficiéncia cardiaca congestiva, hiperhomocisteinemia, diabetes, faléncia renal,

transplante renal e cirrose hepatica (VAPAATALO & MERVAALA, 2001).

1.2- Células endoteliais circulantes

Até recentemente, a investigacdo da integridade do endotélio era realizada
através de métodos invasivos, ou indiretamente, por andlise de marcadores liberados pelas
células endoteliais, como o fator de von Willebrand, trombomodulina, ou por técnicas
fisioldgicas, como a andlise da vasodilatacdo mediada pelo fluxo (BLANN, 2000).
Contudo, esses marcadores ndo permitem a distingdo entre dano e ativacdo, e inimeros
fatores, como por exemplo, a funcdo renal pode interferir com suas concentragdes
plasmaticas. Apesar das células endoteliais circulantes terem sido descritas pela primeira
vez em 1970 (BOUVIER et al., 1970; HLADOVEC & ROSSMAN, 1973), somente
recentemente foram reconhecidas como um marcador adicional para andlise da integridade

vascular (DIGNAT-GEORGE & SAMPOL, 2000).

As células endoteliais circulantes compdem uma populacdo de células nao
hematopoiéticas raras, presentes no sangue periférico. A precisao de sua identificacio
requer o emprego de um método sensivel e especifico. Os métodos atualmente utilizados
para a identificacdo das células endoteliais circulantes sdo a citometria de fluxo e a
separacdo imunomagnética (DIGNAT-GEORGE et al., 2004). As células endoteliais
presentes na circulacdo podem ser oriundas da parede vascular (CECs) ou da medula 6ssea,
denominadas CEPs (ASAHARA et al.,1997). As CEPs podem ser recrutadas em resposta a
varios estimulos angiogé€nicos, como o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF),

isquemia e trauma vascular (RAFII et al., 2002).

A diferenciacdo entre CEPs e CECs pode ser feita pela andlise funcional e/ou

fenotipica, por marcadores de membrana. As CEPs co-expressam marcadores imaturos
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(CD133) e marcadores endoteliais, como CD31, VE-caderina e, ttm a capacidade de
formar coldnias in vitro com alto potencial proliferativo (Asahara et al., 1997; Shi et al.,
1998). Outra questdo importante reside na identificacdo da origem anatémica. O marcador
CD36 ¢ utilizado para determinar se a CEC é oriunda da micro ou macrocirculagao.
Quando positivo, indica a origem da microcirculacdo, como descrito na anemia falciforme e
em pacientes com cancer (SOLOVEY et al., 1997; MANCUSO et al., 2001). Nas doencas
isquémicas coronarianas esse marcador foi negativo, sugerindo que as CECs sao de origem

dos grandes vasos (MUTIN et al., 1999).

Numeros elevados de CECs foram relatados em vdrias patologias
cardiovasculares, como resultado da injiria mecanica, isquémica ou hipertensdao
(SBARBATI et al., 1991; GEORGE et al., 1992; MUTIN et al., 1999; SOLOVEY et al.,
1998; BULL et al., 2003; MAKIN et al., 2004). Também foram relatados aumento de
CECs em patologias nas quais o endotélio é o alvo dos patégenos, como na riquetsiose
(GEORGE et al., 1993), infeccdo pelo citomegalovirus (PERCIVALLE et al., 1993;
GREFTE et al, 1993) e no choque séptico (MUTUNGA et al., 2001). Numeros
aumentados das CECs também foram descritos em associagdo com doengas imunes:
purpura trombocitopénica trombdtica, doenca de Behcet, lupus eritematoso sist€émico,
doenca de Kawasaki e vasculites inflamatérias (LEFEVRE et al., 1993; CAMOIN-JAU et
al., 2000; CLANCY et al., 2001; WOYWODT et al., 2003; NAKATANI et al., 2003); e
também em transplantes (WOYWODT et al., 2003, 2004), e em pacientes com cancer
(MANCUSO et al., 2001).

Devido ao nimero das CECs ser muito baixo em individuos normais, nimeros
elevados representam um marcador nao invasivo para documentar alteracdes endoteliais em
uma base quantitativa (DIGNAT-GEORGE et al., 2004). Além disso, a anédlise fenotipica
das CECs possibilita a identificacdo de receptores e proteinas expressas em sua superficie.
Assim, € possivel determinar se as mesmas circulam em estado ativado, pela andlise da
expressdo do fator tecidual. O fator tecidual é expresso nas CECs de pacientes com
sindromes coronarianas agudas ou anemia falciforme (MUTIN et al., 1999; SOLOVEY et

al., 1998), sugerindo que elas podem participar na ativacdo da via do fator tecidual. A
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importancia clinica deste achado é desconhecida, mas € tentador especular que algumas

CECs contribuem para os processos patoldgicos pela ativagdo da coagulacio.

Portanto, a literatura evidencia claramente que as CECs podem ser consideradas
marcadores para avaliar a lesdo endotelial mural, além de representar uma oportunidade

para estudar o fenétipo e as fungdes do endotélio, e explorar suas alteragoes.

1.3 - Trombose venosa profunda

A trombose € definida como um processo patolégico resultante da ativagdo e
propagacdo inapropriada da resposta hemostatica normal do organismo, podendo envolver
tanto o territério venoso quanto o arterial. A trombose venosa profunda (TVP) ¢é
considerada uma doenga comum, com incidéncia de 1 a 3 casos por 1000 individuos ao ano
(SILVERSTEIN et al., 1998; HANSON et al., 1997). No Brasil é descrita uma prevaléncia
de 0,6 casos por 1000 individuos ao ano (MAFFEI, 1998).

A trombofilia € caracterizada como uma tendéncia a formacdo de trombos,
decorrentes de fatores de risco genéticos e/ou adquiridos. Os fatores de risco adquiridos sao
representados por certas condi¢des como imobilizagdo, gravidez, cancer, anticoncepcional
hormonal, terapia de reposi¢do hormonal, trauma, cirurgia, presenca de anticorpo

antifosfolipidio, entre outros (ROSENDAAL, 1999; ROBETORYE & RODGERS, 2001).

A trombofilia hereditdria caracteriza-se por defeitos genéticos em um ou mais
mecanismos da hemostasia, sendo decorrentes da deficiéncia de proteina C, proteina S,
antitrombina, mutacdo G1691A no gene do fator V (FV de Leiden), mutacdo G20210A no
gene da protrombina e disfibrinogenemia. Estas alteracdes manifestam-se mais
freqiientemente por fendmenos tromboembdlicos venosos, que em muitas ocasides sao
desencadeados por fatores de risco adquiridos (ROSENDAAL, 1999; ROBERTORYE &
RODGERS, 2001).

Nos dltimos anos, outras anormalidades da coagulacdo tém sido descritas como
potencialmente trombogénicas. Estas condi¢des sdao representadas por niveis elevados de

certos fatores da coagulacdo: fibrinogénio, fatores VIII, IX e XI (ROSENDAAL, 2005). O
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aumento dos niveis plasmdticos destas proteinas levaria a uma excessiva geracdo de

trombina, e conseqiiente formagdo do codgulo de fibrina.

Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa também confirmaram esses

fatores de risco na populagao brasileira (MELLO et al., 2008; 2009; 2010).

1.4 - Células endoteliais circulantes e trombose venosa

O diagnostico de trombofilia hereditdria e adquirida somente € estabelecido em
70% dos pacientes com tromboembolismo venoso, fato que sugere a presenca de
mecanismos adicionais ainda desconhecidos na etiologia da doenca (ANNICHINO-

BIZZACCHLI, 2004; ROSENDAAL et al., 1995).

z

A identificacdo de fatores de risco para trombose € interessante, tanto em
relacdo a orientacdo familiar quanto do préprio paciente, particularmente relacionada a
conduta terapéutica (HEIJBOER et al., 1990; POORT et al., 1996; ROSENDAAL et al.,
1995; SILVERSTEIN er al., 1998). Mais importante ainda na pratica clinica é a
identificacdo de fatores que possam ser utilizados para o acompanhamento e identificacio

de individuos com maior risco de um novo episédio trombdtico.

Como citado anteriormente, as CECs foram detectadas em diversas condi¢des
associadas a injuria endotelial, e a expressdo de fatores que participam da ativacdo da

coagulacdo sangiiinea também pode ter um papel na fisiopatologia da TVP.

As conseqiiéncias fisiopatologicas de um aumento no nimero de CECs sdo
incertas. Apesar de subpopulacdes de CECs expressarem E-selectina, indicando ativagao
celular, e ter sido descrita a expressao de fator tissular na anemia falciforme (SOLOVEY et
al, 1998), o quanto isso contribui direta ou indiretamente para um aumento do risco de
trombose €é desconhecido. Outro aspecto € que algumas dessas células sdo vidveis, e outras

sao0 apoptoéticas ou necréticas, dependendo do quadro clinico do paciente.

Nos dltimos 15 anos, o Setor de Hemostasia do Hemocentro tem avaliado todos

os pacientes com diagndstico de TVP encaminhados do Hospital das Clinicas da Unicamp,
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e de toda macro-regiao de Campinas, investigando trombofilia hereditdria e adquirida.
Entretanto, verificou-se que 25% dos pacientes ndo apresentam nenhum fator de risco
hereditario ou adquirido, sendo classificados como portadores de TVP espontanea
(ANNICHINO-BIZZACCHI, 2004). Esses dados estimulam a descoberta de novos fatores

de risco para TVP, dentro dessa linha de pesquisa.

1.5 - Modelo animal de trombose venosa

O emprego de modelo animal para o estudo da trombose venosa pode
possibilitar a andlise de parametros que nao podem ser investigados em humanos, como a
avaliagdo dos componentes do trombo venoso logo apds a oclusdo do vaso. Na literatura
sdo descritos varios modelos animais de trombose venosa, utilizando camundongos, ratos,
coelhos ou cdes (SINGH ef al., 2002; DOWNING et al., 1998; PETERSON & ZUCKER,
1970; WESSLER, 1962). A inducdo de trombose venosa por estase, mediante a ligadura da
veia cava, ja estd bem padronizada na literatura, permitindo a realizacdo de estudos
experimentais (WAKEFIELD et al., 1995; DOWNING et al., 1998; HENKE et al., 2000;
WAKEFIELD et al., 1999). Recentemente, Wang et al. (2006) descreveram um novo
método de inducdo de trombose venosa em camundongos com a utilizagdo de cloreto
férrico (FeCls), que promove uma lesdo endotelial e conseqiientemente a formagdo do

trombo venoso.
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2 - OBJETIVOS
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Diante do exposto anteriormente sdo objetivos deste estudo:

1. Padronizar a identificacio das CECs e CEPs no sangue periférico em

humanos e camundongos pelo método de citometria de fluxo;

2. Identificar e quantificar as CECs e CEPs em pacientes com TVP ao

diagnéstico, em pacientes com TVP cronica e, em um grupo controle;

3. Realizar uma andlise prospectiva das CECs e CEPs nos pacientes apds o

episddio agudo de TVP;

4. Padronizar um modelo de TVP induzida por lesdo endotelial em

camundongos com o uso de FeCls;

5. Avaliar as CECs e CEPs no sangue periférico e no trombo venoso do modelo

animal de TVP.
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3 - CASUISTICA E METODOS
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3.1 — Casuistica
3.1.1 - Pacientes com TVP ao diagnéstico (aguda) - 1? coleta

Provenientes do Pronto Atendimento dos seguintes estabelecimentos: Hospital
das Clinicas da UNICAMP, Hospital Municipal Dr. Mario Gatti de Campinas, Hospital
Estadual Mario Covas de Sumaré, no periodo de Dezembro de 2007 a Maio de 2008.

3.1.1.1 - Critérios de inclusiao

Confirmagao do diagnéstico de TVP de membros inferiores, proximal e/ou

distal, por ultrassom com doppler.
3.1.1.2 - Critérios de exclusao

Inicialmente foram excluidos pacientes com diagndstico de céncer, doenca
renal ou hepdtica, cirurgia ou trauma, idade superior a 50 anos, uso de anticoncepcional
hormonal ou terapia de reposicdo hormonal, uso de heparina ou warfarina, diabetes,
antecedente pessoal de TVP, obesidade, hipertensdo, presenca de trombofilia, uso de

medicamento.

Ap6s 1 ano, no periodo de Dezembro de 2006 a Novembro de 2007, nao foi
possivel a inclusao de nenhum paciente, pois todos avaliados apresentavam pelo menos um
dos critérios de exclusdo. Assim, alteramos esses critérios, permanecendo apenas:
diagndstico de cancer, doenca renal ou hepadtica, cirurgia ou trauma (inferior a 6 meses),

presenca de anticorpos antifosfolipidios, idade superior a 60 anos e idade inferior a 18 anos.

3.1.2 - Pacientes com TVP (aguda), avaliacao prospectiva - 2* coleta

Os pacientes com TVP aguda analisados anteriormente foram recrutados para

uma nova coleta, no periodo de Fevereiro de 2009 a Abril de 2009.
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3.1.2.1 - Critérios de inclusiao

Pacientes incluidos no grupo de TVP aguda, no minimo apds 6 meses da 1°

coleta.
3.1.2.2 - Critérios de exclusio

Foram excluidos pacientes com diagnéstico de cancer, doenca renal ou
hepdtica, cirurgia ou trauma (inferior a 6 meses), presenca de anticorpos antifosfolipidios,

idade superior a 60 anos e idade inferior a 18 anos.

3.1.3 - Pacientes com TVP cronica

Provenientes do Ambulatério de Hematologia do Hemocentro da UNICAMP,
no periodo de Fevereiro de 2009 a Setembro de 2009.

3.1.3.1 - Critérios de inclusio

Confirmagdo do diagndstico de TVP de membros inferiores, proximal e/ou

distal, por ultrassom com doppler, até 3 anos apds o diagndstico.
3.1.3.2 - Critérios de exclusio

Foram excluidos pacientes com diagnéstico de cancer, doenca renal ou
hepdtica, cirurgia ou trauma (inferior a 6 meses), presenca de anticorpos antifosfolipidios,

1dade superior a 60 anos e idade inferior a 18 anos.

3.1.4 — Controles

Voluntarios provenientes do quadro funcional do Hemocentro da UNICAMP,

no periodo de Janeiro de 2008 a Abril de 2010.

3.1.4.1 - Critérios de inclusio
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Foram incluidos individuos saudaveis.
3.1.4.2 - Critério de exclusao

Foram excluidos controles com cancer, doenga renal ou hepética, cirurgia ou
trauma (inferior a 6 meses), presenca de anticorpos antifosfolipidios, idade superior a 60

anos e idade inferior a 18 anos.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP (Anexol). Apds a assinatura do termo de consentimento
livre e esclarecido e preenchimento do questiondrio (Anexos le 2), foi realizada a coleta de

sangue.

3.2 - Coleta de sangue

Para todos os individuos foram coletados aproximadamente 10 mL de sangue,
em 2 tubos Vacutainer, com EDTA a 10%. O primeiro tubo foi utilizado para realizar o
hemograma (aparelho Cell Dyn) e extracdo de DNA; o segundo tubo foi exclusivo para a

identificacdo e quantificagao das CECs e CEPs.

3.3 — Quantificacao das CECs e CEPs no sangue periférico de humanos

A quantificagdo das CECs e CEPs foi realizada pelo método de citometria de
fluxo, utilizando-se anticorpos monoclonais conjugados com os fluorocromos isotiocianato
de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), proteina clorofila peridinina (PerCP),

aloficocianina (APC):

° CD31 - FITC (clone MBC78.2; PECAMI1.2, Invitrogen): marcador de células

endoteliais, granuldcitos, mondcitos, plaquetas e algumas células T.
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. CD34 - FITC (clone 8G12, Becton Dickinson): marcador de células progenitoras

hematopoiéticas.
° CD45 - PerCP (clone 2D1, Becton Dickinson): marcador de leucdcitos;

. CDI133 - APC (clone ACI133, Miltenyi Biotec): marcador de célula progenitora

hematopoiética;
° CD144 - PE (clone TEA1/31, Beckman Coulter): marcador de células endoteliais;

° CD146 - PE (clone P1H12, Becton Dickinson): marcador de células endoteliais, de

melanoma, de musculo liso, trofoblastos e subpopulacdo de células T ativadas;

. VEGFR2 - PE (clone 89106, R&D): marcador de células endoteliais, de células

endoteliais progenitoras € mondcitos;
. IgG1 - FITC; IgG1 — PE; IgG1 - PerCP; IgG1 - APC: Controles negativos.
Procedimento:

Para marcacdo das células utilizou-se uma concentracio de 5,0-10,0x10°
leucécitos/ul. na amostra de sangue total. Volumes de 100uL foram incubados por 20
minutos, a 4°C no escuro, com SuUL de cada anticorpo monoclonal, conforme um painel de

4 cores, descrito a seguir:
Tubo 1) IgG1 - FITC/ IgG1 - PE/ IgG1 - PerCP/ 1gG1 - APC;
Tubo 2) CD31 - FITC/ CD144 - PE/ CD4S5 - PerCP/ CD133 - APC;
Tubo 3) CD31 - FITC/ CD146 - PE/ CD45 - PerCP/ CD133 - APC;
Tubo 4) CD31 - FITC/ VEGFR?2 - PE/ CD45 - PerCP/ CD133 - APC;
Tubo 5) CD34 - FITC/ VEGFR?2 - PE/ CD45 - PerCP/ CD133 - APC.

Apds a incubacdo os eritrécitos foram lisados com 2mL de FACS lysing
diluida 1:10 (Becton Dickinson), e incubados novamente por 10 minutos. As células
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foram centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos, lavadas com PBS/BSA 2% (pH=7.,4) e foi

realizada a aquisicao de 100.000 células (eventos) no citdmetro de fluxo FACSCalibur

(Becton Dickinson) através do software Cell-Quest. A andlise dos dados foi realizada pelo

software Paint-a-Gate.

A Tabela 1 mostra a definicdo das CECs e CEPs de acordo com os resultados

obtidos no painel com diferentes anticorpos.

Tabela 1. Descri¢dao das popula¢des de CECs e CEPs em humanos de acordo com o painel

de anticorpos utilizados.

Tubo CECs CEPs

1 Controle negativo Controle negativo

2 CD31* CD45%™ CD133 CD31% CD45%™ CD133*

3 CD31* CD45%™ CD133" CD31* CD45%™ CD133*

4 CD31* CD45%™ CD133" CD31% CD45%™ CD133*
CD34* CD45%™ CD133"

5 Nio utilizado para identificagdo de CEC | CD34" CD45%™ CD133*
CD34° CD45%™ CD133"

Estratégia de Analise das CECs e CEPs:

No gréafico ou dot plot, FSC (tamanho) x SSC (granulosidade) os debris

localizados a esquerda (figura 1a) foram eliminados da andlise (figura 1b), tomando-se o

cuidado de manter a regido de linfdcitos.
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No gréifico CD45 (leucdcitos) x SSC foram selecionadas as células CD45

) para a exclusdo de leucdcitos (Figura 1c¢). No

grafico CD31 (células endoteliais) x CD45 foram selecionadas as células CD31 positivas

(CD31%) (Figura 1d).
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Figura 1d. Dot Plot CD31 x CD45.

No griafico VEGFR2 (célula endotelial) x SSC foram selecionadas as células

VEGFR2 positivas (VEGFR2") (figura le). No griafico CD133 (células endoteliais

progenitoras) x SSC foram selecionadas as células CD133 positivas (CD133") (Figura 1f).
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Desta maneira, identificamos a porcentagem das CECs (CD31" VEGFR2"
CD45%™ CD133) e CEPs (CD31* VEGFR2" CD45%™ CD133") (Figura 1g) no total de
100.000 eventos.
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Figura 1g. Dot Plot CD31 x VEGFR2.
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Calculo das CECs e CEPs:

O célculo das CECs e CEPs foi realizado pela férmula descrita a seguir:

CEC = % eventos x n° leucdcitos/(ul.) = n® CEC/uL
100

CEP = % eventos x n° leucécitos/(ul) = n° CEP/uL
100

Esse cadlculo foi feito para as populacdes de CECs e CEPs obtidas para cada tubo

descrito na tabela 1.

3.4- Modelo animal de TVP induzido por lesao endotelial com FeCl;

Este experimento com modelo animal foi aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais do Instituto de Biologia da UNICAMP (Anexo 4). Para os experimentos
foram utilizados camundongos machos da linhagem C57Bl16 com 8 semanas e pesando
entre 20 e 25g. Os animais foram anestesiados via intramuscular com ketamina (100mg/kg)
e xilasina (20mg/kg), colocados em posi¢ao supina para a abertura da cavidade abdominal e

exposicao da veia cava inferior (VCI) (Figura 2a).

O processo de trombose venosa foi induzido através do uso de um papel filtro
(3mmx1mm) pré-saturado com uma solucido de FeCls colocado durante 30 segundos sobre
a VCI (Figura 2b). A formagdo do trombo venoso foi demonstrada com o auxilio de um
ultra-som (modelo 0,5 PB, transonic systems, Ithaca, NY) que permite medir o fluxo
sanguineo (Figura 2c¢). Inicialmente, o fluxo da VCI foi de 0.40mL/minuto, apds a inducdo
da TVP observa-se a diminui¢do gradual até a auséncia do fluxo. Através dessa anélise foi
padronizada a concentra¢do de FeCls, de 15% e definido o tempo de oclusdo de 8 a 10

minutos.
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Figuras 2a-c. () Cavidade abdominal aberta e VCI isolada. (b) Papel filtro pré-saturado

com solugao FeCl; sobre a VCI. (¢) Ultra-som colocado na VCI.

Apds a indugdo da TVP foram coletadas amostras de sangue por puncio
cardiaca (Figura 3) e retirada a pega cirtirgica (trombo, VCI e aorta abdominal) nos tempos:
15 minutos; 30 minutos; 45 minutos; 1 hora; 24 horas; 48 horas e 72 horas. A analise das

CECs e CEPs foi realizada pelo método de citometria de fluxo.

Figura 3. Coleta do sangue periférico do camundongo por punc¢do cardiaca.
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O trombo venoso, juntamente com a VCI e a aorta abdominal foram retirados e
pesados. A peca cirtrgica foi emblocada em O.C.T. e cortada transversalmente em toda a
sua extensao, sendo realizados cortes de 14um a cada 140um em aproximadamente 1,0mm.

As laminas foram armazenadas a -80°C.

O trombo venoso foi analisado pela coloragao de Verhoff van Gienson e a

identificacdo das CECs e CEPs pelo método de imunofluorescéncia.

3.5 - Avaliacao do trombo venoso pela coloracao de Verhoff van Gienson

O trombo venoso foi analisado pela coloracdo de Verhoff van Gienson, que
identifica especificamente a 1amina eldstica e permite a visualiza¢do do limite do limen do
vaso e a medida do tamanho do limem e de sua ocupacdo pelo trombo formado apds a

lesao venosa.
Procedimento:

As laminas preparadas em O.C.T. foram secas a temperatura ambiente por 30
minutos e fixadas em acetona a 4°C por 20 minutos. Estas 1aminas foram entdo colocadas
em uma solu¢do corante contendo hematoxilina 5%, FeCls 29%, solu¢ao de Weigerts e
dgua deionizada a 25°C por 10 minutos. Depois disso as laminas foram colocadas em uma
solugdo de FeCl; 2% para diferenciagdo, lavadas com etanol 95% e agua, contra-coradas

com solu¢do de Van Gienson, desidratadas e montadas.

As Figuras 4 a-d mostram a andlise histolégica da formagao do trombo venoso
induzido pela lesdo endotelial provocada pelo FeCl;. Neste modelo o FeCls promove
inicialmente uma lesdo agressiva a partir das camadas mais externas do vaso, come¢ando
da camada adventicia até a intima. Apds a lesdo da intima, ocorre ativagao da coagulacdo e

formacdo do trombo venoso.

A érea do trombo venoso foi analisada através do software de imagem, SCION

IMAGE Beta 4.0.2 (Scion Corporation, Frederick, MD, USA).
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Figuras 4 a-d. (a) Auséncia do trombo na VCIL. (b) Inicio da formag¢do do trombo na VCL

(c) Evolugdo do trombo formado na VCI. (d) Oclusao da VCI pelo trombo venoso

3.6- Quantificacdo das CECs e CEPs no sangue periférico de camundongos

A quantificacdo das CECs e CEPs no sangue periférico de camundongo foi
realizada pelo método de citometria de fluxo, utilizando-se anticorpos monoclonais

conjugados com os fluorocromos FITC, PE e PerCP:
. Scal — FITC: (clone D7, BD) marcador de células progenitoras hematopoiéticas;

. CD34 — FITC: (clone RAM34, eBioscience) marcador de células progenitoras

hematopoiéticas;
° CDA45 — PerCP: (clone 30-F11, BD) marcador leucocitario;
o VEGFR2 - PE: (clone AVAS 12al, BD) marcador de células endoteliais e
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linfocitos B e T;
. IgG1 - FITC; IgGl1 - PE; IgG1 - PerCP: Controles negativos.
Procedimento:

Para marcacdo das células foram utilizados 100Ul de sangue periférico
incubados durante 20 minutos, a 4°C no escuro, com 1uL de cada anticorpo monoclonal,

conforme um painel de 3 cores, descrito a seguir:
Tubo 1) IgG1 - FITC/ 1gG1 - PE/ 1gG1 - PerCP;
Tubo 2) Scal - FITC/ VEGFR?2 - PE/ CDA45 - PerCP;
Tubo 3) CD34 - FITC/ VEGFR?2 - PE/ CDA45 - PerCP.

Apds a incubagdo os eritrocitos foram lisados com 2mL de FACS lysing
diluida 1:10 (Becton Dickinson) e incubados novamente durante 10 minutos. As células
foram centrifugadas a 1500rpm por 5 minutos, lavadas com PBS/BSA 2% (pH=7,4) e foi
realizada a aquisicdo de 50.000 células (eventos) no citometro de fluxo FACSCalibur
(Becton Dickinson) através do software Cell-Quest (Becton Dickinson). A anédlise dos
dados foi realizada pelo software Paint-a-gate (Becton Dickinson). Os resultados das

populacdes de CECs, CEPs e células progenitoras foram expressos em porcentagem.

A Tabela 2 mostra a definicdo das CECs e CEPs de acordo com os resultados

obtidos no painel com diferentes anticorpos.

Tabela 2. Descricdo das populagdes de CECs e CEPs em camundongos de acordo com o

painel de anticorpos utilizados.

Tubo CECs CEPs
2 SCEl]_ CD45dim Scal+ CD45dim
3 CD34 CD45%™ CD34* CD450™
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Estratégia de Andlise das CECs e CEPs:

A andlise das CECs e CEPs em camundongos segue o mesmo raciocinio da
andlise em humanos, diferindo na utilizacdo de um tnico marcador de célula endotelial, o

VEGFR?2 e no marcador de célula endotelial progenitora, o Scal, que substitui o CD133.

A Figura 5 apresenta uma andlise das CECs e CEPs em camundongos no total

de 50.000 eventos adquiridos.

Il CECs
Il CEPs

Y S

K.OR PE -»

— I I T
100 107 102 108 104

Figura S. Dot Plot Scal x VEGFR2.

Calculo das CECs e CEPs:

A andlise das CECs e CEPs em camundongo € expressa pela porcentagem de

células no total de 50.000 eventos adquiridos.

3.7 - Imunofluorescéncia para a Identificacao das CECs e CEPs no trombo venoso

A presenga das CECs e CEPs no trombo venoso foi analisada pelo método de
imunofluorescéncia. Para a identificacdo de células endoteliais foi utilizado o anticorpo
monoclonal CD31 (clone 390, Caltag) e para as células progenitoras os anticorpos CD34

(clone RAM34, Ebioscience) e Scal (clone D7, Becton Dickinson). Foram utilizados
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anticorpos secunddrios anti-rat conjugado com os fluorocromos: FITC (cat. 81-9511,

Invitrogen) e Cy5 (cat. 81-9516, Invitrogen).
Procedimento:

As laminas foram retiradas do freezer (-80°C) e descongeladas durante 30
minutos em temperatura ambiente. Em seguida, foram fixadas com acetona a 4°C durante

20 minutos. Posteriormente, as 1aminas foram lavadas durante 5 minutos com PBS.

O restabelecimento do antigeno foi feito através do citrato de sédio (pH=6) 10
mM durante 30 minutos em ebulicdo e 30 minutos a frio. Ap6s 2 lavagens com PBS
durante 5 minutos, as ldminas foram incubadas durante 20 minutos com uma solugdo
bloqueadora (PBS/BSA 0,05%) e novamente lavadas 2 vezes durante 5 minutos em PBS. O
anticorpo primério foi diluido em PBS/BSA 0,05% e incubados durante 1h a 37°C ou
overnight a 4°C. Apés 2 lavagens com PBS durante 5 minutos foi adicionado o anticorpo
secundério correspondente diluido em PBS/BSA 0,05%, (diluido 100 vezes) e incubado
durante 2h a temperatura ambiente. Novamente foram realizadas 2 lavagens com PBS
durante 5 minutos e incubados com DAPI (0,5ug/ml, Sigma) durante 15 minutos a 37°C.
Apo6s lavagem com dgua destilada por 3 vezes, foi realizada a secagem e a montagem das

laminas.

3.8 - Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo software R Development Core Team
(Vienna, Austria). Os testes de Fisher ou %’ foram utilizados para comparar varidveis
categdricas entre os grupos estudados. Os testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney foram
utilizados para comparar as varidveis numéricas entre os grupos nio pareados e o teste de
Willcoxon para comparar as varidveis numéricas entre os grupos pareados. O resultado da

andlise estatistica foi considerado estatisticamente significante com um valor de P<0,05.
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4 - RESULTADOS
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4.1- Caracteristicas clinicas

Neste trabalho foi realizada uma 1° coleta de sangue de 9 pacientes com TVP ao
diagnéstico (1 distal, 7 proximais e 1 proximal/distal; 7 do sexo feminino e 2 do sexo
masculino), com idade mediana de 45 anos (26 a 54 anos), 5 Caucasodides e 4 Afro-
descendentes. Os fatores de risco foram: uso de contraceptivo hormonal (n=2), antecedente

pessoal de TVP (n=1), FV Leiden (n=1) e obesidade (n=1).

Ap6s um periodo mediano de 11,5 meses (9 - 15 meses) foram recrutados para
uma 2 coleta 6 pacientes do grupo de TVP aguda (1 distal, 4 proximais e 1 proximal/distal;
5 do sexo feminino € 1 do sexo masculino), com idade mediana de 47,5 anos (27 a 55
anos), 4 Caucasoéides e 2 Afro-descendentes. Como fatores de risco: uso de contraceptivo

hormonal (n=1), antecedente pessoal de TVP (n=1), FV Leiden (n=1) e obesidade (n=1).

O grupo de TVP cronica foi composto por 10 pacientes (6 distais e 4 proximais;
6 do sexo feminino e 4 do sexo masculino), com idade mediana de 44,5 anos (29 a 56
anos), 6 Caucasoéides, 2 Afro-descendentes, 1 Afro-Indigena e 1 Indigena. A mediana do
tempo entre a TVP e a coleta foram 10,5 meses (4 — 36 meses). Os fatores de risco foram:
uso de contraceptivo hormonal (n=2), antecedente pessoal de TVP (n=1) e FV Leiden

(n=2).

O grupo controle foi composto por 11 individuos (9 do sexo feminino e 2 do
sexo masculino), com idade mediana de 29 anos (21 a 52 anos), 7 Caucasdides, 1 Afro-
descendente, 2 Afro-Indigenas e 1 Indigena. O tunico fator de risco presente foi o uso de
contraceptivo hormonal (n=1). Os dados clinicos dos grupos de pacientes com TVP e

controle estdo resumidos na Tabela 3.
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Tabela 3. Caracteristicas clinicas dos grupos: TVP aguda 17 coleta, TVP 2° coleta, TVP

cronica e Controle.

Grupos Controle TVP 1° coleta TVP 27 coleta TVP cronica pP*
(n=11) (n=9) (n=6) (n=10)

Idade coleta, anos 29 45 47,5 44,5 NS
(minimo — maximo) (21-52) (26 — 54) (27 -55) (28 - 56) 0,018 (1* coleta vs. 2% coleta)
Idade TVP, anos - 45 47 44 NS
(minimo — maximo) (26 —54) (26 — 54) (26 — 56)
Meses entre TVP e coleta - 0,3 11,5 10,5 < 0.001
(minimo — maximo) 0-0,3) 9-15) (4 -36) < 0,001 (1* coleta vs. 2% coleta)

< 0,001 (1* coleta vs. cronica)

Antecedente familiar TVP - 2 (22,2%) 2 (33,3%) 4 (40,0%) NS
Sexo Feminino 9 (81,8%) 7 (77,8%) 5 (83,3%) 6 (60%) NS
Masculino 2 (18,2%) 2 (22,2%) 1(16,7%) 4 (40%)
Origem Caucaséide 7 (63,6%) 5 (55,6%) 4 (66,7%) 6 (60%) NS
étnica
Afro/Indigena 4 (36,4%) 4 (44,4%) 2 (33,3%) 4 (40%)

Local da TVP no membro inferior:

Distal - 1(11,11%) 1(16,7%) 6 (60%) NS
Proximal - 7 (77,8%) 4 (66,6%) 4 (40%)
Distal/Proximal - 1 (11,11%) 1(16,7%) 0

Fatores de Risco associados a TVP:

Auséncia 10 (91%) 4 (33,3%) 2 (33,3%) 5 (50%) NS
Contraceptivo Hormonal 1 (9%) 2 (33,3%) 1(16,7%) 2 (20%)

Antecedente Pessoal TVP 0 1(11,1%) 1(16,7%) 1 (10%)

FV Leiden 0 1(11,1%) 1 (16,7%) 2 (10%)

Obesidade 0 1(11,1%) 1 (16,7%) 0

* Teste de Kruskal-Wallis; Teste de Mann-Whitney; Teste de Wilcoxon; Teste de Fisher. Teste de . NS: nio significativo.
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Quando comparamos a idade entre os grupos: controle, TVP aguda (1* coleta),
TVP aguda (2* coleta) e TVP cronica, nenhuma diferenca estatistica foi observada. Porém,
quando comparamos a idade no grupo de TVP aguda 1* coleta com a 2* coleta observou-se

uma diferenca estatisticamente significativa, com um P=0,018.

Conforme esperado, os pacientes do grupo de TVP aguda 1° coleta
apresentaram um tempo significativamente menor entre a TVP e a realizacdo da coleta em
relacdo aos outros grupos (P<0,001). Nao houve diferenca significativa no tempo entre os

grupos: TVP 2% coleta e TVP cronica.

N3ao houve diferenca estatistica quando comparamos o ndmero de individuos do
sexo masculino ou feminino nos grupos analisados. Contudo, o nimero de mulheres foi

maior em todos os grupos analisados.

A distribuicdo da origem étnica entre os grupos ndo mostrou diferenca

significativa.

O local da TVP no membro inferior ndo mostrou diferenca significativa entre os

grupos.

A heterozigose para o FV de Leiden foi detectada em um paciente do grupo
TVP aguda 17 coleta, e em 2 pacientes do grupo TVP cronica, com uma prevaléncia de
15,78%. A mutacdo G20210A no gene da protrombina ndo foi observada em nenhum

individuo dos grupos analisados.

Quando comparamos a presenga de antecedente familiar de TVP entre os

grupos de pacientes com TVP, ndo houve diferenca significativa.

Os fatores de risco associados a TVP identificados nos pacientes e controles

nao mostrou uma diferenga estatisticamente significativa.

A Tabela 4 mostra os fatores de risco pessoal e familiar para doenca arterial. Os
antecedentes familiares somente foram considerados em parentes até 3* geracdo, com idade
inferior a 50 anos. Como pode ser observado, ndo houve diferenca entre a presenca desses
fatores nos grupos analisados.

50



Tabela 4. Fatores de risco pessoal e familiar para doenga arterial nos grupos: controle, TVP

aguda 1? coleta, TVP aguda 2* coleta e TVP cronica.

Fatores de Risco Controle TVP aguda 1° coleta TVP aguda 2* coleta  TVP cronica  P*
Hipertensao - 3(33,3%) 2 (33,3%) 3 (30%) NS
Diabetes - 2 (22,2%) 1 (16,7%) 0

1AM - 0 0 1 (10%)
Antecedente familiar de IAM - 0 0 1 (10%)
Antecedente familiar de AVCi - 0 0 1 (10%)

* Teste de Fisher. Teste de x*. NS: nio significativo.

4.2- Hemograma

A Tabela 5 mostra os resultados da mediana, minimo

e maximo da

hemoglobina, hematdcrito, leucdcitos, granuldcitos, linfécitos, mondcitos e plaquetas nos

grupos estudados.
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Tabela 5. Resultado do hemograma dos grupos: controle, TVP aguda 1? coleta, TVP aguda

2% coleta e TVP cronica.

Hemograma Controle TVP aguda TVP aguda TVP p*
17 coleta 2° coleta cronica
Hemoglobina 13.6 11.1 13.55 14.0 NS
(g/dL) (12.7-15.9) (9.7 -14.0) (8.20 - 15.90) (8.4-15.7) 0,03 (1% coleta vs. controle)
0,03 (1° coleta vs. cronica)
Hematocrito 40.9 37.1 39.8 43.55 NS
(%) (34.5-46.2) (31.5-43.3) (25.4-46.9) (29.7-47.9) 0,04 (controle vs. 1* coleta)
0,01 (1? coleta vs. cronica)
Leucécitos 7100 9100 6585 7350 0.009
(n° total/pL) (4200 - 8400) (7090 —9040) (4700 - 5500) (4100 - 5700) <0,001 (1* coleta vs. controle)
0,01 (1? coleta vs. 2° coleta)
0,01 (1 coleta vs. cronica)
Granulécitos 4000 5600 4685 4330 0.03
(n° total/uL) (1500 — 5700) (1100 —9040) (2000 - 5500) (2000 - 5700) 0,007 (controle vs. 1* coleta)
0,009 (1* coleta vs. cronica)
Linfécitos 2300 1960 2110 2585 NS
(n° total/uL) (1500 - 2800) (1470~ 2800) (970 — 2550) (1600 — 3400) 0,05 (1% coleta vs. cronica)
0,03 (2° coleta vs. cronica)
Mondcitos 470 600 365 300 NS
(n° total/uL) (300 — 1100) (310 - 800) (300 — 1200) (100 —900) 0,02 (1% coleta vs. cronica)
Plaquetas 252000 317000 301000 301500 NS
(n° total/uLl) (203000 —362000) (221000 —423000) (216000 —411000) (267000 —452000) 0,03 (controle vs. cronica)

* Teste de Kruskal-Wallis; Teste de Mann-Whitney; Teste de Wilcoxon. NS: néo significativo.

A mediana da concentracdo de hemoglobina mostrou-se menor no grupo de

TVP aguda 1* coleta quando comparado com o controle e TVP cronica (P=0,03). A

mediana do hematdcrito apresentou uma menor porcentagem no grupo de TVP aguda 1*

coleta quando comparado com o controle e TVP crénica (P=0,04; P=0,01;

respectivamente).
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O ndmero de leucdcitos estava elevado no grupo de TVP aguda 1* coleta
quando comparado ao controle, TVP 2* coleta e TVP cronica (P<0,001; P=0,01; P=0,01;

respectivamente).

O ndmero de granuldcitos apresentou um aumento significativo no grupo de
TVP aguda 1?* coleta quando comparado com o controle e TVP cronica (P=0,007; P=0,009;

respectivamente).

Houve um aumento significativo no nimero de linfécitos do grupo de TVP
cronica em relacdo aos grupos de TVP aguda 1* coleta e TVP aguda 2* coleta (P=0,05;

P=0,03; respectivamente).

O nimero de mondcitos no grupo de TVP aguda 1* coleta mostrou-se

aumentado quando comparado com o grupo de TVP cronica (P=0,02).

O nimero de plaquetas mostrou-se elevado no grupo de TVP crénica quando

comparado com o controle (P=0,03).

4.3- Analises das CECs no sangue periférico de humanos

A Tabela 6 mostra a mediana, minima e maxima dos ndmeros das CECs de

acordo com o painel de anticorpos monoclonais empregados.
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Tabela 6. Numero das CEC/uUL nos grupos: controle, TVP aguda 1* coleta, TVP aguda 2*

coleta e TVP cronica.

Tubo Populacio de CEC/uL CT TVP aguda TVP aguda TVP p*
1? coleta 2% coleta cronica
2 CD31* CD144" CD45%™ CD133 0,1 52 0,3 0,1 0,001
0-0,3) (0,1 -45,0) (0,1-0,6) 0-04) <0,001 (CT vs. 1? coleta)
0,009 (CT vs. 2° coleta)
0,002 (1% coleta vs. cronica)
0,03 (2% coleta vs. cronica)
3 CD31' CD146" CD45"™ CD133 0.1 5.0 04 0,2 <0.001
0-0206) (0,3-45,0) 0-0,7) (0,1 -0,5) <0,001 (CT vs. 1* coleta)
0,03 (CT vs. 2% coleta)
0,04 (CT vs. cronica)
0,03 (1? coleta vs. 2% coleta)
<0,001 (1* coleta vs. cronica)
4  CD31' VEGFR2' CD45"" CD133 0,16 5.4 0.2 0,15 0,002
(0-034) (0,2-46,0) 0-0,5) (0-0,5) <0,001 (CT vs. 1* coleta)

0,016 (1* coleta vs. 2° coleta)

0,001 (1* coleta vs. cronica)

* Teste de Kruskal-Wallis; Teste de Mann-Whitney; Teste de Wilcoxon.

Observou-se uma diferenca estatisticamente significativa no nimero das CECs

quantificadas pelo tubo 2 (CD31* CD144" CD45%m CD133) entre os grupos (P=0,001).

O numero das CECs foi significativamente maior no grupo de TVP aguda 1*

coleta quando comparado com os grupos: controle e TVP cronica (P<0,001; P=0,002;

respectivamente).

O numero das CECs mostrou-se maior no grupo de TVP 2* coleta quando

comparado com o controle e TVP crénica (P=0,009; P=0,03; respectivamente) (Figura 6).
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Figura 6. Representacio grdfica do ndmero das CECs (CD31* CD144" CD45%™ CD133")

de cada individuo e mediana em cada um dos grupos estudados.

A diferenca do nimero das CECs entre a 1* coleta e a 2* coleta ndo foi
estatisticamente significativa (P=0,051). A figura a seguir demonstra que os 4 pacientes
com nuimero elevado de CECs, ao diagndstico, apresentam uma diminui¢do significativa

na 2? coleta (P=0,041).
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Figura 7. Representacdo grifica do nimero das CECs (CD31* CD144* CD45%™ CD133")

de cada individuo do grupo de TVP aguda na 1* coleta e na 2* coleta.
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Conforme demonstrado na Tabela 5 houve uma diferenca estatisticamente

significativa no nimero de CEC quantificadas no tubo 3 (CD31* CD146" CD45%™ CD133")

entre os grupos analisados (P<0,001).

As CECs apresentaram um numero elevado no grupo de TVP aguda 1* coleta

quando comparado com os grupos: controle, TVP aguda 2* coleta e TVP cronica (P<0,001;

P=0,03; P<0,001, respectivamente).

O grupo controle apresentou um nimero de CECs menor em relacdo aos grupos

de TVP 2? coleta e TVP cronica (P=0,03; P=0,04; respectivamente) (Figura 8).
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Figura 8. Representacdo grifica do nimero de CECs (CD31* CD146" CD45%™ CD133") de

cada individuo e mediana um dos grupos estudados.

A Figura 9 demonstra graficamente a diminui¢do significativa do ndmero das

CEC:s entre 1? coleta e 2* coleta ap6s o episddio de TVP (P=0,03).
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Figura 9. Representacdo grifica do nimero das CECs (CD31* CD146" CD45%™ CD133")

de cada individuo do grupo de TVP aguda na 1* coleta e na 2* coleta.

O nidmero das CECs definido conforme o painel do tubo 4 (CD31* VEGFR2*
CD45%™ CD133") apresentou diferenca estatistica entre os grupos analisados (P=0,002). O
nimero das CECs apresentou um aumento significativo no grupo de TVP aguda 17 coleta
quando comparado com o controle, TVP aguda 2?* coleta e TVP cronica (P<0,001; P=0,01;
P=0,001, respectivamente) (Figura 10 e 11).
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Figura 10. Representacdo grafica do nimero de CECs (CD31" VEGFR2" CD45%™

CD133") de cada individuo e mediana em cada um dos grupos estudados.
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Figura 11. Representacio grifica do nimero das CECs (CD31* VEGFR2' CD45%™

4.4- Analises das CEPs no sangue periférico de humanos

CD133") de cada individuo do grupo de TVP aguda na 17 coleta e na 2° coleta.

A tabela 7 apresenta os resultados da mediana, minimo e méaximo das CEPs de

acordo com o painel de anticorpos monoclonais empregados nos grupos estudados.

Tabela 7. Numero das CEP/uUL nos grupos: controle, TVP aguda 1? coleta, TVP aguda 2*

coleta e TVP croénica.

Populacio de CEP/pL CT TVP 1°coleta TVP 2" coleta TVP cronica P*
Tubo2 CD31" CD144* CD45%™CD133* 0 0 0 0 -
Tubo3 CD31* CD146* CD45%™ CD133* 0 0 0 0 NS
0-0,1)
Tubo4 CD31" VEGFR2* CD45%™ CD133* 0 0 0 0 -
Tubo5 (CD34 VEGFR2' CD45%™ CD133* 0 0 0 0 NS
0-0,1)
CD34* VEGFR2* CD45%™ CD133 0 0,05 0 0 NS
0-0,1) 0-1,9) 0-0,1) 0-0,1)
CD34* VEGFR2" CD45%™ CD133* 0 0 0 0 -

* Teste de Kruskal-Wallis; Teste de Mann-Whitney; Teste de Wilcoxon. NS: ndo significativo.
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A andlise das CEPs no tubo 5 (VEGFR2" CD34" CD45%™ CD133"), (VEGFR2*

CD34” CD45%™ CD133")

e (VEGFR2* CD34* CD45%™ CD133"), ndo mostrou diferenca

significativa entre os grupos.

O grupo de TVP aguda 1? coleta apresentou um aumento das CEPs (VEGFR2*
CD34" CD45%™ CD133") mas sem diferenca estatistica (Figura 12).
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Figura 12. Representacdo grafica do nimero das CEPs (CD34* VEGFR2' CD45%™

CD133") de cada individuo e mediana em cada um dos grupos estudados.

Como 5 (55,6%) pacientes do grupo TVP aguda 1* coleta e 4 pacientes (66,7%)

do grupo TVP aguda 2* coleta estavam utilizando heparina e warfarina, respectivamente,

analisamos se estes poderiam interferir com o nimero de células encontradas. Os nossos

resultados mostraram que

desses anticoagulantes.

nao houve diferenca nos resultados obtidos com ou sem o uso
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4.5- Modelo Animal

4.5.1- Peso da peca cirargica

O grupo controle foi realizado para avaliar o nivel basal das CECs e CEPs sem

qualquer estimulo. O trombo foi pesado juntamente com a VCI e a aorta abdominal e no

caso do grupo controle, 0 mesmo ndo foi formado. A Tabela 8 mostra os resultados da

mediana, minimo e maximo do peso do material retirado (peca cirtrgica) (g).

Tabela 8. Peso da peca cirdrgica (g) nos intervalos de tempo estudados.

Grupos n Peso (g) pP*
Controle 7  0,0041 (0,0037 — 0,0053)
15 minutos 6  0,0068 (0,0057 — 0,0090) 0,002 (15" vs. CT)
30 minutos 50,0075 (0,0064 — 0,0096) 0,003 (30" vs. CT)
45 minutos 5 0,0074 (0,0068 — 0,0087) 0,003 (45" vs. CT)
1 hora 6  0,0090 (0,0047 — 0,0155) 0,006 (1h vs. CT)
24 horas 5 0,0101 (0,0065 -0,0112) 0,003 (24h vs. CT)
48 horas 8  0,0099 (0,0053 - 0,0140) 0,001 (48h vs. CT); 0.041 (48h vs. 157)
72 horas 6  0,0100 (0,0050 - 0,0125) 0,004 (72h vs. CT); 0.046 (72h vs. 157)

P* Teste de Mann-Whitney.

A mediana do peso da peca cirdrgica no grupo controle foi significativamente

menor em relacdo a todos os outros tempos analisados: 157, 307, 457, 1h, 24h, 48h e 72h

(P=0,002; P=0,003; P=0,003; P=0,006; P=0,003; P=0,001; P=0,004; respectivamente). A

mediana do peso da peca cirdrgica foi menor aos 15 minutos apds a inducdo da TVP

quando comparada com a mediana do peso em 48 e 72 horas (P=0,041; P=0,046;

respectivamente) (Figura 13).
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Figura 13. Representacdo grafica do peso da peca cirtrgica (g) de cada camundongo,

média e desvio padrdo nos grupos estudados.

4.5.2- Avaliacido do trombo venoso

Através da coloracdo Verhoff van Gienson foi possivel observar o trombo

venoso formado em todos os intervalos de tempo estudados (Figuras 14 a-h).

(a). Controle
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(¢). 30 minutos

Figuras 14 a-h. Visualizacdo do trombo venoso pela coloragdo de Verhoff van Gienson
nos tempos avaliados. (a) controle; (b). 15 minutos; (c) 30 minutos; (d) 45 minutos; (e) 1

hora; (f) 24 horas; (g) 48 horas e (h) 72 horas.
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Conforme esperado, o grupo controle ndo apresentou trombo na VCI. O modelo
animal de TVP apresentou trombo na VCI em todos os intervalos de tempo estudados, uma

vez que a oclusdo do vaso ocorre entre 8 a 10 minutos.

O trombo formado nos tempos entre 15 minutos e 1 hora promoveu uma
oclusdo total da VCI. A partir desse tempo, a VCI apresenta uma oclusdo parcial que foi

regredindo de 85,4% em 24h para 65,3% em 48h e 51,1% em 72h.

4.6 - Analise das CECs no sangue periférico de camundongo

A Tabela 9 mostra a porcentagem das CECs no sangue periférico nos intervalos

de tempo estudados.

Tabela 9. Porcentagem das CECs nos intervalos de tempo avaliados.

Grupos Scal- VEGFR2* CD45%™ (%) P* CD34 VEGFR2* CD45%™ (%) P*

CT 0,004 (0,002 - 0,02) 0,024 (CT vs. 24h) 0,006 (0-0,01) 0,001 (CT vs. 48h)

0,001 (CT vs. 48h)

157 0,004 (0 - 0,006) 0,005 (157 vs. 24h) 0,003 (0-0,04) 0,004 (15" vs. 48h)
0,001 (157 vs. 48h)

30° 0,004 (0 —0,008) 0,013 (307 vs. 24h) 0,003 (0 -0.008) 0,002 (307vs. 48h)
0,002 (30" vs. 48h)

45° 0,004 (0,002 - 0,02) 0,004 (457 vs. 48h) 0(0-0,01) 0,003 (45" vs. 48h)

1h 0,006 (0,002 - 0,01) 0,002 (1h vs. 48h) 0,006 (0 -0,02) 0,003 (1h vs. 48h)

24h 0,01 (0,006 - 0,03) 0,009 (24h vs. 48h) 0,004 (0-0,01) 0,003 (24h vs. 48h)

48h 0,115 (0,01 - 0,87) 0,007 (48h vs. 72h) 0,12 (0,01 - 0,58) 0,014 (48h vs. 72h)

72h 0,007 (0-0,04) 0,01 (72h vs. 157) 0,007 (0-0,05)

P* Teste de Mann-Whitney.

A porcentagem das CECs (Scal” VEGFR2* CD45%™) apresentou um aumento
estatisticamente significativo em 24 horas quando comparado com os grupos: CT, 157, e
307 (P=0,024; P=0,005; P=0,013; respectivamente). Em 48 horas a porcentagem das CECs

foi maior quando comparado com todos os grupos: CT, 157, 307, 45°, 1h, 24h e 72h
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(P=0,001; P=0,001; P=0,002; P=0,004; P=0,002; P=0,009; P=0,007; respectivamente)
(Figura 15).
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Figura 15. Representacio grafica da porcentagem das CECs (Scal” VEGFR2" CD45%™) de

cada camundongo e mediana nos grupos estudados.

A porcentagem das CECs (CD34” VEGFR2" CD45%™) apresentou um aumento
estatistico no grupo de 48 horas apds a indug¢do da TVP quando comparado com todos os
grupos estudados: CT, 157, 307, 457, 1h, 24h e 72h (P=0,001; P=0,004; P=0,002; P=0,003;
P=0,003; P=0,003; P=0,014; respectivamente) (Figura 16).
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Figura 16. Representacio grafica da porcentagem das CECs (CD34 VEGFR2" CD45%™)

de cada camundongo e mediana nos grupos estudados.

4.7- Analise das CEPs no sangue periférico de camundongo

Na Tabela 10 apresentamos a porcentagem das CEPs encontradas nos intervalos

de tempo estudados.
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Tabela 10. Porcentagem das CEPs nos intervalos de tempo avaliados.

Grupos Scal* VEGFR2* CD45%™ (%) P CD34* VEGFR2* CD45%™ (%) P
CT 0,008 0,004 (CT vs. 24h) 0,006 0,013 (CT vs. 24h)
(0,001 - 0,02) 0,016 (CT vs. 48h) (0-0,01) 0,015 (CT vs. 48h)
0,01 (CT vs. 72h) 0,03 (CT vs. 72h)
15° 0,001 0,004 (15°vs. 24h) 0,003 0,004 (15°vs. 24h)
(0 - 0,006) 0,007 (15°vs. 48h) (0-0,04) 0,005 (15°vs. 48h)
0,002 (15°vs. 72h) 0,03 (15'vs. CT)
0,013 (15" vs. CT) 0,002 (15°vs. 72h)
30° 0,01 0,004 (30°vs. 24h) 0,003 0,018 (30°vs. 24h)
(0-0,015) 0,033 (30°vs. 48h) (0 - 0,008) 0,017 (30°vs. 48h)
0,04 (30" vs. 72h) 0,014 (30°vs. 72h)
45° 0,002 0,006 (45°vs. 24h) 0 0,006 (45°vs. 24h)
(0-0,004) 0,011 (45°vs. 48h) (0-0,01) 0,008 (45°vs. 48h)
0,004 (45°vs. 72h) 0,004 (45°vs. 72h)
0,014 (45°vs. CT)
1h 0,004 0,005 (1h vs. 24h) 0,006 0,032 (1h vs. 24h)
(0-0,02) 0,014 (1h vs. 48h) (0-0,02) 0,016 (1h vs. 48h)
0,008 (1h vs. 72h) 0,021 (1h vs. 72h)
24h 0,04 0,004
(0,02 - 0,06) (0-0,01)
48h 0,04 0,12
(0-0,22) (0,01 —0,58)
72h 0,025 0,007
(0,01 - 0,05) (0-0,05)

P* Teste de Mann-Whitney.

A porcentagem das CEPs (Scal® VEGFR2" CD45%™) apresentou um aumento
no grupo de 24 horas quando comparado com os grupos: CT, 157, 307, 45" e 1h (P=0,004;
P=0,004; P=0,004; P=0,006; P=0,005; respectivamente).

O grupo de 48 horas apresentou uma maior porcentagem das CEPs quando
comparado com os grupos: CT, 157, 307, 45" e 1h (P=0,016; P=0,007; P=0,033; P=0,011;

P=0,014; respectivamente).

A porcentagem das CEPs no grupo de 72 horas apresentou-se aumentada em
relacdo aos grupos: CT, 157, 307, 457, e 1h (P=0,01; P=0,002; P=0,04; P=0,004; P=0,008;

respectivamente).
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Os grupos de 15 minutos e 45 minutos apds a indu¢do da TVP mostraram uma
porcentagem menor em relacdo ao controle (P=0,013; P=0,014; respectivamente) (Figura

17).
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Figura 17. Representacdo gréfica da porcentagem das CEPs (Scal® VEGFR2* CD45%™) de

cada camundongo e mediana nos grupos estudados.

A porcentagem das CEPs (CD34" VEGFR2' CD45%™) apresentou um aumento
significativo no grupo de 24 horas em relagdo aos tempos anteriores: CT, 157, 30", 457, e

1h (P=0,013; P=0,004; P=0,018; P=0,006; P=0,032; respectivamente).

A porcentagem das CEPs mostrou-se significativamente maior no grupo de 48
horas apds a indugdo da TVP quando comparado com os grupos: CT, 157, 30", 45" e 1h
(P=0,015; P=0,005; P=0,017; P=0,008; P=0,016; respectivamente).

No grupo de 72 horas a porcentagem das CEPs foi maior em relacao os tempos:

CT, 157,307, 45" e 1h (P=0,003; P=0,002; P=0,014; P=0,004; P=0,021; respectivamente).

O grupo de 15 minutos apresentou uma porcentagem menor das CEPs em

relacdo ao controle (P=0,03) (Figura 18).
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Figura 18. Representacio gréfica da porcentagem das CEPs (CD34" VEGFR-2" CD45%™m)

de cada camundongo e mediana nos grupos estudados.

4.8- Identificacao das CECs e CEPs no trombo venoso

O método de imunofluorescéncia demonstrou auséncia de células endoteliais

(CD31%) e células progenitoras (CD34"/Scal™) dentro ou na periferia do trombo venoso.

A célula endotelial (CD31%) foi observada no endotélio da aorta abdominal e
arteriolas. Algumas células endoteliais foram marcadas na VCI do lado oposto onde foi
colocado o papel filtro com 15% FeCls e na regido onde o fluxo foi restabelecido, apds 24

horas (Figuras 19 a-h).
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(a). Controle (b). 15 minutos

(¢). 30 minutos (d). 45 minutos

(e). 1 hora (f). 24 horas




(g). 48 horas (h). 72 horas

Figuras 19 a-h. Imunofluorescéncia do trombo venoso (CD31). (a) controle; (b). 15
minutos; (c) 30 minutos; (d) 45 minutos; (e) 1 hora; (f) 24 horas; (g) 48 horas e
(h) 72 horas.
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5 — DISCUSSOES
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A TVP € uma doenca prevalente, inclusive no Brasil, com uma incidéncia de
0,6 casos por 1.000 habitantes por ano (MAFFEI, 1998). A fisiopatologia da trombose
baseia-se na Triade de Virchow, em que alteragdes dos componentes do sangue, do fluxo
sanguineo ou do endotélio podem desencadear o processo trombdtico. Fatores de risco
genéticos e adquiridos estdo bem definidos na literatura e, estdo presentes em 80% dos
pacientes, estando envolvidos na etiopatogenia da doenca. Por outro lado, em
aproximadamente 20% dos pacientes com TVP ndo se identifica nenhum fator de risco, o
que pode corresponder a uma trombose espontdnea ou a presenca de fatores de risco

desconhecidos (ANNICHINO-BIZZACCHI, 2004).

Qualquer que seja a causa principal da TVP, ela € responsédvel por até 90% de
todas as embolias pulmonares (BORROW & GOLDSON, 1983). Nem sempre &
clinicamente diagnosticada, ocorrendo um nimero consideravel de 6bitos devido a embolia
pulmonar em pacientes que ndo apresentaram sinais precedentes de trombose (BELL &

SIMON, 1982; HULL & HIRSH, 1981; COON, 1976).

N

A longo prazo, a TVP pode levar a sindrome pds-trombdtica, que tem um
grande impacto sobre a qualidade de vida e sobre os custos da assisténcia médica
(NICOLAIDES, 1997). Essa complicacdo acomete 30-50% do pacientes com TVP de
membros inferiores, nos primeiros cinco anos da doenca e depende da extensdo da
trombose (NICOLAIDES, 1997). As principais conseqiiéncias da sindrome pds-trombdtica
sdo: varizes secunddrias, ulceras varicosas, eczema, erisipela, edema, dor e incapacidade
para o trabalho. As ulceras venosas se desenvolvem em pelo menos 300/100.000
habitantes, e a propor¢do devida a TVP é de aproximadamente 25%. Estimou-se que o
custo anual de tratamento das ulceras venosas seria de 400 milhdes de libras para o Reino

Unido e de mais de 1 bilhdo de ddlares para os Estados Unidos (NICOLAIDES, 1997).

Assim, a TVP € um importante problema de Sadde Publica, e pesquisas que
visem a identificacdo de marcadores ou fatores de risco, que auxiliem no diagndstico e

tratamento sao muito importantes na pratica clinica.

Apesar do envolvimento do endotélio no processo trombdtico venoso, a

impossibilidade de uma andlise direta do mesmo, dificulta a compreensao do seu real papel
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na TVP. Uma possibilidade para explicar a ocorréncia de TVP esponténea, seria a alteracio

endotelial como fator desencadeante, mas ndo diagnosticado.

Por outro lado, a TVP é uma doenca multifatorial e, altera¢cdes do endotélio
podem contribuir para os diversos fenétipos da doenca diante de uma mesma alteracdo
genética ou exposi¢do a um fator de risco adquirido. Além disso, apds um episédio de TVP,
alteracoes endoteliais provocadas pela les@o direta do vaso ou decorrentes da alteracdo do

fluxo sanguineo na sindrome pds-trombdética podem contribuir para o risco de retrombose.

Numeros elevados de CECs foram previamente descritos em outras doengas
que comprometem principalmente a microcirculacdo ou o endotélio arterial, como nas
coronariopatias, na hipertensdo arterial, nas infec¢des, no choque séptico, na doencga de
Behcet, no lupus eritematoso sistémico e nas vasculites inflamatérias (SBARBATI et al.,
1991; GEORGE et al., 1992; MUTIN et al., 1999; SOLOVEY et al., 1998; BULL et al.,
2003; MAKIN et al., 2004). Esse aumento estaria relacionado a lesdo endotelial, o que
provocaria o desprendimento das células do vaso sanguineo. Neste caso, poderiam ser
detectadas CECs integras, em processo de apoptose ou necréticas, e liberacdo de

microparticulas das mesmas.

Apo6s o episddio agudo de TVP hd lesdo vascular, e na evolugdo os vasos
acometidos podem se desobstruir ou ndo, mas sempre ocorre um dano com alteragdo em
suas paredes e vélvulas. Assim quando idealizamos este projeto, nossa hipétese era que
devido a essas alteracdes venosas, quer na fase aguda ou cronica da TVP, houvesse
aumento das CECs no sangue periférico. Caso isso se confirmasse, as mesmas poderiam
constituir um marcador de lesao vascular em pacientes com TVP, e poderiam ser utilizadas
junto com outros marcadores, como por exemplo, o dimero-D, tanto no diagnéstico como

na definicao do tempo de anticoagulagdo.

Nosso primeiro objetivo foi padronizar a identificacdo das CECs e CEPs pelo
método de citometria de fluxo. Quando iniciamos este estudo observamos na literatura que
vérios grupos de pesquisa haviam caracterizado as CECs e CEPs por citometria de fluxo,
utilizando painéis com diferentes anticorpos monoclonais (MANCUSO et al., 2001;

PEICHEV et al., 2000). Os resultados desses estudos mostravam um numero de células
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muito diverso, levando ao questionamento se as células definidas como CECs e CEPs por
alguns pesquisadores eram realmente as mesmas CECs e CEPs caracterizadas por outros.
Esse foi um dado que dificultou a escolha de um painel ideal e confidvel. Como exemplo,
podemos citar o nimero de CECs em individuos saudédveis de 0,3010,24 células/uL e
2,4010,66 células/uL, descritos por MARIUCCI et al.(2008) e OZDOGU et al. (2007),

respectivamente.

Assim, optamos por realizar um painel abrangente, com varias combinagdes de
anticorpos, que permitisse a identificacdo de qualquer célula classificada como CEC ou
CEP. Apesar de existirem propostas de padronizagdo para identificacio e quantificacdo das
CECs e CEPs por citometria de fluxo, ainda hoje existem controvérsias (OZDOGU et al.,
2007; MARIUCCI et al., 2008; VAN CRAENENBROECK et al., 2008; DUDA et al.,
2007; MANCUSO et al., 2009; JACQUES et al., 2008; MASOULEH et al., 2010; ESTES
et al., 2010).

Ao avaliarmos os nossos resultados, consideramos ter utilizado um painel
adequado, que mostrou um nimero das CECs entre 0 a 0,34 células/uL e, praticamente
auséncia das CEPs no sangue periférico de individuos normais, de acordo com o descrito
pela maioria dos pesquisadores que estudam lesdo vascular (0,00620,002 células/uL,

MARIUCCI et al., 2008; 0,18%0,17 células/uL, MANCUSO et al., 2009).

Além disso, como utilizamos mais de um painel (tubos com anticorpos
monoclonais) para a identificacdo de uma mesma célula, e os resultados obtidos foram
muito semelhantes entre eles, houve como uma validacdo entre as quantificacdes. Isso €
uma prerrogativa importante para confiarmos nos resultados obtidos em pacientes com

TVP.

Outro ponto a ser comentado € que pelo fato de termos utilizado apenas a
citometria de fluxo para determinacdo das CECs e CEPs, o emprego de um painel

abrangente foi essencial para a seguranca no método.

Nosso estudo foi o primeiro a avaliar as CECs e CEPs em pacientes com TVP.

Demonstramos que houve um aumento significativo de CECs no grupo de TVP na fase
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aguda quando comparado aos outros grupos [(P=0,001 (CD144); P<0,001 (CD146);
P=0,002 (VEGFR2)], mais expressivo em alguns pacientes. Apds o episédio agudo houve
uma diminui¢ao no nimero de CECs, mas nem todos os pacientes na 2* coleta ou do grupo
TVP cronica apresentavam nudmero normal dessas células. Assim nossos resultados
sugerem que a lesdo endotelial é mais importante na fase aguda, mas pode estar presente
em pequeno grau nas fases tardias da doenca. A sindrome pds-trombdtica é muito

prevalente em pacientes com TVP, e o aumento das CECs talvez tenha uma relacio com

essa complicacao.

E interessante notar que 4 dos 9 pacientes avaliados na fase aguda tiveram um
aumento muito relevante de CECs. Isso pode estar relacionado a extensdo da trombose.
Além disso, hd uma variacdo importante entre o tempo dos primeiros sintomas e o
diagnéstico de TVP, o que também poderia interferir com os resultados obtidos, pois as
amostras podem corresponder a diferentes fases da doenca, como obstru¢do inicial, total ou

até recanalizacdo do trombo.

Assim, os dados do nosso estudo sdo preliminares, mas apontam para uma
melhor padronizagdo da fase da coleta em relagdo aos sintomas de TVP, a extensdo da
mesma e sua evolucdo, para compreensdo do papel da lesdo endotelial na fisiopatologia da

TVP.

Fatores de risco adquiridos para doenca arterial como hipertensao, diabetes,
antecedente de IAM, AVCi, obstrucao arterial periférica e antecedente de doenca arterial
em familiares com idade inferior a 50 anos podem ter relacdo com o nimero das CECs e
CEPs (MUTIN et al, 1999; MAKIN et al., 2004; QUILICI et al., 2004). Assim
investigamos se esses fatores de risco estavam presentes em nossos pacientes, e verificamos
que foram mais prevalentes no grupo de TVP cronica, porém, nao tiveram influéncia sobre

o namero de CECs em nosso estudo.

A auséncia ou o numero baixo das CEPs no sangue periférico dos pacientes
deste estudo mostra que as células progenitoras sdo raras na circulacdo sanguinea. Nossos
resultados demonstraram que a populacdo das CEPs positivas para o marcador CD133 ¢

rarissima quando comparada com a populagdo de células positivas para o marcador CD34,
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mostrando que as células mais precursoras estdo praticamente ausentes no sangue

periférico.

As CEPs podem participar do reparo endotelial, migrando da medula éssea para
o local de lesdao, promovendo a reendotelizacdo pela sua transformacao em célula endotelial
ou por liberagdo de citocinas que estimulam a proliferacdo das células endoteliais locais.
Nesse sentido poderiamos esperar que os pacientes com TVP apresentassem um aumento
dessas células, mas apenas observamos um aumento nao significativo nos pacientes na fase
aguda, quando comparado aos outros grupos analisados. Isso ndo descarta que essas células
tenham um papel local, mas que ndo pode ser demonstrado pela andlise do sangue

circulante.

Apesar da limitagdo do tamanho amostral, observou-se um aumento do nimero
de leucécitos com neutrofilia no grupo de TVP ao diagnéstico. O ndmero elevado de
leucécitos € considerado um fator de risco para o tromboembolismo em pacientes com
doenca mieloproliferativa (STOFFEL et al., 2010), mas n3o ha relato na literatura de
associacdo entre leucocitose e TVP. Assim, esse achado sugere um processo inflamatério
agudo, com a participagdo dessas células, mas que deverd ser melhor investigado em

projetos futuros.

Alguns pacientes com TVP aguda apresentaram hemoglobina inferior a
11,5mg/dL (n=5), mas isto pode ser explicado pela presenca de menorragia nas mulheres
(n=4). O unico paciente do sexo masculino com anemia ndo evidenciou nenhum fator
etiolégico pela histéria clinica e em exame realizado apds 6 meses do episddio agudo

apresentava niveis normais de hemoglobina.

Investimos na padronizagdo e andlise de CECs e CEPs em um modelo animal,
pois 0 mesmo permite andlises ndo exeqiiiveis em humanos. Assim, o modelo animal
permitiu o controle do tempo entre a TVP e a coleta, com uma precisdo importante para
nossa andlise. Assim, observamos que somente 48 horas apds a indu¢@o da TVP houve um
aumento relevante no nimero das CECs e CEPs. Antes da andlise histolégica do trombo
imagindvamos que nesse periodo houvesse uma grande oclusdo vascular, porém, para nossa

surpresa, nessa fase apenas 60% do vaso estava obstruido. Uma das hipéteses para esses
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achados € que as CECs se desprenderam do vaso quando se iniciou o restabelecimento do
fluxo na VCI. O FeCls causa lesdo em uma face do vaso, e a trombose comeca a se formar
a partir desse ponto lesionado, aumentando gradativamente até a oclusao total do vaso em 8
a 10 minutos. Provavelmente as CECs da drea trombosada ficam comprimidas e somente

serdo liberadas na circulagdo quando se inicia a recanalizagdo.

Um dado interessante e que serd investigado posteriormente foi a quantidade
elevada de debris observada na citometria de fluxo, paralela ao aumento de CECs. Esses
debris podem na verdade corresponder a CECs em apoptose, € sua andlise contribuird para
elucidar nossas hipoteses, especialmente de esmagamento das células endoteliais durante a

oclusao total do vaso.

Outra possibilidade para o aumento das CECs € que as mesmas seriam oriundas
das CEPs, liberadas da medula éssea pelo estimulo da oclusdo vascular. Observamos um
aumento de CEPs 24 a 48h apds a oclusdo, o que favorece esta hipdtese. Contudo, ndo
podemos descartar que o aumento de CEPs tem um papel pardcrino para as células

endoteliais, durante processo de reendotelizagao.

Mondarai et al. (2006) avaliaram a presenca das CECs e CEPs no sangue
periférico e no trombo venoso em modelo murino de TVP, com o objetivo de determinar se
as células da medula 6ssea (linhagem endotelial) estavam envolvidas na recanalizacdo do
trombo. A TVP foi induzida por lesdo mecanica e estase venosa. Observou-ser que as
células progenitoras da medula 6ssea s@o recrutadas para o trombo, mas apenas expressam
um fendtipo de macréfagos, ndo participando da recanalizacdo do mesmo. Isso leva a
especulacdo de que processos de revascularizagdo que ocorrem durante a resolucdo do
trombo envolvem células endoteliais maduras, derivadas de vasos da VCI e que o estimulo
para isso foi fornecido pelas células progenitoras derivadas da medula 6ssea encontradas

dentro do trombo.

Estes resultados foram observados em outro estudo (ZIEGELHOEFFER et al.,
2004) que demonstrou que as células derivadas da medula 6ssea sdo recrutadas para dreas
isquémicas, porém nao integram os novos vasos recém-formados, mas expressam uma

variedade de citocinas que podem estimular a angiogénese.
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Um dado importante de ser discutido refere-se a complementaridade de exames
na interpretacdo dos resultados. O peso da peca cirtirgica nos diversos tempos de andlise
sugeria que o trombo permanecia in loco até 72 horas ap6s sua indu¢do. Contudo, a andlise
histolégica revelou que em 24 horas ja comeca a desobstrucdo do vaso e que 0 peso se

mantém o mesmo pela presenca de um material fibroso ao redor dos vasos.

Finalizando, podemos concluir que os objetivos deste estudo foram atingidos
em quase sua totalidade, e que na verdade abriu muitas questdes interessantes, dignas de

serem investigadas, para uma melhor compreensao da participa¢do do endotélio na TVP.
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6 - CONCLUSOES
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De acordo com os objetivos inicialmente propostos neste estudo, concluimos

que:

Objetivo 1. Padronizar a identificagao das CECs e CEPs no sangue periférico.

A identificacdo e quantificacdo das CECs e CEPs por citometria de fluxo
demonstrou ser um método adequado, apesar da raridade dessas células. A baixa expressao
dos antigenos endoteliais utilizados (CD144, CD146 e VEGFR2) mostrou que €
imprescindivel a inclusdao do marcador endotelial CD31 para determinar esta populacdo de

células raras. O uso de um painel com 3 tubos foi importante para validacdo dos resultados.

Objetivo 2. Identificar e quantificar as CECs e CEPs em pacientes com TVP na

fase aguda, em pacientes com TVP cronica e, em um grupo controle;

Nossos resultados mostraram um aumento de CECs em TVP na fase aguda,
com maior relevancia em alguns pacientes. Esses dados sugerem um processo de lesao
endotelial. O aumento de CECs (CD144, CD146) observado nos pacientes com TVP na
fase cronica foi menor, e pode corresponder a uma lesdo endotelial secundaria a sindrome

pOs-trombotica.

Objetivo 3. Realizar uma anélise prospectiva das CECs e CEPs nos pacientes
com TVP aguda;

Os resultados verificados apds o episdédio agudo sugerem que houve uma
recuperacdo da integridade vascular, melhor observado nos pacientes com maior aumento
das CECs na fase aguda. O tempo decorrido entre a TVP e a coleta pode ser um fator

importante na detec¢do dessas células na fase aguda.

Objetivo 4. Padronizar um modelo de trombose venosa profunda induzida por

lesdo endotelial em camundongos;

O modelo animal de TVP induzido por lesao endotelial foi satisfatério porque
promoveu a oclusdao somente da veia cava inferior. A utilizacdo de uma probe para medir o
fluxo foi fundamental para a padronizacdo da concentracido de FeCl; e, conseqiientemente
determinar o tempo de oclusao.
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Objetivo 5. Avaliar as CECs e CEPs no sangue periférico e no trombo venoso

do modelo animal.

O aumento do nimero de CEPs ap6s 24-48h da indugdo da TVP sugere que
houve recrutamento de células endoteliais da medula dssea para a circulagdo, podendo
participar do processo de reparo endotelial. O aumento do numero de CECs apds 24 a 48h
da inducdo da TVP, na fase em que se inicia o processo de recanalizacio, sugere que apesar
da lesdao endotelial inicial, as mesmas apenas sdo liberadas quando o fluxo comecga a ser

restabelecido. As CECs podem constituir um marcador de dano vascular.
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ANEXO 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do Projeto: AVALIACAO DAS CELULAS ENDOTELIAIS CIRCULANTES NA

TROMBOSE VENOSA PROFUNDA: PACIENTES E MODELOS ANIMALIS.

Responsaveis pelo projeto: Profa. Dra. JOYCE M. ANNICHINO-BIZZACCHI

ALINE MORANDI ALESSIO
Eu,
idade: , Data de Nascimento: , RG:
HC: , Residente a Rua/Av.:
CEP: , Telefones:

Concordo em participar do presente estudo, apds estar absolutamente esclarecido (a)
dos propésitos do mesmo.

Responsavel pelo sujeito de pesquisa: ,

Idade: , RG: , Grau de Parentesco: ,

Residente a Rua/Av.

CEP: , Telefones:
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Este estudo pretende identificar se existe alguma relagdo entre o nimero das células que
compdem a parede do vaso e a trombose.

Deveremos coletar 20mL de sangue para a avaliagdo dessas células e para analisar a
coagulacdo do sangue (teste de geracdo do fragmento;,, da protrombina).

E essencial que o senhor (a) tenha feito jejum de no minimo 4 horas antes da coleta para
maior confiabilidade nos resultados dos exames.

Eventualmente, o senhor (a) poderd ser reconvocado a comparecer ao hospital, para
nova coleta de material, com a finalidade de confirmar os resultados do exame.

Os riscos a que o senhor (a) estard sujeito ao participar da coleta sao hematoma
(mancha roxa) e/ou pequena dor no local da pun¢do venosa. Este estudo ndo oferecera aos
sujeitos da pesquisa outros riscos importantes.

O beneficio esperado na sua participagdo seria a sua contribuicdo para melhor
entendimento desta doenga e conseqiientemente um tratamento mais eficaz para este tipo de
doenca.

Outras informacoes:

1. Havera reembolso de gastos com transporte e alimentacdo, em conseqiiéncia de
convocagao para comparecimento ao hospital, exclusivamente para a pesquisa.

2. O voluntario estard livre para desistir do estudo a qualquer tempo, mesmo que
inicialmente tenha concordado em fazé-lo.

3. O voluntério poder4 tirar todas as dividas que tiver, ou que aparecam durante o estudo,
sobre 0 mesmo, havendo o compromisso do pesquisador em respondé-las.

4. O material colhido neste estudo serd utilizado somente para os objetivos propostos e
gostariamos de saber se o senhor (a) concorda que este material possa ser armazenado.

Sim Nao

5. Caso seja realizado um outro estudo com este material, o senhor (a) serd devidamente
informado e questionado se concorda na participacdo de um outro estudo. Este novo
estudo deverd ser novamente submetido a apreciagdo do CEP.

6. Todas as informagdes obtidas pelo estudo terdo um cardter sigiloso e confidencial e
serdo usadas apenas com a finalidade de divulgacdo e publicacdo cientifica, e sua
identidade serd sempre preservada.

7. A sua discordancia em participar do estudo ndo lhe acarretard nenhum prejuizo em
qualquer outro tratamento ou procedimento que possa necessitar futuramente em
qualquer servigo de nosso hospital.

Qualquer tipo de queixa ou reclamagao relacionada a esta pesquisa o senhor (a) podera
entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FCM-UNICAMP (Fone:
(19) 3521-8936)

Campinas / /
Assinatura do Voluntdrio
Aline Morandi Aléssio Profa.Dra. Joyce M. Annicchino-Bizzachi
Aluna de p6s-graduagao Orientadora
Fone: (19) 3521-8755 Fone: (19) 3788-8601
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ANEXO 2

QUESTIONARIO - Data da Coleta: _ / /

Nome do Voluntario:

HC:

Data de nascimento:

Idade:

Sexo: Feminino Masculino

Origem étnica:  Caucasdide

Afro-descendente

Asiatica

Indigena

Historia Pessoal de trombose venosa profunda (TVP), ou acidente vascular cerebral (AVC),

ou infarto agudo do miocardio (IAM): Sim  Nio. Qual?..........ccoeeveennee.

Historia Familiar de TVP, ou AVC, ou IAM:

Sofre de algumas destas doencas:

Hipertensdo arterial: Sim  Nao

Sindromes Mieloproliferativas: Sim  Nao

Anemia Falciforme: Sim Naéo

Doencgas infecciosas:  Sim  Nao

Doencas auto-imunes: ~ Sim  Nio

Doenca Hepética:

Sim Nao

Doencgas cardiovasculares: Sim  Nao

Neoplasias: Sim  Nao

Sindrome do anticorpo antifosfolipidio: Sim  Nao

Transplante: Sim  Nao

Diabetes: Sim Nao

Doenca Renal: Sim  Nao

Sim  N&ao. Qual?............

(014 ;TSR

Tabagismo: Nunca fumou Jafumou Fuma. Quantos cigarros/dia?

Quanto tempo?

Faz uso de algum medicamento? Sim N&ao. Qual?
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ANEXO 3

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fcm.unicamp . br/pesquisa/etica/index.html

CEP, 17/07/06.
(Grupo I1I)

PARECER PROJETO: N° 260/2006 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0152.0.146.000-06

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “AVALIACAO DAS CELULAS ENDOTELIAIS NA TROMBOSE VENOSA
PROFUNDA: PACIENTES E MODELOS ANIMAIS”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Aline Morandi Aléssio

INSTITUICAO: HEMOCENTRO/UNICAMP

APRESENTACAQ AQ CEP: 07/06/06

APRESENTAR RELATORIO EM: 28/06/07 (O formulério encontra-sc 1o sife acima)

IT - OBJETIVOS

Avaliar e caracterizar a presenca de células endoteliais circulantes (CECs) em pacientes
com TVP e em portadores assintomaticos de trombofilia; verificar a correlago entre a presenca
de CECs e a evolugdo clinica dos pacientes; padronizar um modelo animal de trombose venosa e
avaliar e caracterizar as CECs no trombo, durante a fase aguda da trombose venosa em modelos
animais.

1fl - SUMARIO

Serdo avaliados 10 pacientes com TVP de membros inferiores ao diagnostico e apds 6
meses de tratamento; 10 pacientes com TVP e SAF; 10 pacientes portadores de fator V de
Leiden sem TVP prévia provenientes do ambulatorio de hemostasia do Hemocentro/Unicamp e
10 controles. Critérios de inclusio e exclusio definidos. Os pacientes responderdo questionario
com histéria pregressa e uso de medicamentos. Serdo coletados 20 ml de sangue periférico para
analise das CECs e CEPs por citometria de fluxo e teste de geragdo de fragmento 1+2 da
protombina, PCR quantitativo em tempo real. No modelo animal, em ratos, serdo utilizados 10-
15 animais e o projeto devera estar de acordo com o Comité de Etica para manipulagio animal.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES
Estudo interessante, sem riscos para os participantes. O Termo de Consentimento foi

readequado, estando de acordo com as normas da Resolugiio 196/96 e complementares.
Orcamento de R$ 48.000,00, trabalho submetido a FAPESP e ao CNPq.
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fcm unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apds
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso €
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre &
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O conteudo e as conclusBes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item I'V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Ttem III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano nio previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também & mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.¢)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugio CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na VI Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 28 de junho de 2006.

Prof®. %{Jé/;%én Silvia Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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ANEXO 4

I‘\’

UNICAMP

CEUA/Unicamp

Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 2121-1, sobre "Avaliacdo das células

endotelias circulantes na trombose venose profunda: pacientes e modelos

animais", sob a responsabilidade de Profa.Dra. Joyce Maria Annichino-

Bizzacchi / Aline Morandi Aléssio, esta de acordo com os Principios Eticos na

Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissado de Etica no Uso de Animais
— CEUA/Unicamp em 24 de junho de 2010

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 2121-1, entitled " " is

in agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the

Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of

Campinas - Unicamp) on June 24, 2010.

Cal%pinas 24 de junho de 2010.

e Jorn - Dpule € ol ﬁﬁ \&1\\@\

”Profa Dra Ana MarlaA GL{araIdo Fatlma Alon o}
Presidente Secret xecutiva
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ANEXO 5

Controles CT-01 CT-02 CT-03 CT-04 CT-05 CT-06 CT-07 CT-08 CT-09 CT-10 CT-11
Género Masculino Masculino Feminino Feminino Feminino Feminino Feminino Feminino Feminino Feminino Feminino
Origem étnica Afro-descendente | Afro-Indigena | Caucaséide | Caucaséide | Caucasoide | Caucaséide | Caucaséide | Afro-Indigena | Indigena Caucaséide | Caucasoide
Data de nascimento 21/2/1979 3/7/1984 16/3/1979 10/1/1959 1/10/1978 16/6/1987 2/8/1968 5/4/1980 21/4/1975 11/1/1963 1/11/1957
Data da coleta 11/1/2008 11/1/2008 5/3/2008 14/2/2008 25/9/2008 10/12/2008 10/12/2008 16/12/2008 | 16/12/2008 26/4/2010 26/4/2010
Idade na coleta 28 23 28 49 29 21 40 28 33 47 52
Trombofilia hereditaria nao nao nao nao nao nao nao nao nao nao nao
Contraceptivo Hormonal (CH) nao nao nao nao sim nao nao nao nao nao nao
Hemacias (M/uL) 5,26 4,91 4,39 4,29 4,68 4,69 5,16 5,45 4,77 4,45 5,02
|_Hb (g/dL) 15,9 15,9 12,9 12,9 14 12,8 10,2 14.4 12,7 13,6 13,8
Ht (%) 45,7 46,2 38,2 38.3 42,5 40,4 34,5 45,5 39,8 40,9 42,3
VCM (fl) 86.9 94.1 87,1 90.3 90,9 86.2 66.8 83.5 83,4 91,8 843
HCM (pg) 30,2 32,4 29,4 30,5 29,9 27,3 19,8 26,4 26,6 30,6 27,5
CHCM (g/dL) 34,8 34,4 33,8 33,6 32,9 31,7 29,6 31,6 31,9 33,3 32,6
Linfécitos/pl 2500 1500 2300 1743 2300 2800 2200 2500 1800 2500 2800
Mondcitos/ul 300 300 300 470 400 800 500 800 700 400 1100
Granuldcitos/uL 4300 3400 3900 3967 5700 4000 1500 4200 2700 4500 4100
Leucécitos/ul 7100 5300 6500 6180 8400 7600 4200 7500 5200 7400 7900
226000 206000 216000 203000 294000 252000 362000 356000 236000 306000 273000
CD144* CD31* CD45“™ CD133 /L 0 0.1 0,1 0.1 0,2 0 0,05 0.1 0,1 03 0,25
CD144* CD31* CD45%™ CD133"/uL 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CD146* CD31* CD45“™ CD133 /L 0 0.1 0 0 0,2 0.1 0,05 0.2 0,1 0.23 0,26
CD146* CD31* CD45“™ CD1 33'/pL 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
KDR* CD31* CD45%™ CD1 33/uL 0 0 0.1 0 0,2 0 0,2 0.2 03 0.16 0.34
KDR* CD31* CD45%™ CD133*/uL. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
KDR* CD34° CD45%™ CD133*/uL. 0 0 0 0 0 0.1 0,1 0 0 0 0
KDR* CD34* CD45%™ CD133/uL 0 0 0,1 0.1 0,1 0.1 0 0 0 0 0
KDR* CD34" CD45%™ CD1 33' /L 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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TVP aguda - 1° coleta TVP-01 TVP- 02 TVP-03 TVP-04 TVP-05 TVP- 06 TVP-07 TVP-08 TVP-09
Sexo Masculino Feminino Feminino Feminino Feminino Feminino Masculino Feminino Feminino
Origem étnica Afro-descendente Afro-descendente Caucasdide Caucaséide Afro nte Afro-descendente Caucasdide Caucasdide Caucasdide
Data de nascimento 29/7/1980 10/9/1953 24/3/1980 1/5/1981 17/12/1958 25/8/1960 9/5/1956 25/10/1980 25/5/1962
Data da coleta 4/12/2007 14/12/2007 30/1/2008 31/1/2008 4/3/2008 1/4/2008 14/4/2008 4/5/2008 14/5/2008
Idade na coleta 27 54 27 26 49 47 51 27 45
Meses entre TVP e coleta 0 03 0.3 0.3 03 0.3 03 0.3 03
Data da TVP 3/12/2007 13/12/2007 29/1/2008 30/1/2008 3/3/2008 28/3/2008 13/4/2008 4/5/2008 14/5/2008
Local da TVP proximal distal proximal proximal proximal proximal proximal/distal proximal proximal
Antecedente pessoal TVP (AP TVP) nao nao nao nao nao nao sim nao nao
Trombofilia hereditaria nao nao néo FV Leiden néo NR néo néo néo
Contraceptivo Hormonal (CH) nao nao nao nao sim sim nao nao nao
Hipertenséo nao nao néo néo sim sim sim néo néo
Diabetes nao nao néo néo sim sim néo néo néo
Obesidade nao nao néo néo néo nao néo sim néo
Anticoagulante oral/ injetavel nao nao sim sim sim nao sim sim néo
Causa da TVP espontanea espontanea esponténea FV Leiden CH CH AP TVP obesidade espontanea
Hemécias (M/uL) 4,94 4,35 4.7 5,06 521 4,66 4.42 3,94 4,52
|_Hb (g/dL) 10,6 10,8 13 10,9 13,5 9.7 14 1.3 14,1
Ht (%) 36,6 37,1 38,5 35.4 43,3 31,5 40,5 333 42,6
VCM (fl) 74,1 85,4 81,7 70 83,1 67.5 91,6 84,5 94,2
HCM (pg) 21,5 24,8 27,7 21,6 259 20,9 31,7 28,7 31,2
CHCM (g/dL) 29 29,1 33,9 30,9 31,2 30,9 34,6 33,9 33,1
Li n 2800 1900 1470 1470 2100 2020 1700 2700 | NR
L 600 800 570 310 600 710 600 600 | NR
il 5400 1100 7750 5310 7000 9040 5400 5800 | NR
L b 8800 13700 9790 7090 9800 11770 7700 9100 7680
333000 317000 221000 423000 265000 399000 234000 226000 390000
CD144* CD31* CD45“™ CD133/puL 35 12 03 18 0,1 45 03 52 2,2
CD144* CD31* CD45“™ CD133*/uL 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CD146* CD31* CD45“™ CD133 /L 34 12 03 16 03 45 03 5 2,1
CD146* CD31* CD45“™ CD133*/uL 0 0 0 0.1 0 0 0 0 0
KDR* CD31* CD45%™ CD133/uL 35 12 0.4 17 0,2 46 0,3 54 2,3
KDR' CD31* CD45"™ CD133"/uL. 0 0 0 0 0 0 0 0 0
KDR* CD34 CD45%™ CD1 33'/uL NR 0 0 [ NR 0 [ NR 0 0 0
KDR* CD34" CD45%™ CD1 33/pL NR 0 0 [ NR 0.1 [ NR 0 1 1,9
KDR* CD34" CD45%™ CD1 33' /L NR 0 0 [ NR 0 [ NR 0 0 0
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TVP aguda 22 coleta TVP- 02 TVP-04 TVP- 05 TVP-07 TVP-08 TVP-09
Sexo Feminino Feminino Feminino Masculino Feminino Feminino
Origem étnica Afro nte Caucasdide Afro-descendente Caucaséide Caucasdide Caucasdide
Data de nascimento 10/9/1953 1/5/1981 17/12/1958 9/5/1956 25/10/1980 25/5/1962
Data da coleta 5/3/2009 10/3/2009 17/2/2009 8/4/2009 13/4/2009 19/2/2009
Idade na coleta 55 27 50 52 28 45
Meses entre TVP e coleta 15 13 1 12 1 9
Data da TVP 13/12/2007 30/1/2008 3/3/2008 13/4/2008 4/5/2008 14/5/2008
Local da TVP distal proximal proximal proximal/distal proximal proximal
Antecedente pessoal TVP (AP TVP) nao nao nao sim nao nao
Trombofilia hereditaria nao FV Leiden nao nao nao nao
Contraceptivo Hormonal (CH) nao nao sim nao sim nao
Hipertenséo nao nao sim sim nao nao
Diabetes nao nao sim nao nao nao
Obesidade nao nao nao nao sim nao
Anticoagulante oral/ injetavel nao nao sim sim sim sim
Causa da TVP esponténea FVLeiden CH AP TVP CH esponténea
Hemécias (M/uL) 5,74 4.89 3,97 4,59 4,72 4,77
|_Hb (g/dL) 15,9 8,2 10,5 14,2 12,9 14,5
Ht (%) 46,9 254 32,8 41,2 38.4 42
VCM (fl) 81,6 52 82,5 89,7 81,3 88
HCM (pg) 27,6 16,8 26,5 30,9 27,4 30,5
CHCM (g/dL) 33,8 32,3 32,1 34,5 33,6 34,6
Li n 2120 2400 970 2100 2550 1780
L 380 300 330 1200 480 350
il 4630 2000 5000 2700 5500 4740
L b 7130 4700 6300 6000 8530 6870
263000 343000 411000 216000 292000 310000
CD144* CD31* CD45“™ CD133/puL 03 0,1 0.6 03 0.2 03
CD144* CD31* CD45“™ CD133*/uL 0 0 0 0 0 0
CD146* CD31* CD45“™ CD133 /L 0,5 0 03 0,1 05 0.7
CD146* CD31* CD45“™ CD133*/uL 0 0 0 0 0 0
KDR* CD31* CD45%™ CD133/uL 0,3 0,1 0.1 0 05 03
KDR* CD31* CD45%™ CD133*/uL. 0 0 0 0 0 0
KDR* CD34 CD45“™ CD133*/uL. 0 0 0 0 0 0
KDR* CD34* CD45°™ CD133/uL. 0.1 0 0 0 0.1 0
KDR* CD34* CD45%™ CD133*/uL. 0 0 0 0 0 0
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TVP crénica TVP10 TVP11 TVP12 TVP13 TvPi4 TVP15 TVP16 TVP17 TVP18 TVP19
Sexo Feminino Feminino Masculino Feminino Feminino Masculino Masculino Feminino Feminino Masculino
Origem étnica Caucasdide Caucasdide Indigena Afro-Indigena | Afro; nte | Caucaséide | Caucaséide | Afro nte | Caucaséide | Caucaséide
Data de nascimento 20/11/1974 2/7/1952 25/1/1962 19/4/1966 17/12/1974 3/4/1958 7/10/1979 30/6/1963 11/5/1981 10/5/1959
Data da coleta 16/2/2009 16/3/2009 17/3/2009 25/3/2009 30/3/2009 13/4/2009 31/8/2009 1/10/2009 3/9/2009 3/9/2009
Idade na coleta 34 56 46 43 34 51 29 46 28 50
Meses entre TVP e coleta 12 7 4 7 6 14 22 9 16 36
Data da TVP 2008 10/8/2008 20/11/2008 28/8/2008 set/08 fev/08 17/11/2007 jan/09 mai/08 jun/05 |
Local da TVP distal proximal proximal proximal distal distal proximal distal distal distal
Antecedente pessoal TVP (AP TVP) sim nao nao nao nao nao nao nao nao nao
Antecedente pessoal IAM nao nao nao néo néo néo nao sim nao néo
Antecedente familiar IAM nao nao nao néo sim néo nao néo nao néo
Antecedente familiar AVCi nao nao nao néo néo sim nao néo nao néo
Trombofilia hereditaria nao FV Leiden nao FV Leiden néo néo nao néo nao néo
Contraceptivo Hormonal (CH) nao nao nao nao sim nao nao nao sim nao
Hipertensédo nao sim nao néo néo sim nao sim nao néo
Causa da TVP AP TVP FVLeiden espontanea FV Leiden CH espontdnea | espontanea | esponténea CH espontanea
Hemécias (M/uL) 4,72 4,78 5,37 5,24 5 5,04 512 4.33 5,15 5,39
|_Hb (g/dL) 12,9 11,8 15,7 15,2 12,4 15,3 15,1 8.4 13.1 14.9
Ht (%) 39,2 37,8 47,8 46,1 43,5 43,6 47,9 29,7 42,1 46,9
VCM (fl) 83 79 89 88 87 86.5 93,5 68,7 81,8 87
HCM (pg) 27,4 24,7 29,2 29 24,8 30,4 29,5 19,4 254 27,6
CHCM (g/dL) 33,1 31,2 32,8 33 28,5 35,1 31,5 28,3 31,1 31.8
Li ub 2670 2800 2700 3100 2500 3400 2500 2400 1800 1600
il 680 100 100 200 200 900 500 500 200 400
ub 4260 4700 3000 4900 4400 5700 4600 4200 2000 2600
L b 7610 7700 5900 8200 7100 10000 7600 7100 4100 4600
322000 452000 267000 271000 272000 282000 382000 309000 294000 312000
CD144* CD31* CD45“™ CD133/puL 0.4 0,2 0.1 0 0.1 0.2 0.1 03 0.1 0
CD144* CD31* CD45“™ CD133*/uL 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CD146* CD31* CD45“™ CD133 /L 0,5 0,2 0,2 0.2 0.1 0.1 02 03 0.2 0.1
CD146* CD31* CD45“™ CD133*/uL 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
KDR* CD31* CD45%™ CD133/uL 0,3 0,5 0,2 0 0.1 0.1 03 0,2 0.1 0,05
KDR' CD31* CD45"™ CD133"/uL. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
KDR' CD34 CD45"™ CD133*/uL. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
KDR* CD34" CD45%™ CD1 33/pL 0,1 0 0,1 0 0 0 0 0 0.1 0
KDR' CD34* CD45"™ CD133"/uL. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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