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RESUMO

As complicacdes associadas a aterosclerose sdo as causas mais comum de
morte na populagcdo ocidental. O entendimento da aterosclerose como uma
doenca inflamatdria e a associagao da coagulagao com fenédmenos inflamatérios e
complicagdes da doenca arterial oferecem novas oportunidades de prevengao e
tratamento.

Estudos populacionais demonstraram que o risco de infarto agudo do
miocardio esta reduzido em 80% em homens hemofilicos A (HA) se comparados
com controles pareados em idade e sexo. No entanto, lesdes aterosclerdticas
iniciais foram identificadas em pequenos grupos de pacientes com coagulopatias
por estudo ultrassonografico de artérias carotida e femural de forma semelhante
aos controles pareados.

O objetivo deste estudo €& determinar o papel dos fatores VIII e IX da
coagulagcdo no desenvolvimento da doencga aterosclerdtica em dois diferentes
modelos animais de dilipidemia. Comparamos grupos de animais deficientes de
FVIII (HA) ou animais deficientes de FIX (HB) deficientes apoliproteina E (APOE-/-
) ou deficientes de receptores de lipoproteina de baixa densidade (LDLR-/-) com
animais hemostaticamente normais deficientes apenas de apoE (APOE-/-) ou de
LDLR (LDLR-/-). Todos animais da linhagem C57BI/6, pareados em sexo e idade.

Nossos resultados sugerem que o FVIII tem um papel protetor e tempo
dependente no desenvolvimento da aterosclerose nos animais deficientes de
apoE, independente dos seus elevados niveis de colesterol. No entanto, essa
protecao nao foi evidente nos animais LDLR-/-.

A deficiéncia severa do FIX (<1%) ndo protegeu contra o desenvolvimento da
aterosclerose. Surpreendentemente, estes animais apresentaram
significantemente mais lesdes nos periodos mais tardios nos dois modelos de
doenca aterosclerética utilizados. Os animais HB/APOE-/- apresentaram altos
indices de mortalidade a partir de 20 semanas do periodo de dieta. Os elevados
niveis de FIX nao influenciou o desenvolvimento da doencga arterial nos modelos

apoE, mas mostrou-se como fator de risco para trombose venosa.
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Este estudo demonstra que o FVIIl e o FIX tém papeis heterogéneos na evolugao
da aterosclerose, sugerindo participagcdo em mecanismos independentes ao da
coagulagao no desenvolvimento da doencga arterial, e novos estudos devem ser
realizados visando novas possibilidades terapéuticas também para os pacientes

hemofilicos de idade mais avangcada com risco de doencga cardiovasculares.
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SUMMARY

Complications of atherosclerosis are the most common causes of death in
Western societies. The knowledge that atherosclerosis is an inflammatory disease
and coagulation affects the disease’s complications offers new opportunities for
prevention and treatment. Population studies demonstrated that the risk for
myocardial infarction is reduced by 80% among hemophilia A (HA) men compared
to age and gender-matched controls. However, early atherosclerotic lesions were
readily identified in small cohorts of adults HA and hemophilia B (HB) by
ultrasonography of carotid and femoral arteries in a similar fashion to an age-
control male group.

Here we sought to determine the role of FVIIl and FIX on the development of
atherosclerosis in two different mouse models. We compared a group of FVIII
(HA) or FIX deficient mice (HB) lacking the low-density lipoprotein receptor (LDLR-
/-) or apolipoprotein E (APOE-/-) with hemostatically normal littermate controls
lacking either LDLR (LDLR-/-) or apoE (APOE-/-). All mice were on C57BI/6
background and all groups were matched for gender and age.

Our results suggest that FVIII has a protective and time dependent effect on
development of atherosclerosis in apoE deficient mice, independently of higher
cholesterol levels. Notably, FVIII deficiency did not influence the vascular disease
of LDLR-/- mice.

Severe FIX deficiency (<1% of normal) did not protect against the
development of atherosclerosis. Unexpectedly, the rates of lesions were higher at
late time points in the APOE-/- model. In addition, high levels of FIX was did not
influence the vascular disease in APOE-/- whereas venous thrombosis was
documented in 3/6 mice. Moreover, in the HB/APOE-/- model, the rates of
atherosclerosis were higher at week 22 and beyond this age these mice presented
high rates of mortality than controls.

These data demonstrate that FVIII and FIX play a rather heterogeneous role
in the development of atherosclerosis which suggest that there are coagulation

independent mechanisms in the development of vascular diseases.
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Further studies in hemophilia B subjects and carriers are warranted to define
the FIX effect on the onset and progression of occlusive vascular disease which
may raises concerns on the onset cardiovascular risks on an aging hemophilia

population.
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1. INTRODUGCAO

A aterosclerose € uma doencga vascular crénica, cujas lesdes iniciais podem
ser detectadas ainda no periodo fetal (Napoli et al, 1997). A patogénese da
aterosclerose € decorrente de reagdes celulares e moleculares especificas que
sdo melhores descritas, em conjunto, como uma doencga inflamatoéria. A doenga
ocorre principalmente nas artérias grandes e médias, € a oclusdo desses vasos

pode resultar no infarto do miocardio, isquemia vascular cerebral ou periférica.

A evolugcédo da doencga é heterogénea e resulta da interagdo entre fatores
hereditarios e adquiridos. O controle dos niveis de colesterol plasmatico e
mudangas no estilo de vida possibilitaram melhoras significativas na evolugéo e
profilaxia das complicagdes da aterosclerose, mas a doenga continua sendo a

principal causa de morte em paises desenvolvidos.

No Brasil, as doengas cardiovasculares sao as principais causas de morte
entre individuos acima de 60 anos de idade (47%), sendo que 28% sao devido a
doenca cardiovascular isquémica. Entre 1930 e 1980 a mortalidade associada a
doencas cardiovasculares cresceu de 12% para 31%, provavelmente refletindo o
aumento da sobrevida média da populagdo que repercute atualmente no
envelhecimento progressivo da populagdo brasileira. Duncan e colaboradores
(Duncan et al, 1992) demonstraram que as doengas vasculares estdo associadas
a elevada morbi-mortalidade mesmo entre individuos jovens, ou seja, a populagao
economicamente ativa. Assim, as doengas cardiovasculares associadas ao
envelhecimento progressivo da populagao e a inatividade precoce da populagao
economicamente ativa sao fatores que interferem no desenvolvimento econémico

do pais.

O tratamento das complicagcdes vasculares decorrentes da aterosclerose
consiste basicamente na remocgdo da obstrucdo vascular por catéteres ou
cirurgias, na implantacdo de bypass bioldégicos ou metalicos e, na terapia
antiplaquetaria e/ou anticoagulante. Dessa forma, o acesso ao tratamento

7

especializado é limitado em virtude do alto custo e da complexidade dos
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procedimentos e, dessa forma, amplia as consequéncias desfavoraveis das

doencas vasculares oclusivas.

O reconhecimento de fatores de risco para o desenvolvimento de doenga
oclusiva arterial visando tanto o tratamento como a orientagdo para programas de
prevencdo sdo fundamentais no controle dessa patologia. Nesse sentido, a
identificacdo do tabagismo (como risco) e o uso da aspirina (como prevengao) sao
exemplos do beneficio de tal investigagdo. Entretanto a complexidade dessa
patologia pode ser apreciada pela heterogeneidade de fatores de risco
identificados em estudos clinico epidemioldgicos. Os fatores identificados em
programas de seguimento de trés décadas foram: idade, sexo masculino, historia
familiar de doencga arterial oclusiva, dislipidemia, tabagismo, hipertensao arterial

sistémica, diabetes mellitus, sedentarismo e a obesidade (Kannel et al, 1976).

O evento isquémico agudo do miocardio, cerebral ou periférico é resultante
de dois processos. Inicialmente o desenvolvimento crbénico e lento da placa
aterosclerética, sobre a qual a formagédo de trombo oclusivo origina a isquemia
tecidual. Enquanto é frequente relacionar a hipercoagulabilidade crénica
sanguinea ao desenvolvimento do trombo sobre a placa aterosclerética como o
evento final para oclusdo arterial aguda, esse estudo focaliza o efeito da

hipocoagulabilidade crénica no desenvolvimento da aterosclerose.

1.1 - Fisiopatologia da aterosclerose

Do ponto de vista clinico-patolégico, a aterosclerose compreende
basicamente 4 etapas: 1) inicia-se com uma disfungao endotelial, caracterizada
pela perda da integridade vascular, levando a adesédo e aumento da
permeabilidade e migragdo para a parede vascular, de lipoproteinas e células. A
partir dessa alteracdo da fungdo endotelial, ha evolugéo para a 2) lesao inicial,
denominada fatty streak, caracterizada pela presenca de macrofagos ricos em
lipideos e linfocitos T na camada intima da parede arterial; 3) les&do intermediaria,

composta de camadas de células de musculo liso e macréfagos; e, finalmente, 4)
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a evolugdo para estagio avangado, denominado placa fibrotica, composta por
tecido conectivo denso, células musculares lisas e um composto de lipidios e

tecido necroético (Ross, 1998).

Na fase inicial da aterosclerose ocorre leséo funcional do endotélio, até entéao
intacto. Posteriormente, ha aumento da permeabilidade e ativagdo endotelial com
efluxo de macromoléculas plasmaticas para a intima e recrutamento de monaocitos.
Lipoproteinas de baixa densidade (LDL) sdo depositadas na intima, oxidadas
(oxLDL) e endocitadas por macréfagos, dando origem as chamadas células
espumosas (foam cells). Simultdnea ou subsequentemente ha proliferagdo das
células de musculo liso da camada intima e secre¢ao de matriz abundante em

colageno, formando uma lesdo elevada na intima, que € a placa aterosclerdtica

madura. Nesta fase formam-se na intima areas lipidicas desnudas, acelulares,
secundarias a necrose de células espumosas que infiltraram a placa, que serao

cobertas por uma capa fibrosa, contendo células musculares lisas e colageno.

Num estagio final, na superficie da placa madura ha evidéncias de formagéao
de trombo, com deposicao de fibrina e plaquetas. A incorporacdo de microtrombos
e os fatores de crescimento derivados do trombo ou das plaquetas parecem ter
um papel significativo na progressdo do componente esclerético da placa

relacionado as células musculares lisas.

Mondcitos e macrofagos sdo capazes de degradar a matriz extracelular por
fagocitose ou por secregdo de enzimas proteoliticas, como ativadores do
plasminogénio e metaloproteinases, que podem afilar a capa fibrosa da placa
aterosclerdtica, predispondo-a a rutura. As placas rotas contém menos colageno
que as placas intactas e sua resisténcia ténsil € menor. Os principais
determinantes da desestabilizagdo e do risco de rutura da placa parecem ser seu
tamanho, sua espessura e a densidade de macréfagos (Davies et al, 1993;
Moreno et al, 1994), e processos inflamatérios locais, com ativagado de macréfagos

que também participam desse processo (van der Wal et al, 1994).
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Figura 1: Fases do desenvolvimento da placa aterosclerdtica. a) Disfungao
endotelial; b) Leséo inicial (“fatty streak”); c) Lesao avangada; d) Placa instavel
(Ross R. NEJM; 1998)

1.2 - Fisiologia da Coagulagado Sanguinea

O ponto central na hemostasia sanguinea € o controle da geragdao de
trombina, uma protease essencial que ativa as plaquetas e cliva o fibrinogénio
para a formacdo do coagulo sanguineo (funcédo pré-coagulante). A geragao de
trombina, didaticamente dividida em vias intrinseca e extrinseca, € desencadeada

pela exposicao do fator tecidual (FT), apds injuria vascular, exposigdo de
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superficies celulares ou microparticulas, e sua ligagdo com o fator VIl ativado
(FVlla). O complexo FT/FVlla ativa o fator X (FX), que na presenca do fator V
ativado (FVa), do ion Ca’ e de fosfolipideo, formam o complexo protrombinase,
cujo substrato € a protrombina. Além disso, o complexo FT/FVlla também ativa o
fator IX. A decorréncia direta da agdo do complexo protrombinase é a geracao de
trombina. Esse conjunto de reacgdes constitui a fase de iniciagdo da coagulagao,
em que pequenas quantidades de trombina sdo geradas. Em seguida essa
trombina, ainda em concentracbées menores do que aquelas necessarias para a
formacdo de um coagulo, atua sobre outros substratos, amplificando sua prépria
geracédo. Esse conjunto de reagdes inclui: (1) ativagdo do fator XI; (2) ativagao dos
co-fatores V e VIII; (3) ativagcado de plaquetas; (4) ativagdo do fibrinogénio em
fibrina, e € conhecido como fase de amplificacao. Em decorréncia das reagdes da
fase de amplificagdo, ocorre um aumento rapido da quantidade de trombina
gerada no sistema, levando a formacao e propagac¢ao do coagulo. Nessa fase a
fibrina é estabilizada pela agcdo do FXIllla, cuja ativagdo também é dependente da

trombina.

Assim, os fatores VIl e IX sdo fundamentais para que quantidades ideais de
trombina sejam geradas para a formacdo de coagulos estaveis. O complexo
FVllla/FIXa liga-se a superficie plaquetaria e faz-se essencial para sua ativagéo e
geracgao de trombina. Essa importancia é ilustrada pelo fendtipo caracteristico das
hemofilias A e B. As deficiéncias isoladas dos fatores VIII (hemofilia A) ou IX
(hemofilia B) levam a reduc¢do de trombina na ordem de 50.000 a 100.000 vezes
do normal. Esses individuos apresentam sangramentos espontaneos em
cavidades, tecidos moles e intra-articulares, quando a atividade residual dos

fatores VIII ou IX é inferior a 1% daquela determinada no plasma normal.
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Figura 2: Esquema das vias de ativagéo e inativagdo da coagulagéo

Em paralelo a essas reagdes, trés sistemas anticoagulantes sdo ativados. O
primeiro deles € o inibidor da via do FT (TFPI ou tissue factor pathway inibitor) que
forma um complexo inibitério quando ha formacgao do FT/FVlla/FXa ainda na fase
de iniciacdo (Lu et al, 2004). Outro € o da antitrombina (AT), que € um inibidor
primario da trombina, mas também atua inibindo outras proteinas da coagulagao
como o FIXa, Xa e Xla. Destaca-se, finalmente, o sistema da proteina C ativada
(PCa), cuja ativagdo é desencadeada pela interacdo da trombina com a
trombomodulina, seu receptor, localizado nas células endoteliais. A ativagdo da
proteina C é feita pelo complexo trombina-trombomodulina e depende da
presenca de proteina C na superficie endotelial, através de sua ligagdo com o
receptor endotelial para proteina C (EPCR) conforme ilustra a figura 3. A agao
anticoagulante da Proteina C ativada (PCa) é baseada em sua agao proteolitica,

com a clivagem em sitios especificos dos fatores Va e Vllla, inativando-os. Sua
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acao depende ainda da presenca de seus co-fatores, lipides e proteinas, como a
Proteina S (PS), fator V, lipoproteinas de alta densidade (HDL) e fosfolipides

anionicos.

Inativagao

Fval FVviia

o Ativacao
. PC Pca
i 4 ] i
] R
Qo eocoonoli e o aoeaaey
LU L LA AL L
LT “:“‘_:“WLM )

TM: trombomodulina; PC: proteina C; PCa: proteina C ativada,
Flla: trombina; EPCR: recptor endotelial da proteina C; PAR-
1: receptor de protease ativada 1; FVa: fator V ativado; FVIlla:
fator VIII ativado.

Figura 3: Esquema de ativagédo da PCa,atraveés de seus receptores EPCR e TM e
PAR-1

1.3 - Efeitos celulares da trombina e da PCa

Nos ultimos anos foram demonstradas importantes agées de elementos da
coagulagdo em outros processos organicos que nao a hemostasia, com destaque
para a trombina. Essas acgdes, coletivamente referidas como efeitos celulares da
trombina, sdo mediadas por sua ligagcdo com receptores ativados por protease

(PAR) presentes em células endoteliais, cuja ativacdo desencadeia uma série de
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efeitos independentes da coagulagédo, tais como indugdo de angiogénese e

ativagao de vias pro-inflamatorias.

A PCa também apresenta efeitos celulares independentes da coagulagao,
mediados em parte pela ligagdo a receptores PAR-1. Através dessas vias, a PCa
exerce multiplos efeitos citoprotetores, como ag¢des anti-inflamatorias, atividade
anti-apoptotica, controle de expressédo génica e protegdo da fungdo endotelial de
barreira (Mosnier et al, 2007).

Inicialmente presumiu-se que o beneficio anti-inflamatério conferido pela PCa
era decorrente de sua agédo na regulagcdo da geragdo da trombina. No entanto,
esse efeito € ilustrado pelo fato da PCa ter sido o unico anticoagulante natural a
apresentar efeito benéfico sobre a mortalidade de pacientes com sepse grave
(Bernard et al, 2001; Warren et al, 2003; Warren et al, 2001). Outros estudos em
murinos também evidenciaram essa acao anti-inflamatoéria da PCa independente
da sua agao anticoagulante, com ag¢des neuro-protetoras (Cheng et al, 2003 ), e
protecdo em processos infecciosos graves (sepse) com redugdo de mortalidade
(Kerschen et al, 2005 e 2006; Mosnier et al, 2004). O estudo PROWESS (Protein
C Evaluation in Severe Sepsis) foi o primeiro trabalho a demonstrar uma
significativa redugdo da mortalidade associada a sepse com uso da PCa, o que
nao foi obtido quando utilizados outros anticoagulantes como o TFPI e a AT. Mais
recentemente, estudos utilizando variantes da proteina C modificadas
geneticamente, sem o dominio anticoagulante, reforcaram a segregacédo desses
efeitos (Mosnier et al, 2004).

14 - Interagcdo entre hemostasia e doenca arterial oclusiva

cardiovascular

A interacdo entre hemostasia e doencga arterial oclusiva ja foi testada pela
avaliagao dos niveis plasmaticos das proteinas da coagulagao e sua relagdo com
a doenca arterial oclusiva. Dentre os marcadores de risco para doenca arterial

associados a coagulagao, o fibrinogénio parece ser o mais importante, como
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ilustrado pelos dados do estudo Framinghan (Stec et al, 2000). Os niveis de
fibrinogénio estao diretamente relacionados a outros fatores de risco para doenga
cardiovascular, como idade, indice de massa corporal, diabetes mellitus,
colesterol, triglicérides e tabagismo. Essa correlagdo com os fendmenos oclusivos
arteriais pode estar associada a sua agao na produgao de fibrina, na agregagao
plaquetaria e também porque € um marcador de fase aguda, que se eleva nos

estados inflamatoérios.

Outro marcador de coagulagao frequentemente associado aos fenbmenos
arteriais agudos s&o os fragmentos D-dimeros de fibrina, relacionados tanto com a
gravidade como com o risco de recorréncia das complica¢des oclusivas (Lee et al,
1995; Danesh et al, 2001). Sua dosagem tem sido utilizada como um marcador
independente da doencga cardiovascular, assim como a proteina C reativa (Lowe et
al, 2004).

Em geral, os estudos realizados para a correlagao entre hipercoagulabilidade
e o desenvolvimento de doencga aterosclerética relacionam a hipercoagulabilidade
ao evento isquémico final, ou seja, ao infarto agudo do miocardio e a isquemia
cerebral ou periférica, sendo raros os estudos que correlacionam a
hipercoagulabilidade com a gravidade das lesdes ateroscleroticas. Um fator
limitante desse tipo de estudo é a heterogeneidade das populagdes estudadas
quanto a presenca de outros fatores de risco para doenca ateroscleroética, além do
fato de habitos e estilo de vida ser constantemente modificados ao longo do
periodo de observagdo. Assim, mesmo estudos prospectivos de longo periodo de
observagado, como o estudo Framingham, apresentam limitagdes para avaliagao

do efeito isolado de fatores da coagulagao na progressao da aterosclerose.

Uma outra estratégia para avaliagdo da interagdo entre coagulagdo e
aterogénese é o0 estudo do efeito de polimorfismos associados a
hipercoagulabilidade sobre o risco da doenga arterial oclusiva. Embora a
descoberta desses polimorfismos tenha gerado grande entusiasmo na
investigacao de pacientes com tromboembolismo venoso, 0 mesmo n&o ocorreu

no estudo da doenga arterial oclusiva (Lane et al, 2000).
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Dentre os estudos epidemioldgicos, alguns foram realizados associando a
elevagdo dos niveis de fatores pro-coagulantes as doencgas arteriais oclusivas,
como o FVIII (Gorog et al, 1998; Roosendal et al, 1992 e Pan et al, 1997), IX e XI
(Minnema et al, 2000) ou Xl (Cooper et al, 2000). Outros estudos associam ainda
a diminuic&o da atividade fibrinolitica ao desenvolvimento da doenga arterial, como
a elevagao da atividade do inibidor do ativador do plaminogénio (PAI-1) (Yamada
et al, 2002)

Em resumo, o aumento da atividade coagulante e sua relagdo com a doencga
arterial oclusiva ainda permanece controverso, sendo indefinido se as alteragdes
detectadas em estudos epidemioldgicos devem ser consideradas causas ou

meramente indicadores de risco.

1.4.1 - Interacdao entre hipocoagulabilidade e doenga arterial oclusiva

cardiovascular

Duas situagdes clinicas associadas a hipocoagulabilidade sanguinea devem
ser consideradas na analise da influéncia da coagulagdo no desenvolvimento da
doenca arterial oclusiva: (1) o impacto benéfico do uso de anticoagulantes sobre a
mortalidade aguda e tardia do infarto do miocardio, e (2) a baixa incidéncia de
doenca arterial oclusiva em pacientes com deficiéncias hereditarias dos fatores de

coagulagao.

A hemofilia € a coagulopatia hereditaria mais frequente em homens e, dessa
forma, possibilita determinar o papel dos fatores VIl (hemofilia A) e IX (hemdfilia
B) no desenvolvimento das complicagbes vasculares da aterosclerose, justamente

no grupo de individuos de maior risco.

Em estudo publicado em 1989 sobre mortalidade e causas de 6Obito em
hemofilicos na Holanda, Rosendaal e colaboradores, sugeriram que a mortalidade
por doenga isquémica coronariana em hemofilicos € menor que na populagdo em

geral (Rosendaal et al, 1989). Posteriormente, esta hipétese foi confirmada com
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um estudo comparativo de fatores de risco para doenga coronariana isquémica
entre hemofilicos e a populacado geral (Rosendaal et al, 1990). Em estudo mais
recente, em que foram avaliadas a mortalidade e a expectativa de vida dos
hemofilicos n&o infectados por HIV no Reino Unido (Darby et al, 2007), novamente
evidenciou-se a reducdo do numero de mortes por isquemia coronaria nesse
grupo de pacientes (38%) em comparacdo com a populacdo geral (62%). E
interessante que a protegdo encontrada nos portadores de hemofilia (36%) foi

semelhante a dos pacientes hemofilicos (Sramek et al, 2003).

No estudo publicado por Rosendaal (Rosendaal et al, 1990), é interessante
lembrar que a redugdo da doencga coronariana nos pacientes hemofilicos n&o foi
atribuida a diferencas nos fatores de risco, como colesterol ou pressao arterial,
sugerindo que essa protecao estivesse de alguma forma associada a algum

aspecto especifico da hemofilia.

Algumas hipoteses tém sido sugeridas para explicar essa baixa incidéncia,
entre elas (1) a menor sobrevida desses pacientes, o que limitaria a ocorréncia de
eventos arteriais oclusivos; (2) a menor capacidade de geragdo de trombina,
limitando a formag&o de trombos sobre a placa; ou (3) mecanismos ainda
desconhecidos que protegeriam esses pacientes do desenvolvimento da doenga

aterosclerdtica.

1.4.2 - Evidéncias clinicas da associagao entre hipocoagulabilidade e o

desenvolvimento da aterosclerose

Conforme mencionado anteriormente, poucos estudos correlacionaram o
desenvolvimento da aterosclerose (e ndo a complicagéo trombdtica) aos fatores
da coagulagdo. Analisando um grupo limitado de pacientes com hemofilia A
juntamente com pacientes portadores de outras coagulopatias, Smarek e
colaboradores (Smarek et al, 2001) demonstraram que a deficiéncia de fator VIII

nao influenciou o desenvolvimento do espessamento da parede vascular arterial
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carotideana ou femural. Embora interessante, o estudo apresenta limitacoes
significativas quanto a selecdo de pacientes, métodos indiretos de avaliagado da
doenga vascular (ultrassonograficos), heterogeneidade nos niveis residuais de
FVIII e representacao limitada de hemofilicos (n=8). Outro estudo (Birola et al,
2006), utilizando a mesma metodologia, mas avaliando os troncos das artérias
carétida e femural, artéria braquial e aorta abdominal, e com um numero maior de
pacientes somente com diagnoéstico de hemofilia A (n=50) encontrou resultados
diferentes. Nesse estudo demonstrou-se que a espessura da média/intima dessas
artérias estava significativamente menor em hemofilicos A do que no grupo
controle pareado. Os autores concluiram que a hemofilia A protege contra o
desenvolvimento da aterosclerose assintomatica. E interessante ressaltar que
estudos sistematicos de avaliacdo de doenca arterial, em separado para Hemcfilia

B, ainda nao foram publicados até o momento.

1.5 - Modelos animais para estudo de aterosclerose

Alguns modelos animais sao utilizados no estudo da doencga aterosclerotica,
como primatas, suinos, coelhos, hamsters e pombos. O modelo murino é o mais
utiizado para o estudo fisiopatogénico da aterosclerose, pois (1) tem alta
reprodutividade com gestacdo de apenas 21 dias, possibilitando a realizagao de
estudos que necessitam de grande numero de animais; (2) existem modelos

animais desenvolvidos pela técnica de knockout génico.

Em meados dos anos 80, foi introduzida a utilizacdo de animais
geneticamente modificados como modelos para reprodugdo da doenga
ateroscledtica, na tentativa de compreender seus mecanismos de iniciagdo e
progressao (Paigen et al, 1987; Armstrong et al, 1990; Breslow, 1993). Esses
animais mostram-se uteis ndo s6 no estudo das influéncias do meio, horménios ou
drogas no desenvolvimento da doenga aterosclerética, como também permitem o
estudo de eventos moleculares, assim como, de fatores relacionados a

hemostasia, permitindo de maneira mais satisfatoria o estudo in vivo das
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interagdes entre os diferentes mecanismos (celulares e plasmaticos) envolvidos na

aterogénese.

1.5.1 — Camundongos deficientes de apolipoproteina E

A apolipoproteina E (apoE) € uma das dez apolipoproteinas que mediam o
metabolismo das particulas lipoproteicas. E sintetizada principalmente no figado,
mas também em outros tecidos, como no cérebro (principal sitio de expressao,

depois do figado) e em menores niveis, na adrenal, testiculos e ovarios.

Em humanos, € uma glicoproteina de 34kd presente no plasma com
concentragao entre 3 a 5 mg/dl. A apoE e suas isoformas assim como seus

defeitos genéticos sao relacionados a dislipidemias e doencga arterial.

A apoE age como um ligante para o receptor das lipoproteinas de baixa
densidade (LPR) e é crucial tanto para a remogao direta das lipoproteinas de
densidade intermediaria (IDL), como para sua conversdao em particulas

lipoprotéicas menores (LDL).

Além do transporte e clearance das lipoproteinas, a apoE também tem
mostrado importante papel no transporte reverso do colesterol, distribuicdo de
colesterol entre os tecidos, imunorregulacao, proliferacao e diferenciagao celular
(Mahley et al, 1988).

Em humanos, a deficiéncia da apoE gera acumulo de IDL e quilomicrons,
levando a um quadro de hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia, com acumulo
das pB-VLDL, que sao aterogénicas, numa condigdo conhecida como
disbetalipoproteinemia (ou hiperlipoproteinemia tipo Ill), caracterizada por
desenvolvimento precoce de doencga aterosclerética e aparecimento de xantomas

planares (Ghiselli et al; 1981).

Em 1992, camundongos da linhagem C57BL/6, deficientes em

apolipoproteina E (APOE-/-) e gerados por recombinagdo homdloga de células
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primordiais embrionarias, mostraram desenvolver hipercolesterolemia grave e
lesbes ateroscleréticas precocemente, com caracteristicas e distribuicdo
semelhantes as encontradas em humanos (Plump et al, 1992; Zhang et al,1992,
Nakashima et al, 1994). Esses animais desenvolveram ndo apenas lesbes de
gordura, mas também placas de fibrose em sitios vasculares tipicamente afetados
em humanos, como na base da aorta, na curvatura da aorta toracica, nas
cardtidas e suas ramificagdes, nas artérias intercostais, mesentéricas, renais,
iliacas e ainda coronarias, femorais, subclavias e braquiocefalicas. Essas lesdes
mostraram ter inicio no animal com 5 a 6 semanas de idade, com a adeséo de
monaocitos ao endotélio nas lesdes elevadas e migracéo transendotelial. Com 10
semanas iniciam-se as lesbes com deposicdo de gordura e com 15 semanas
aparecem lesdes intermediarias, com células espumosas e de musculo liso. As
placas fibrosas aparecem depois de 20 semanas e consistem em uma area
necrética coberta por uma capa fibrosa e células musculares lisas, circundadas
por fibras elasticas e colageno, e, nos animais mais velhos, ha progressao das
placas fibrosas. Em algumas lesbes avangadas ocorre destruicdo de algumas
células mediais, com formacdo de aneurismas e, em outras, pode ocorrer
calcificagbes no tecido fibrético. Pode haver ainda intensa fibro-proliferacdo com
obstrucdo do lumen e oclusdo de vasos. Surpreendentemente raramente sao
encontradas nesses animais lesdes caracterizadas por trombose (Calara et al,
2001).

Quando mantidos sob dieta padrédo (baixos niveis de gordura), os niveis de
colesterol plasmatico variaram em torno de 494 + 95 mg/dl, comparado com niveis
de 60 £ 20 mg/dl dos animais controle mantidos sob mesma dieta. Entretanto, os
niveis de triglicerideos apresentaram apenas discreta elevagdo em relagdo aos
controles (110mg/dl versus 64mg/dl dos controles). Quando submetidos a uma
dieta mais similar a dieta humana (tipo Western, com 21% de gordura e 0,15% de
colesterol), os niveis de colesterol elevaram-se ainda mais, variando de 1831 %
395 mg/dl, comparado com 132 + 18 mg/dl dos controles submetidos a mesma
dieta, mantendo, ainda, apenas um discreto aumento de triglicerideos (107 + 24
mg/dl versus 80 + 29 mg/dl dos controles). Através de estudo cromatografico foi
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identificado que esse aumento de colesterol se dava principalmente pelas fragdes
de VLDL e IDL. E interessante ressaltar que esses resultados foram obtidos com
animais homozigotos para a deficiéncia, sendo que os animais heterozigotos, em
contrapartida, nao apresentaram diferencas significativas nos niveis de lipides ou

lipoproteinas, mesmo quando submetidos a dieta tipo Western (Plump et al, 1992).

Além da elevacgdo acentuada dos niveis de colesterol, esses animais, quando
submetidos a dieta Western, desenvolvem lesbes pelo menos 3 vezes mais

extensas do que quando mantidos em dieta padréo (Zhang et al, 1992).

Assim, os animais deficientes em apoE mostraram-se um bom modelo para
representar a doencga aterosclerética humana, tanto pela localizagdo como pelas
caracteristicas das lesdes e tém sido amplamente utilizados em estudos

experimentais para doenca aterosclerotica.

1.5.2 — Camundongos deficientes dos receptores de lipoproteina de

baixa densidade

Os receptores de lipoproteina de baixa densidade (LDLR), assim como os
LDLR-proteina relacionada (LRP), sdo membros da mesma “familia” de receptores
endociticos. Os LDLR tém papel fundamental no metabolismo de colesterol,
através da endocitose de lipoproteinas. Esse processo € dependente da alta
afinidade entre os LDLR e suas proteinas ligantes, a apolipoproteina E e a apoB-
100, ambas presentes nas superficies das particulas de lipoproteinas plasmaticas
(Browm et al, 1986; Willnow et al, 1999). Alteracbes no gene LDLR estéo
associadas ao diagnostico da hipercolesterolemia familiar, doenga caracterizada
pela elevacédo da concentragao do colesterol plasmatico (principalmente da fragao

LDL) e elevado risco de aterosclerose e doenga coronariana (Francke et al, 1984).

Em 1994, Ishibashi e colaboradores, através de recombinagdo homologa de
células primordiais embrionarias, desenvolveram camundongos da linhagem

C57BL/6, deficientes de receptores de lipoproteinas de baixa densidade (LDLR-/-),
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que manifestam com diminuicdo do clearance de VLDL, lipoproteinas de
densidade intermediaria (IDL) e de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) do
plasma (Ishibashi et al, 1994). Como resultado, os niveis de colesterol plasmatico
total de 108mg/dl nos animais sem a deficiéncia elevam-se para 236mg/dl nos
animais deficientes dos receptores, com aumento de sete a nove vezes nos niveis
de IDL e LDL. No entanto, os animais adultos deficientes ndo exibem xantomatose
como se observa em humanos com hipercolesterolemia familiar e a extensao da

doenca aterosclerética na aorta é pequena.

Porém, esses animais, quando submetidos a uma dieta aterogénica
(contendo  1,25% de colesterol), desenvolveram  hipercolesterolemia
(principalmente por acumulo de LDL e IDL) e doencga aterosclerética. E, por um
periodo mais prolongado sob a dieta, desenvolvem lesbes avangadas com
presenca de fibrose e calcificagcdo, como encontrado em humanos (Breslow et al,
1993).

Esses animais mostraram-se, entdo, quando submetidos a dieta aterogénica,
um bom modelo para estudos da doenca aterosclerética humana, sendo também

frequentemente utilizados nos trabalhos com esses objetivos.

1.6 - Modelos animais de coagulagao

Para utilizacdo em estudos experimentais, apenas cachorros apresentam
mutagdes espontaneas relacionadas a hemofilia. O desenvolvimento de
camundongos deficientes em FVIII ou FIX por knockout génico permite a
investigacao in vivo das fungdes desses fatores. De maneira geral, esses animais
mimetizam a doenca hemorragica em humanos, apresentam heranca ligada ao
cromosssomo X e reproduzem-se normalmente. Talvez a grande diferenga, que
oferece vantagens sobre a doenga em humanos, é que as fémeas homozigotas
para o gene deficiente ndo apresentam maior sangramento vaginal ou uterino

durante o parto. Existe mortalidade maior entre os fetos do sexo masculino do que
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do feminino, no entanto, nenhuma anormalidade do desenvolvimento foi
observada. O desenvolvimento de hemartroses, sangramentos intracavitarios, ou
sangramentos pés procedimentos cirurgicos sao exemplos da semelhangca com a
doenga em humanos. Os reagentes laboratoriais disponiveis para a analise do
plasma humano podem ser facilmente adaptados para amostras murinas e, assim,
oferecer confirmagédo diagnostica correta, além da avaliagdo molecular do

gendtipo.

Habitualmente esses animais apresentam sangramentos espontaneos intra-
articulares ou subcutaneos, entretanto a sobrevida é longa (~18 a 24 meses), o
suficiente para realizagdo de experimentos que necessitam de longos periodos de
observacdo. Esses animais tém sido amplamente utilizados em estudos

experimentais de hemofilia, especialmente em terapia génica.

1.6.1 — Camundongos com hemofilia A

Para a hemofilia A, dois modelos murinos foram criados através de delecdes
isoladas dos exéns 16 ou 17 do gene do FVIIl. Em 1995, Bi e colaboradores
desenvolveram modelos murinos deficientes em fator VIII (fator VIII knockout), por
inser¢cdo de um neo gene na porgao 3’ terminal do exon 16 e exon 17 do gene do
fator VIII (Bi et al, 1995). Esses animais comprovadamente nao tém atividade
plasmatica de FVIII, mas tém boa reprodutividade, n&o apresentam sangramentos

espontaneos, além de terem boa sobrevida.

Até o momento, nido ha disponibilidade de animais com delecéo ou inversao
total do gene do FVIII (o que representaria mais fidedignamente a mutagdo mais

comum em humanos).
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1.6.2 - Camundongos com hemofilia B

Por outro lado, trés modelos de grandes delegdes do gene do FIX foram
gerados, por laboratérios distintos e com semelhangas quanto ao fendtipo e
caracteristicas reprodutivas (Lin et al, 1997; Huig-Feng et al 1997; Kung et al,
1998).

Em 1997, utilizando-se de método “plug-socket’ de manipulagdo de genes,
Lin e colaboradores desenvolveram um modelo murino deficiente de FIX (fator IX
“knockout’), substituindo o promotor do exon 3 do gene do fator IX pelo
neoAHPRT, que é um gene funcional mais o minigene parcialmente deletado da
hipoxixantina fosforibosil transferase. Em estudo posterior, Kung e colaboradores
demonstraram sucesso na utilizagdo de camundongos da linhagem C57BI/6
deficientes em FIX em seus experimentos, com corregdo do tempo de
tromboplastina parcial ativado (TTPa) e dos sintomas hemorragicos, utilizando

fator IX purificado de plasma humano (Kung et al, 1998).

Tanto os animais FVIII knockout, como os FIX knockout, ndo mostraram

atividade coagulante residual do fator deficiente, demonstradas pelo TTPa.

1.5.3 — Camundongos com hiper-expressao de Fator IX

Em 2004, Sabatino e colaboradores (Sabatino et al, 2004) publicaram um
artigo no qual descreveram novos modelos murinos para hemofilia B, com
diferentes mutag¢des no gene do FIX, refletindo os diferentes tipos de mutacgdes
que causam a doenga em humanos. Eles desenvolveram camundongos
transgénicos expressando tanto fator IX humano (hFIX), como variantes do FIX.
Esses animais abriram uma nova opg¢ao para estudos experimentais em busca de

novas abordagens terapéuticas para hemofilia.

Assim, estudos em qualquer um desses modelos sao representativos da
doenca em humanos. Embora modelos para deficiéncias de outros fatores da

coagulagao tenham sido desenvolvidos, a maioria deles apresenta elevada
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mortalidade intra-utero ou neonatal, o que inviabiliza o estudo in vivo em

homozigotos (Sun et al, 1998).

1.7 - Importancia de estudos in vivo para a avaliagao do papel de

proteinas da coagulagao na aterogénese

Estudos utilizando modelos animais, em que genes criticos para a
coagulagcdo sanguinea normal ou metabolismo lipidico foram inativados por
técnicas de DNA recombinante, oferecem uma oportunidade de investigagao
fisiopatoldgica in vivo do papel de proteinas da coagulacéo na fisiopatogénese das
doencas arteriais oclusivas. Enquanto a caracterizagcdo funcional de varias
proteinas animais normais ou mutantes pode ser facilmente explorada por
métodos in vitro, a interagdo de proteinas em sistemas complexos como a
coagulagao e o sistema vascular ndo sdo adequadamente avaliados em métodos
ex vivo. Além disso, a natureza crénica da doenca aterosclerética sé pode ser
mimetizada em animais nos quais a modulacao de fatores pré e contra o processo

vascular degenerativo possa ser adequadamente avaliada.

1.8 - Resultados de estudos em modelos animais sobre o papel da

hemostasia na aterogénese

Varios cruzamentos entre modelos animais de aterosclerose com modelos
animais de alteracbes da hemostasia ja foram publicados, como os citados na
tabela 1. Observamos que em diferentes modelos, a coagulagao parece interferir
no processo de aterosclerose. Em modelos de hipocoagulidade (como, por
exemplo, deficientes de fator de von Willebrand ou deficientes de PAI-1), esses
animais mostraram reducdo das lesdes, principalmente nos pontos onde a
coagulacao parece mais ativada (bifurcacdes e turbilhonamentos), com influéncia

nao sO na presenca das lesdes, mas ainda no tempo para seu aparecimento e nas
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suas caracteristicas. Em estudo realizado com animais com hipercoagulabilidade
(deficientes em plasminogénio ou com presencga do fator V de Leiden) alteragbes
na evolucédo das lesbes também foram observadas, com aumento das lesbées na
intima.

Esses estudos tém demonstrado, de forma cada vez mais clara, a existéncia
de interagcdes entre diversos mecanismos para o desenvolvimento da doencga
aterosclerética. E sao fundamentais tanto para o entendimento dos seus diferentes

mecanismos como para a elaboracado de novas frentes terapéuticas.
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Tabela 1: Estudos de modelos

animais com hipocoagulabilidade sanguinea e

aterosclerose
Genoétipo Fenotipo Modelo | Linhagem Dieta Evolugao Referéncia
doencga Animal
arterial
FVvW (-/-) sangramento | Defic LDL- | C57BI/6 Aterogénica | | das lesbes fatty Methia, 2001
R (Colesterol | streak
1,25%) | lesdes fibrosas
precoces
sem alteragdes no
tamanho das lesdes
FVW (-/-) sangramento | Defic apoE | C57BI/6 Normal | lesdes Methia, 2001
(padrao) fibrogordurosas
precoces
| lesdes em pontos
de bifurcagdes (fluxo
alterado)
Fibrinogénio sangramento | Defic apoE | C57BI/6 Normal Sem diferengas no | Xiao, 1998
(-/-) (padrao) tamanho e
complexidade das
lesbes
Fibrinogénio (-/-) | sangramento | Defic de C57BL/6 — | Dieta | apoA nas lesbes Lou, 1998
apoA 6SJL aterogénica | | lesbes (tipo fatty
(colesterol | streak)
1,25%)
PAI-1 (-/-) sangramento | Defic apoE | C57BL/6 Normal Protegdo contra Eitzman,
(padréo) e | aterosclerose em 2000
Western bifuracagao de
carotidas (fluxo com
turbuléncia)
Plasminogé-nio |trombose Defic apoE | Hibrido Normal Aceleragéo das Xiao, 1997
(-/-) (129/NIH (padrao) lesGes em intima
Black
Swiss/C57
BL/6)
Fator V de trombose Defic apoE | C57BL/6 Normal 1 das lesbes na dieta | Eitzman,
Leiden (-/- e +/-) (padrdo) e | normal. 2005
Western Inalterado com a
dieta Western

FvW: Fator de von Willebrand; LDLR: receptor de lipoproteinas de baixa densidade;
apoE: aPOLIPOPROTEINA E; PAI-1: INIBIDOR DO ATIVADOR DO PLASMINOGENIO-1
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo determinar a participagado dos fatores VIlI

e |IX da coagulagédo na iniciagao e progressao da doencga aterosclerdtica, através

do uso de modelos animais com diferentes niveis destas proteinas e de dois

modelos distintos de doencga ateroscleroética (deficientes de apoE ou de LDLR).

2.2 — Objetivos especificos

a)

b)

d)

f)

Implantar e padronizar técnicas de manipulagdo de modelos animais no
laboratorio de hemostasia do Hemocentro/Unicamp;

Formacdo de colbnias de camundongos da linhagem C57BI/6
hemofilicos A ou B, deficientes de apoE ou de LDLR com confirmacgao
molecular do genotipo;

Avaliar o impacto da deficiéncia dos fatores VIl e IX da coagulagéo no
metabolismo do colesterol dos modelos animais de doenca arterial,
quando submetidos a dieta hipercolesterolémica;

Avaliar o impacto da deficiéncia dos fatores VIII e IX na evolugéo da
doenca aterosclerdtica de animais deficientes de apoE ou LDLR, por
quantificagdo de lesdes em dois sitios distintos;

Caracterizar  histologicamente as lesdes ateroscleréticas por
imunohistoquimica e coloragdes especificas;

Avaliar a influéncia da hiper expressdo do FIX na aterogénese do

modelo deficiente de apoE
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Modelos animais

Nossas matrizes dos modelos de aterosclerose foram gentilmente doadas
pela Profa. Dra. Helena de Oliveira, do Departamento de Fisiologia do Instituto de
Biologia da Unicamp (animais deficientes de LDLR) e pelo Prof. Dr. Eder Quintao,
do Laboratério de Lipides do Instituto de Biologia da Universidade de Sao Paulo
(deficientes de apoE). Esses animais sdo disponiveis comercialmente e as
coldnias destes laboratorios s&o provenientes do Jackson Laboratory (Bar Harbor,
ME; EUA).

Os animais com hipocoagulabilidade sdo camundongos da mesma linhagem
C57Bl/6 caracterizados anteriormente como modelos para hemofilia A e B. Os
animais com deficiéncia de FVIIl ou IX foram doados pelo Dr. Haig Kazazian, da
Universidade da Pennsylvania e pela Dra. Katherine High do The Children’s
Hospital of Philadelphia (CHOP), respectivamente, seguindo as normas e regras
do comité de cuidados animais da instituicdo. O terceiro modelo de coagulagao

utilizado, com hiper-expressao de FIX, foram mantidos e analisados no CHOP.

Os cruzamentos entre os diversos modelos foram realizados de acordo com as
técnicas e normas do biotério central da UNICAMP (CEMIB), com aprovagao do
CEEA (Comissao de ética na experimentagao animal) do Instituto de Biologia da
Unicamp, sob numero 1393-1.

Foram obtidos através de cruzamento entre os animais dos diferentes
gendtipos iniciais, os seguintes grupos:

eControles deficientes de apoliproteina E (NL/APOE-/-);
eHemofilicos A, deficientes de apolipoproteina E (HA/APOE-/-);
eHemofilicos B, deficientes de apolipoproteina E (HB/APOE-/-);
eControles deficientes de receptores de lipoproteina de baixa densidade
(NL/LDLR-/-);
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eHemofilicos A, deficientes de receptores de lipoproteina de baixa
densidade (HA/LDLR-/-);

eHemofilicos B, deficientes de receptores de lipoproteina de baixa
densidade (HB/LDLR-/-).

eTransgénicos, com elevados niveis de FIX e deficientes de apoE
(Tg+/APOE-/-)

Os animais foram mantidos em gaiolas dentro de estantes ventiladas (Alesco,
Monte Mor, SP, Brasil) com troca de ar constante, controle de temperatura ambiente
(entre 22-24°C) e de luz (ciclos de 12 horas claro-escuro). Agua e comida foram

oferecidas sem nenhuma restri¢ao.

3.2 - Dieta

Os animais foram mantidos em dieta normal até a idade de 8 semanas, a partir
de quando os animais deficientes em apoE foram submetidos a dieta do tipo
Western (com 21% de gordura e 0,15% de colesterol), e os deficientes de LDLR

receberam dieta com 1,25% de colesterol.

As dietas foram elaboradas e fornecidas pelo ITAL (Instituto Tecnologico de

Alimentos) de Campinas, com base na AIN-93 (Reeves et al, 1993)

3.3 - Controles

Foram utilizados como controles, animais pareados de acordo com sexo e
idade deficientes apenas de apoE ou LDLR, mantendo a mesma linhagem, dieta e
condigdes de alojamento. A linhagem dos animais (C57BI/6) foi confirmada em
todos os grupos estudados por avaliagdo de 150 polimorfismos caracteristicos,

realizados pelo Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME, EUA).
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3.4 — Genétipo dos animais

De todos os animais gerados foram coletadas amostras de sangue por coleta
caudal, extraido DNA gendmico por kit (GFX Genomic Blood DNA Purification Kit —
Amersham Pharmacia Biotech Inc, Piscataway, NJ, EUA) e realizada a

genotipagem por técnica de PCR (polymerase chain reaction).

3.4.1 - Genotipagem para os alelos do gene do FVIII (Bi et al, 1995)

Em nosso laboratério a reacao foi padronizada de acordo com os reagentes
habitualmente usados (para cada reagao: agua: 19,3ul, Buffer: 2,5ul, MgCI2: 0,8ul,
dNTP(10mM): 0,5ul), com sucesso. A identificacdo do gene do FVIII murino
normal ou mutante é realizada a partir de 1,5ul do DNA gendmico, utilizando-se os

primers:

- MC-19: 5TgCAAggCCTgggCTTATTT3’extremidade 5’do exon 16 (sense)
-NEO: 5TgTgTCCCgCCCCTTCCTTT 3’ neo exon 17 (sense).
- MC-18: 5gAgCAAATTCCTgTACTgAC 3’ exon 17 (antisense)

Usando a combinagéo dos produtos destes PCRs (MC-18 e MC-19 e MC-18
e NEO), é feita a distingdo entre os gendtipos. O fragmento de 680 pb representa
o cromossomo X normal, e o fragmento com 420 pb representa a amplificagdo dos
exons 16 e 17 contendo a neo sequéncia utilizada nos animais deficientes de
FVIII. Os produtos de PCRs foram submetidos em paralelo a corrida eletroforética
em gel de agarose 1,5% e corado com brometo de etideo, visualizados sob luz
ultravioleta. (figura 4).
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Figura 4: Representagdo da genotipagem dos animais hemofilicos A (eletroforese
em gel de agarose 1,5%). Nas linhas 1a, 2a, 3a estdo os produtos de PCRs
utilizando primers referentes ao alelo normal (MC-18 e MC-19). Nas linhas 1b, 2b,
3b, estdo os produtos de PCR utilizando primers da neo sequéncia (MC-18 e
NEO). As reagbes 1 e 2 sdo de animais hemofilicos A, que nao tém amplificacéo
de fragmento na primeira linha (1a e 2a), apenas o fragmento de 420pb na
segunda linha (1b e 2b), relativo ao neo gene inserido. A reagao 3, € de um animal
hemofilico B, utilizado como controle, que sé amplifica o fragmento com 680pb
(3a), do cromossomo X normal. M: marcador (100pb DNA Ladder, Gibco BRL)

3.4.2 - Genotipagem para os alelos do gene do FIX (Kung et al, 1998)

Novamente adaptamos aos reagentes disponiveis em nosso laboratério
(para cada reacgao: agua: 19,3ul, Buffer: 2,5ul, MgCI2: 0,8ul, dNTP 10mM: 0,5ul). A
identificagdo do gene do FIX murino normal ou mutante é realizada a partir de

1,5ul do DNA gendmico, utilizando-se os primers:

-  WTMFIX-R: 5-AACAgggATAgTAAgATTgTTCC-3’ gene do fator IX

normal (sense).

-  WTMFIX-F: 5-AgCTATggAATTACATQAAC-3' gene do fator IX

normal (antisense)
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-  MF9-F: 5-ATATACAgQTTACCAAATTCAgA-3° gene do fator IX

mutante (sense)

-  MF-9-R: 5-CAgTAATgQTTgACTgTATTTTCCAA-3’ gene do fator IX

mutante (antisense)

O gene do FIX mutante contém uma sequéncia adicional (identificado pelo
uso dos primers MF9-F e MF9-R), resultando em um fragmento de 1.4 kb. O
produto do PCR correspondente a cépia normal do FIX é identificado por um
fragmento de 1 kb, utilizando os primers WTMFIX-F e WTMFIX-R (figura 5).

— 1,4 kb
— 1,0 kb

Figura 5: Representagédo da genotipagem dos animais hemofilicos B (Eletroforese
em gel de agarose 1,5%) Nas linhas 4c, 5c, 6¢ estdo os produtos de PCRs
utilizando primers referentes ao alelo normal (P4 e P6). Nas linhas 4d, 5d, 6d,
estdo os produtos de PCR utilizando primers do gene mutante (P6 e P7). As
reagcdes 4 e 6 sao de animais hemofilicos B, que ndo tém amplificacdo de
fragmento na primeira linha (4c e 6¢), apenas o fragmento de 1,4 kb na segunda
linha (4d e 6d), relativo ao gene mutante. A reacado 5, € de um animal hemofilico A,
utilizado como controle, que s6 amplifica o fragmento com 1,0 kb (5c), do
cromossomo X normal. M: marcador (100pb DNA Ladder, Gibco BRL)
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3.4.3 - Genotipagem para os alelos do gene da apoliproteina E

Realizado PCR conforme protocolo do Jackson Laboratory (www.jax.org),
utilizando 2ul de DNA gendmico por reagdo com a utilizagdo simultdnea dos
primers:  0olIMR0180  (5-gCCTAgCCgAgggAgAgCCg-3’), 0lMR0181 (5-
TgTgACTTgggAgCTCTgCAgC-3’) e 0oIMR0182 (5’-gCCgCCCCgATgCATCT-3’). O
produto do PCR para o alelo normal devera apresentar fragmento de 125 pb e o

alelo mutante fragmento de 245 pb (figura 6).

M C E1 E2 E3 E4 C

— 245 pb
— 125 pb
— primers

Figura 6: Representagdo da genotipagem dos animais deficientes de
apolipoproteina E (apoE) (Eletroforese em gel de agarose 1,5%). As linhas E1 a
E4 representam a genotipagem de animais em homozigoze para a deficiéncia da
apoE, que amplificaram apenas o fragmento com 245 pb. As letras C representam
animais normais, utilizados como controle que amplificaram apenas o fragmento
de 125 pb. A ultima banda que aparece abaixo de 100pb sdo dos primers dos

fragmentos que ndo amplificaram. M: marcador (100pb DNA Ladder, Gibco BRL).

3.4.4 - Genotipagem para os alelos do receptor da LDL (LDLR)

Conforme protocolo do Jackson Laboratory sdo necessarias duas reagdes de

PCR, utilizando-se 2ul de DNA genémico cada. Na primeira reagdo, que visa
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amplificar o alelo normal, utiizamos os primers 0IMR0046 (5-
ACCCCAAgACgTgCTCCCAQggATg-3) e oIMR059 (5%
CgCAgTgCTCCTCATCTgACTTgT-3’). Na segunda reagéao, para identificar o gene
inserido, sao utilizados os primers 0oIMR0046 e 0oIMR014 (5-
AggTgAgATgACAggAgATC-3’). Animais normais sao representados por
fragmentos com 400pb; os heterozigotos com fragmentos de 400bp e 800pb e os

homozigotos para a deficiéncia de LDLR fragmento unico de 800pb (figura 7).

M 7a 7b 8a 8b 9a 9b

Figura 7: Representagcdo da genotipagem dos animais deficientes de LDLR
(Eletroforese em gel de agarose 1,5%). Nas linhas 7a, 8a, 9a estao os produtos de
PCR utilizando primers referentes ao alelo normal (0IMR046 e oIMR056). Nas
linhas 7b, 8b, 9b, estdo os produtos de PCR utilizando primers da neo seqiéncia
(0IMR046 e olMR014). As reagbes 7 e 9 sdo de animais homozigotos para
deficiéncia de receptores de LDL (LDLR), que nao tém amplificagéo de fragmento
na primeira linha (7a e 9a), apenas o fragmento de 800pb na segunda linha (7b e
9b), relativo ao neo gene inserido. A reacéo 8, € de um animal normal, utilizado
como controle, que s6 amplifica o fragmento com 400pb (8a), do cromossomo
normal. M: marcador (100pb DNA Ladder, Gibco BRL)
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3.5 - Sacrificio

Foram programados sacrificios dos animais apos 8, 22 ou 37 semanas em
dieta. Os sacrificios obedeceram padrao de horario, € no momento do sacrificio foi
coletado sangue caudal e retro-orbital em tubo heparinizado, sob anestesia
inalatéria e apos aprofundamento anestésico, confirmado o obito com

deslocamento cervical.

Apds o sacrificio, o animal foi aberto longitudinalmente e perfundido
lentamente por pungdo em ventriculo esquerdo com 10ml de PBS gelado. Entao
foi realizada a disseccdo e retirada da aorta que foi mantida em formalina
tamponada 10% para posterior analise. O coragao foi retirado e embebido em
meio OCT (“Optimum cutting temperature” - Sakura Finetek, Torrance, CA, EUA),
congelado em gelo seco ou nitrogénio liquido e armazenado em freezer -80°C

para posterior realizagao dos cortes histologicos.

3.6 - Analise das lesoes ateroscleroéticas

Foram realizadas duas analises distintas das lesbes ateroscleroticas,
consistindo: (1) da determinagdo quantitativa, utilizando dois pardmetros distintos
(aorta inteira e seio aortico) e por outro lado a (2) caracterizagao qualitativa das
lesbes observadas, por estudo imunohistoquimico ou coloracdo especifica

(Tricrébmio de Masson).

3.6.1 - Anadlise quantitativa e padrao de distribuicoes das lesoes

ateroscleroéticas

Para avaliagao quantitativa da aterosclerose, utilizamos dois sitios distintos:
quantificamos as lesdes no seio adrtico, assim como na aorta inteira (Paigen et al,
1987; Tangirala et al, 1995; Jonhson et al, 1997):
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3.6.1 a) Aorta inteira:

No momento do sacrificio, apds perfusdo com PBS gelado, a aorta foi
retirada da saida do coracao até a bifurcacao das iliacas, e mantida em formalina
a 10%, para posterior coloragdo com Sudan IV, sendo apds a coloragao, aberta
lonitudinalmente e presa em superficie de cera preta, coberta com agua. O
procedimento foi realizado com auxilio de um estereoscopio Nikon SMZ-800, e
foram capturadas imagens com camera digital Nikon Coolpix, acoplada ao
esteroscopio.

As imagens foram analisadas em computador, com auxilio do programa
Image J ®, e os resultados foram obtidos contabilizando-se a porcentagem das

areas coradas sobre a area total da aorta.

Figura 8: Analise in vivo de leséo aterosclerédtica. A figura mostra na saida do
coragao murino, o arco aortico com saida do Tronco Braquiocefalico (1), a.
Carotida esquerda (2) e a. Subclavia esquerda (3). A area clcara no interior das

artérias € de placa de ateroma.

3.6.1 b) Seio aortico:

Os coragdes congelados em OCT conforme exposto acima, posteriormente
foram cortados em criostado, com cortes de 8 ym de espessura, a partir do

aparecimento dos folhetos do seio adrtico. Para cada animal foram analizados 8
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cortes, distantes 64 ym entre si, somando-se uma distancia total de 448 ym entre
eles. As laminas posteriormente foram corados com Oil Red-O e hematoxilina, e
as imagens capturadas por uma camera digital Leica DC300F, acoplada a um
microscopio por um sistema Leica DMLB, com transmissao direta da imagem pra
um computador. As imagens captadas foram avaliadas com auxilio do programa

Image J ® e contabilizados em mm?Z.

3.6.2 - Anadlise qualitativa das les6es ateroscleréticas

Para caracterizacdo das lesdes aterosclerdticas, utilizamos a coloragao de
Tricrémio de Masson, para identificagdo das fibras colagenas nos estagios mais
avancado da doenca. Essa coloragcdo foi realizada com o apoio técnico do
Laboratorio de Anatomia Patoldgica (LAP) do Hospital das Clinicas da Unicamp.
Realizamos ainda com o material obtido de seio adrtico, reagdes de

imunohistoquimica, utilizando os seguintes anticorpos:

Anti-Mac-1 (CD11b): marcador de macrofagos, para identificagdo do
processo inflamatério inicial, quando ha migracdo destas células para formagao
das lesdes iniciais (fatty streak). As laminas foram fixadas em acetona gelada por
5 minutos e bloqueadas com a solugao avidina/biotina (Vector Laboratories,
Bulingame, CA, EUA) por 30 minutos. A peroxidade enddgena foi bloqueada com
peréxido de hidrogénio 3% por 5 minutos e entdo o material foi encubado por 4
horas em temperatura ambiente em camera umida, com o anticorpo biotinilado
anti-Mac-1 (n°01712, diluigdo 1:5; BD Pharmingen, San Diego, CA, EUA). Apds,
foram encubados com o kit ABC Vectorstain® (Vector Laboratories, Bulingame,
CA, EUA) por 30 minutos. A visualizagao foi revelada com diaminobenzidina (DAB,
DakoCutomation, Carpinteria, CA, EUA) e os cortes contra-corados com
hematoxilina. Foram realizados controles negativos, submetidos ao mesmo

procedimento descrito, omitindo-se o anticorpo.

Anti a actina: marcador de células musculares lisas, para identificacdo das

lesGes em progresséo, tendo em vista que estas células se proliferam nas lesdes
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mais maduras e estagios mais avancados da doencga aterosclerética. Cortes
histologicos foram submetidos a secagem em temperatura ambiente e encubados
com anticorpos monoclonais anti a-actina de musculo liso (clone 1A4, Dako Co.,
Carpinteria, CA, EUA) conjugados com peroxidase (diluigdo 1:1). A reagao foi
revelada pela adicao de DAB e os cortes foram contra-corados com hematoxilina.
Os controles negativos foram submetidos ao mesmo procedimento, sem

encubagéo com o anticorpo.

Para cada coloracdo, foram realizadas laminas de 3 a 5 animais de cada
grupo, com imagem captada pelo sistema Leica DMLB e analisada posteriormente
pelo progama /Image J ® por um observador cego para o genotipo de cada animal.
Para a coloragédo com o anticorpo anti-Mac-1 utilizamos cortes de seio adrtico de
animais apds 8 semanas de dieta e para o anticorpo anti-aactina utilizamos cortes

de animais submetidos a 37 semanas de dieta.

Com o0s mesmos cortes utilizados para quantificacdo das lesdes
aterosclerdticas, avaliamos também a presenca de calcificacdo das lesbes. Essas
lesbes sao facilmente observadas através da coloracdo de hematoxilina, e

caracterizam-se por areas de cor purpura que destacam-se na lesao.

3.7 - Perfil lipico

No momento do sacrificio, foram coletadas amostras de sangue retro-orbital
com capilar heparinizado, e com o plasma, dosado colesterol por método

enzimatico com kit especifico (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemanha).

3.8 - Analise estatistica

Os resultados obtidos nos experimentos sdo apresentados como média +
desvio padrdo. A significancia estatistica das diferengas entre as medianas foi
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avaliada pelo teste de Mann-Whitney para variaveis n&o-parameétricas. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor do P
foi < 0,05.
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Resultados




4 - RESULTADOS

4.1 - Efeito do fator VIl no desenvolvimento da doenga aterosclerética.

Para avaliarmos a influéncia do FVIII no desenvolvimento da doenca
aterosclerética, cruzamos animais hemofilicos A (HA) com dois modelos distintos
de dislipidemia: deficientes de apoE(APOE-/-) e deficientes de LDLR (LDLR-/-).

4.1.1 - Resultados do efeito da deficiéncia do FVIIl no desenvolvimento

da aterosclerose em animais deficientes de apoE:

4.1.1 a) Camundongos com hemofilia A apresentam niveis elevados de
colesterol plasmatico no modelo ApoE:

Na dosagem do colesterol plasmatico dos animais hemofilicos A deficientes
de apoE (HA/APOE-/-) e dos controles deficientes de apoE (NL/APOE-/-), o
primeiro grupo apresentou niveis significativamente mais elevados que os

controles (vide tabela 2).
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Tempo de Gendétipo Colesterol n o]
dieta (mg/dL)
(semanas)
8 HA/APOE-/- 1391 + 341 10 0,001
NL/APOE-/- 884 £ 243 10
22 HA/APOE-/- 1229 + 389 11 0,028
NL/APOE-/- 919 £ 326 11
37 HA/APOE-/- 1406 + 347 11 0,007
NL/APOE-/- 848 £ 349 11

Tabela 2: Niveis de colesterol plasmatico nos animais deficientes de apoE
(NL/APOE-/-) e nos hemofilicos A deficientes de apoE (HA/APOE-/-) submetidos a

dieta com 0,15% de colesterol. Os valores representam a média * desvio padrao.

4.1.1 b) Deficiéncia do FVIII reduz a area da doencga aterosclerética na aorta

do modelo deficiente em apoE:

Apds 22 semanas sob dieta colesterolémica, foram avaliados 13 animais
deficientes de apoE (NL/APOE-/-) e 12 animais hemofilicos A e deficientes de
apoE (HA/APOE-/-). Os animais deficientes de FVIIlI neste modelo apresentaram
reducao das lesbes em comparagao aqueles com niveis normais de FVIII (3,87%
vs 6,92%; p=0,018). O efeito protetor do FVIII foi ainda mais evidente quando os
animais permaneceram sob dieta aterogénica por mais tempo. Apds 37 semanas
de dieta, foram avaliados 11 animais hemofilicos A (HA/APOE) e 13 animais
deficientes de apoE (NL/APOE). Neste periodo, os animais NL/APOE-/-
apresentaram cerca de 2 vezes mais lesdes que os hemofilicos A (22,6% e 11,5%
respectivamente; p=0,0009). Amostras ilustrativas da evolugdo da doencga arterial
entre os animais com FVIIl normal e os hemofilicos A estdo representadas na
figura 9, e a analise quantitativa das lesbes vasculares da aorta destes dois

grupos estao no grafico 1.
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Figura 9: Aortas inteiras coradas com Sudan IV, de animais sob dieta aterogénica
por 37 semanas. A fotografia “a” representa a aorta de um animal deficiente de
apoE (NL/APQOE) e a fotografia (b) de um animal hemofilico A e deficiente de apoE

(HA/APOE).
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P=0,018 P=0,0009

n=13 = NL/APOE-/-
B HA/APOE-/-

Area de lesdo (%)

22 37
Semanas de dieta

Grafico 1: Quantificagdo da area da aorta afetada por lesbes ateroscleroticas de
animais deficientes de apo E (em vermelho) e dos animais deficientes de apoE e

hemofilicos A (em azul), sob dieta aterogénica por 22 ou 37 semanas.

4.1.1 ¢) A deficiéncia do FVIIl protege o desenvolvimento das lesbes

vasculares no seio aortico:

Ainda que com 8 semanas de dieta, nao foi observada diferenca de lesdes
entre os grupos NL/APOE-/ e HA/APOE-/- (0,0577 e 0,0507mm? respectivamente,
p=0,16), a deficiéncia do FVIII protegeu o desenvolvimento da doenga vascular
apds 22 semanas de dieta (0,423 e 0,328um? nos animais NL/APOE-/- e
HA/APOE-/- respectivamente; p=0,015). Essa diferenca persistiu evidente apds 37
semanas de dieta (0,6497um? nos animais NL/APOE-/- e 0,446um? nos animais
HA/APOE-/-; p=0,0062). A representagcado da doenga no seio adrtico nestes dois
grupos esta demonstrada na figura 10, e a quantificagcdo das lesbes vasculares

demonstrada no grafico 2.
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Figura 10: Lesbes vasculares no seio aortico de animais deficentes de apoE.
Cortes corados com Oil Red O e hematoxilina de animais deficentes de apoE apds
37 semanas de dieta rica em colesterol (Western). A figura a esta representa o

seio aortico de um animal deficiente de apo E (NL/APOE) e a figura b um animal

hemofilico A, deficiente de apo E (HA/APQOE).

Resultados
95



P=0,16 P=0,015 P=0,006
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Grafico 2: Quantificacdo de extensdo da doencga doencga aterosclerética no seio
aortico entre os grupos de deficientes de apo E (NL/APOE-/-) em vermelho, e dos
hemofilicos A deficientes de apo E (HA/APOE-/-), em azul.

4.1.1 d) A deficiéncia do FVIIl reduz a calcificagdo das lesbes
ateroscleréticas no modelo deficiente de apoE:

Nas avaliagdes qualitativas das lesdes no seio aodrtico, ndo encontramos
diferencas significativas entre grupos NL/APOE-/- e HA/APOE-/-, tanto
quantificagdo da positividade da a-actina (musculo liso) (6,99% nos animais
NL/APOE-/- e 13,27% nos animais HA/APOE -/-; p=0,2), assim como com anti
Mac-1 (macréfagos) (47,18% vs 44,84% respectivamente; p=0,7). Também foi
semelhante a densidade de fibras colagenas entre os grupos NL/APOE-/- e
HA/APOE-/- (12,34% e 14,28% respectivamente, p=0,85).

Os controles deficientes de apoE (NL/APOE-/-), apresentaram duas vezes
mais calcificagdes no seio adrtico que os hemofilicos A deficientes de apoE-/-
(HA/APOE-/-). Isso foi observado tanto apos 22 semanas (calcificagdes foram
observadas em 6 dos 11 animais NL/APOE-/- e em apenas em 2 dos 11 animais
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HA/APOE-/-), como apds 37 semanas de dieta (observado em 8 dos 11 animais
NL/APOE-/- e em 4 dos 10 animais HA/APOE-/-).

41.2 - Resultados da deficiéncia do FVIII no desenvolvimento da
aterosclerose em animais deficientes de receptor de LDL (LDLR):

4.1.2 a)A deficiéncia do FVIII n&o altera os niveis de colesterol do modelo
deficiente de LDLR:

Na monitorizagdo dos niveis de colesterol e triglicérides dos grupos
deficientes de LDLR (NL/LDLR-/-) e hemofilicos A deficientes de LDLR (HA/LDLR-
/-), ndo houve diferenga significativa entre os dois grupos. Estes resultados estao

demonstrados na tabela 3.

Tempo de Gendétipo Colesterol n o]
dieta (mg/dL)
(semanas)
8 HA/LDLR-/- 1351+103 07 0,384
NL/LDLR-/- 12394355 12
22 HA/LDLR-/- 13431155 11 0,067
NL/LDLR-/- 15744332 09
37 HA/LDLR-/- 12351219 12 0,059
NL/LDLR-/- 1001+325 10

Tabela 3: Niveis de colesterol plasmatico nos animais deficientes de receptor de
LDL (NL/LDLR) e nos hemofilicos A deficientes LDLR (HA/LDLR) submetidos a

dieta rica em colesterol. Os valores representam a média £ o desvio padrao.
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4.1.2 b) Deficiéncia do FVIIl ndo influencia a extensdo da doenca
aterosclerotica na aorta dos animais deficientes de LDLR:

Na avaliacdo da aorta, ndo encontramos diferengas significativas na
evolucao da doenca aterosclerética entre estes dois grupos apés 22 (10,8% nos
animais NL/LDLR-/- e 10,05% nos animais HA/LDLR-/-, p=0,58; n=12), ou apos
37 semanas de dieta (23,4% e 20,1% respecitivamente, p=0,29; n=12). Estes
resultados demonstram que no modelo deficiente de LDLR, o FVIII ndo exerce

funcao protetora significativa. Estes dados estdo demonstrados no grafico 3.

P=0,58 P=029

35 | | | |

n=12 E= NL/LDLR-/-

3 30- '|' n=12 == HA/LDLR-/-
< 254
'§ 20 -|-
= n=12 n=12
g 10+ -
-¢ 5-

0

22 a7
Semanas de dieta

Grafico 3: Quantificagcdo da area da aorta afetada por lesdes ateroscleréticas nos
animais deficientes de LDL (NL/LDLR), em laranja, e dos animais hemofilicos A
deficientes de receptor de LDL (HA/LDLR), em azul.
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4.1.2 c) A deficiéncia do FVIII ndo influencia o desenvolvimento das lesées

no seio aoértico dos animais deficientes de LDLR:

Na avaliacdo do seio aodrtico ndo houve diferengas significativas na
quantificacdo da doenca aterosclerética entre os dois grupos apds 8 semanas
(0,080mm? nos animais NL/APOE-/- e 0,05mm? nos animais HA/APOE-/-; p=0,17),
22 semanas (0,498 e 0.380 mm? respectivamente; p=0,06) ou 37 semanas de
dieta (0,685mm2 e 0,608mm? respectivamente; p=0,08). Estes dados estao

demonstrados no grafico 4.

P=0,17 P=0,06 P=0,08
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i = E=HA/LDLR /-
E T n=12
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j n=
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Grafico 4: Quantificacdo da doenga aterosclerdtica no seio adrtico dos animais
deficientes de receptor de LDL (NL/LDLR-/-), em laranja, e dos animais
hemofilicos A deficientes de LDLR (HA/LDLR-/-), em azul.

4.1.2 d) A deficiéncia do FVIIl ndo altera as caracteristicas da lesdo

aterosclerotica no modelo deficiente de LDLR

Os padrdes de positividade entre os dois grupos (NL/LDLR-/- e HA/LDLR-/-),
tanto na avaliagdo da a-actina (musculo liso) (5,17% e 9,96% respectivamente
p=0,1), como do anti Mac-1 (macrofagos) (97,74% e 60,61% respectivamente;
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p=0,2) e na coloragdo de Masson (colageno) (15,05% e 17,26% respectivamente,

p=0,8) ndo apresentaram diferengas significativas.

Quanto a presenca de calcificagdes no seio adértico, os animais deficientes de
LDLR (NL/LDLR) apresentaram padrao semelhante aos hemofilicos A (HA/LDLR),
tanto apds 22 semanas (calcificagdo foi identificada em 1 dos 11 animais
NL/LDLR-/- e em nenhum dos 12 animais HA/LDLR-/-) como ap6s 37 semanas de
dieta (identificada em 7 dos 10 animais NL/LDLR-/- e 4 dos 11 animais HA/LDLR-
[-).

4.2 - Efeito do fator IX no desenvolvimento da doen¢a aterosclerética

4.2.1 - Resultados da deficiencia do FIX no desenvolvimento da

aterosclerose em animais deficientes de apoE:

Para avaliarmos a influéncia do FIX no desenvolvimento da doenca
aterosclerética, cruzamos animais hemofilicos B (HB) com dois modelos distintos
de dislipidemia: deficientes de apoE(APOE-/-) e deficientes de LDLR (LDLR-/-).
Avaliamos ainda animais com hiper-expressao de FIX nos modelos deficientes de

apoE.

4.2.1 a) A deficiéncia do FIX n&o influencia os niveis de colesterol dos

animais deficientes de apoE

Os animais hemofilicos B deficientes de apoE (HB/APOE-/-), nao
apresentaram diferencas nos niveis de colesterol quando comparados com o0s
controles deficientes de apoE (NL/APOE-/). (Vide tabela 4).
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Tempo de

Colesterol

(sei:(;t:as) Gendétipo (mgldL) n o]
8 HB/APOE-/- 8981194 6 0,66
NL/APOE-/- 865+264 11
22 HB/APOE-/- 954 + 292 10 0,92
NL/APOE-/- 990 + 398 12
37 HB/APOE-/- 988 + 267 11 0,38
NL/APOE-/- 901 + 314 10

Tabela 4: Colesterol plasmatico nos animais deficientes de apoE (NL/APOE-/-) e

nos hemofilicos B deficientes de apoE (HB/APOE-/-) submetidos a dieta com

1,25% de colesterol. Os valores representam a média + o desvio padrao.

4.2.1 b) Elevada mortalidade dos animais hemofilicos B deficientes de apoE

Na evolugdo das colbnias dos animais hemofilicos B deficientes de apoE

(HB/APOE-/-), nos chamou a atencdo a alta mortalidade destes animais. Dos 60

animais colocados em dieta, apenas 29 sobreviveram até o periodo previsto para

o sacrificio. Na tabela 5, estdo os dados de mortalidade deste grupo, comparados

aos outros grupos deficientes de apoE. E interessante ressaltar que estes dbitos

nao tiveram relagdo aparente com eventos hemorragicos nem com processos

infecciosos.
8 semanas 22 semanas 37 semanas Cpes °
(dieta (dieta (dieta Western) TOtaaln?::;?: In
Western) Western)
HB/APOE-/- 3/12 12/22 16/26 29/60
NL/APOE-/- 0/12 1/14 2/15 3/41
HA/APOE-/- 0/11 0/12 1/12 1/35

Tabela 5: Comparacdo de mortalidade entre os grupos de animais deficientes de
apoE (NL/APOE-/-), hemofilicos B (HB/APOE-/-) ou hemofilicos A (HA/APOE-/-).
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4.2.1 c) A deficiéncia do FIX nédo protege contra o desenvolvimento de lesées

ateroscleréticas mas agrava a doencga vascular no modelo deficiente de apoE

Os animais com deficiéncia do FIX (HB/APOE-/-) apresentaram lesdes
ateroscleréticas mais extensas que os controles deficientes de apoE (NL/APOE-/-)
apos 22 semanas (13,0% e 6,9% respectivamente, p=0,04) e 37 semanas de dieta
(35,0% e 22,6% respectivamente, p=0,01). Os dados estdo representados no

grafico 5 e a figura 11 ilustra a gravidade da doencga arterial dos animais
HB/APOE-/-.
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Grafico 5: Quantificagdo da doenga aterosclerdtica nos animais sob dieta com
1,25% de colesterol dos deficientes de apoE (NL/APOE-/-), em vermelho, e dos
hemofilicos B deficientes de apoE (HB/APOE-/-), em verde.
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Figura 11: Aorta de animal deficiente de apoE e hemofilico B (HB/APOE-/-)
submetido a 37 semanas de dieta com 1,25% de colesterol, corada com Sudan |V.

As areas avermelhadas representam as extensas placas ateroscleraéticas.

4.2.1 d) Efeito heterogéneo da deficiéncia do FIX no desenvolvimento das

lesbes no seio aodrtico do modelo deficiente de apoE

Na avaliacdo do seio aortico apdés 8 semanas, ndo encontramos diferenca
significativa entre os grupos NL/APOE-/- ou HB/APOE-/- (0,057 e 0,094 mm?
respectivamente, p=0,16). Com 22 semanas, o grupo HB/APOE-/- (n=10)
apresentou maior gravidade da doenca arterial que o grupo controle NL/APOE-/-
(n=11) (0,476 e 0,423 mm? respectivamente, p=0,03). No entanto, apés 37
semanas de dieta esta diferenca se inverteu, e os controles NL/APOE-/- passaram
a apresentar mais lesdes que os HB/APOE-/- (0,704 e 0,496 mm?, p<0,005). E
possivel que apenas os animais HB/APOE-/- com doenga mais branda do seio
aortico tenham sobrevivido até 37 semanas, e os casos mais graves tenham
falecido (ver tabela 5). Estes resultados estdo demonstrados no grafico 6.
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Grafico 6: Quantificacdo da doenga aterosclerética sob dieta aterbgenica
(Western) no seio adrtico dos animais deficientes de apoE (NL/APOE-/-), em

vermelho, e dos animais hemofilicos B deficientes de apoE (HB/APOE), em verde.

4.2.1 e) Maior densidade de fibras colagenas nas lesbes dos animais
deficientes de FIX

Nao encontramos diferengas na porcentagem de areas positivas entre
grupos NL/APOE-/- e HB/APOE-/- na coloragdo para a-actina (musculo liso)
(6,99% e 11,34% respectivamente; p=0,26), assim como na coloragdo com anti
Mac-1 (macréfagos) (47,18% vs 78,28% respectivamente; p=0,4). Na coloragéo
para colageno (Tricromio de Masson), observamos maior densidade de fibras
colagenas no grupo HB/APOE-/- em relagdo ao grupo controle NL/APOE-/-
(12,34% vs 43,57% respectivamente, p=0,057), Interessante, que apesar de n&o
haver diferenga significativa entre a concentragdo de macréfagos nas lesdes entre
os dois grupos, nos chamou a atengdo a presenga de grande infiltrado destas
células nas regides peri-vasculares dos animais HB/APOE-/-, conforme ilustrado
na figura 11.
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Figura 12: Infiltragdo de macrofagos nos animais hemofilicos B deficientes de
apoE (HB/APOE-/-). As fotografias representam reagbes de imunohistoquimica
com anticorpo anti Mac-1 em cortes de coragado de animal hemofilico B deficiente
de apoE (HB/APOE-/-) (a, b e ¢), e de animal controle (NL/APOE-/-) (d). Destaca-
se os acentuados infiltrados de macrofagos nas regides perivasculares no grupo
deficiente de FIX. (foto “a” aumento de 5X, “d” de 10X, “b” e “c” de 20X).

Nao houve diferenga entre o numero de animais com calcificagbes no seio
aortico dos dois grupos (NL/APOE-/- e HB/APOE-/-). Apdés 22 semanas, 6 de 11
animais do grupo NL/APOE-/- apresentaram calcificagdes, que foram identificadas
em 6 dos 10 animais do grupo HB/APOE-/-. Apdés 37 semanas calcificagdes foram
visualizadas em 8 dos 11 animais NL/APOE-/- e em 5 dos 10 animais HB/APOE-/-.
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4.2.2 - Resultados da deficiéncia do FIX no desenvolvimento da
aterosclerose em animais deficientes de receptores de LDL:

4.2.2 a) A deficiéncia do FIX elevou os niveis de colesterol do modelo

deficiente de LDLR apoés longo periodo de dieta hipercolesterolémica.

Até 22 semanas de dieta os valores de colesterol foram semelhantes entre
os animais deficientes de LDLR e os hemofilicos B deficientes de LDLR. No
entanto, apos 37 semanas de dieta hipercolesterolémica, os valores encontrados
nos hemofilicos B tornaram-se significantemente maiores do que nos animais com

niveis normais de FIX. Estes resultados estdo demonstrados na tabela 6.

Tempo de Genoétipo Colesterol n p
dieta (mg/dL)
(semanas)
8 HB/LDLR-/- 1568 + 785 12 0,62
NL/LDLR-/- 1239 + 355 12
22 HB/LDLR-/- 1115 + 547 11 0,06
NL/LDLR-/- 1542 + 329 10
37 HB/LDLR-/- 1517 + 592 09 0,03
NL/LDLR-/- 1001 + 325 10

Tabela 6: Colesterol plasmatico nos animais deficientes de receptor de LDL
(NL/LDLR) e nos hemofilicos B deficientes LDLR (HB/LDLR) submetidos a dieta

rica em colesterol. Os valores representam a média * o desvio padrao.

4.2.2 b) A deficiéncia do FIX agrava a aterosclerose na aorta do modelo
deficiente de LDL

Na avaliagcédo da aorta, a deficiéncia do FIX esteve associada ao agravamento das

lesbes tanto apos 22 semanas (15,7% no grupo HB/LDLR-/- e 10,8% no grupo
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NL/LDLR-/-, p=0,01), como apds 37 semanas de dieta (35,7% e 23,41%
respectivamente, p=0,01). Estes resultados estdo demonstrados no grafico 7.
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Grafico 7: Quantificagdo da doenga aterosclerética sob dieta aterogénica nos
animais deficientes de LDLR (NL/LDLR-/-), em laranja, e nos animais hemofilicos
B deficientes de LDLR (HB/LDLR-/-), em amarelo.

4.2.2 ¢) Animais deficientes de FIX apresentam mais lesées no seio aortico

apos 37 semanas de dieta no modelo deficiente de LDLR

N&o encontramos diferengas significativas na comparagédo entre os grupos
de NL/DLR-- e HB/LDLR-/- apés 8 semanas (0,080mm® e 0,052mm?
respectivamente, p=0,09) ou 22 semanas (n=11) (0,498 mm? e 0,502 mm?
respectivamente, p=0,84). No entanto a diferenga tornou-se evidente apds 37
semanas, quando o grupo HB/LDLR-/- apresentou mais lesdes que o controle
NL/LDLR-/- (0,794 e 0,685 mm? respectivamente, p=0,01). Estes dados estdo
representados no grafico 8.
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Grafico 8: Quantificacdo da doenca aterosclerética sob dieta aterogénica nos
animais deficientes de LDLR (NL/LDLR-/-), em laranja, e dos animais hemofilicos
B deficientes de LDLR (HB/LDLR-/-), em amarelo.

4.2.2 d) A deficiéncia do FIX n&o influencia as caracteristicas das lesées

ateroscleroticas no modelo deficiente de LDLR

N&o encontramos diferengas na porcentagem de areas positivas entre os
grupos NL/LDLR-/- e HB/LDLR-/- na coloragéo para a-actina (musculo liso) (5,17%
e 8,13% respectivamente, p=0,1), anti Mac-1 (macréfagos) (97,74% e 49,84%
respectivamente; p=0,13) e também na coloracdo de Tricromio de Masson
(colageno) (15,05% e 22,24% respectivamente, p=0,8).

O numero de animais com calcificacbes no seio adrtico foi semelhante nos
dois grupos. Apds 22 semanas, encontramos calcificagbes em 1 dos 11 animais
NL/LDLR-/- e em 2 dos 11 animais HB/LDLR-/-. Apds 37 semanas, calcificagdes
foram observadas em 7 dos 10 animais NL/LDLR-/- e 4 dos 10 animais HB/LDLR-
[-.
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4.3.1 — Resultados dos elevados niveis de FIX no desenvolvimento da

aterosclerose em animais deficientes de apoE

No outro modelo de coagulagao estudado, nés avaliamos animais machos,
com elevados niveis de FIX humano (~200-300% da atividade normal) (Sabatino
et al, 2004). Estes animais foram cruzados com animais deficientes de apoE
(Tg+/APOE-/-) e comparados com controles deficientes de apoE com niveis
normais de FIX (Tg-/APOE-/-). Grupos de animais dos dois genotipos foram
submetidos a dieta padrao por 52 semanas ou a dieta tipo Western por 20 ou 40
semanas, com avaliacdo da aterosclerose na aorta e seio aédrtico apos estes

periodos.

4.3.1 a) Niveis elevados de FIX n&o piora a aterosclerose na aorta dos

animais deficientes de apoE

Os dois grupos tiveram evolu¢cdo semelhante nas lesées da aorta apds 52
semanas na dieta padrao (7,97% no grupo Tg+/APOE-/- e 10,88% no grupo Tg-
IAPOE-/-; p=0,42) e 20 semanas sob dieta Western (19,9% e 23,24%
respectivamente; p=0,48). Apos 40 semanas de dieta Western, os animais com
elevados niveis de FIX apresentaram discreta melhora na evolugcdo da
aterosclerose em relagéo ao grupo controle (34,05% e 50,86% respectivamente,

p=0,056). Estes resultados estdo demonstrados no grafico 9.
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Grafico 9: Evolugao da doenga aterosclerética na aorta dos animais apoE-/- (Tg-
IAPOE-/-), em vermelho, e dos animais apoE-/- com niveis elevados de FIX
(Tg+/APOE-/-), em cinza.

4.3.1 b) Niveis elevados de FIX ndo piora a evolugdo das lesbes

aterosclerdticas no seio aortico dos animais deficientes de apoE

Na avaliagcédo do seio adrtico, nédo foi encontrada diferencga significativa entre
os dois grupos, apés 20 semanas (0,585 mm? no grupo Tg-/APOE-/- e 0,532 mm?
no grupo Tg+/APOE-/-; p>0,99) ou 40 semanas de dieta Western (0,792 e 0,688
mm? respectivamente; p=0,463) ou em dieta normal por 52 semanas (0,270 e

0,226 mm? respectivamente; p=0,58). Estes resultados estdo demonstrados no
grafico 10.
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Grafico 10: Quantificacdo da doencga aterosclerética no seio aértico dos animais
apoE-/- (Tg-/APOE-/-), em vermelho, e dos animais deficientes de apoE com
niveis elevados de FIX (Tg+/APOE-/-), em cinza.

4.3.1 c) Elevados niveis de FIX aumenta a incidéncia de trombose venosa

nos animais deficientes de apoE

Em 3 dos 6 animais deficientes de apoE com niveis elevados de FIX
(TG+/APOE-/-) foi diagnosticado clinicamente trombose venosa profunda (nas
patas) quando submetidos a dieta padrdo por 52 semanas. Esse achado nao foi

documentado em nenhum animal dos controles (Tg-/APOE-/-).
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5- DISCUSSAO

A compreensado da fisiopatologia e a procura de novos mecanismos
envolvidos na doenga aterosclerdtica sdo de grande interesse pois podem
proporcionar novas abordagens terapéuticas para doengas com os mais elevados
indices de mortalidade na populagédo ocidental. Muitos desses mecanismos sao
conhecidos, no entanto, as abordagens conhecidas, seja de prevencéo seja de
tratamento, ndo possuem o impacto desejado na redugdo da morbi-mortalidade

associada as complicagdes das doencas vasculares oclusivas.

A utilizagdo de modelos animais geneticamente modificados contribuiu
substancialmente para a compreensdo dos mecanismos das doencgas vasculares,
sejam com alteragdes genéticas isoladas sejam com combinadas, minimizando os
efeitos ambientais, principais limitantes nos estudos em humanos. Utilizando
esses modelos, é possivel, de certa forma, mimetizar doencas de humanos e
compreender melhor mecanismos fisio-patologicos a partir de observacgoes

clinicas.

Em pacientes hemofilicos, assim como nas portadoras de hemofilia, é
reconhecida a menor mortalidade decorrente de doencgas arteriais oclusivas
quando comparados a populagdo geral. Entretanto, a presenca da doenga
ateroscleradtica foi identificada nesses pacientes através de estudos de imagem ou
de necropsias. O que ainda, contudo, € desconhecido € o mecanismo pelo qual a
protecdo contra a doenga arterial oclusiva ocorre. As hipoteses para justificar essa
protegcao baseiam-se na menor sobrevida desses pacientes, na menor geragao de
trombina e consequlente incapacidade de formagao de trombo sobre a placa de
ateroma, ou, se por algum outro mecanismo, esses pacientes estariam em parte

protegidos da ateromatose.

Aqui neste trabalho, procuramos estudar de forma ampla a interagcdo dos
fatores VIII e IX da coagulagdo na aterogénese, utilizando dois modelos distintos
de dislipidemia, habitualmente usados em estudos de investigacdo da doenca

aterosclerdtica, avaliando o desenvolvimento da doenca desde as fases mais
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precoces (lesdes iniciais, “fatty streak”) até a fase mais tardia da doenca (lesées

maduras, com forte componente de fibrose e calcificagao).

Nosso objetivo € compreender melhor os mecanismos de interagao entre
esses fatores pré-coagulantes no desenvolvimento da doenga arterial, seja
diretamente por seu efeito coagulante seja por outros mecanismos ainda nao
evidentes, contribuindo, com isso, para a elaboragdo de novas abordagens para

doencas tao prevalentes e de alta morbi-mortalidade.

5.1 - Desenvolvimento da doenga aterosclerética nos animais
deficientes de FVIIl:

Nossos resultados no desenvolvimento da doenga aterosclerética mostraram
que a deficiéncia grave do FVIII protegeu de forma significativa da aterosclerose
em um dos modelos de dislipidemia utilizado (deficiente de apoE), mas nao
interferiu de forma significativa no outro modelo estudado (deficiente de LDLR).
Essa protecdo foi mais evidente principalmente nas fases mais avancadas da
doenca, e ndo nas fases iniciais (até 8 semanas), mostrando-se mais significativa

no decorrer do tempo.

A diferenca nos resultados obtidos entre os dois modelos de doenca arterial
pode ter ocorrido porque os animais deficientes de apoE apresentam doenca
arterial mais grave do que os deficientes de LDLR, principalmente quando
submetidos a dieta aterogénica, o que pode ter acentuado a diferenga na evolugao
da doenca neste modelo. Uma possibilidade de estudarmos a discrepancia
encontrada entre os dois modelos (apoE e LDLR) seria a posterior avaliagdo dos
grupos NL/APOE e HA/APOE mantendo-os sob dieta normal (sem acréscimo de

colesterol), que proporciona uma doencga aterosclerética mais branda.

Em nosso trabalho, observamos que animais HA/APOE-/- apresentaram
niveis de colesterol significantemente mais elevados do que os animais apenas

deficientes de apoE (NL/APOE-/-). E interessante, pois, apesar dos altos niveis de
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colesterol, um reconhecido fator de risco para doencga aterosclerética, eles

apresentaram reducao da extensao das lesdes ateromatosas.

Niveis elevados de colesterol em animais deficientes de FVIII ja foram
observados anteriormente em um estudo que elaborou a hipétese de que o figado
do animal hemofilico teria um potencial maior para a produgdo de colesterol,
quando nao produzisse FVIII (Kallou-Laschet et al, 2005). No entanto, os autores
nao apresentaram dados que corroborassem essa hipétese. Em outro estudo, foi
demonstrado que ratos submetidos a hepatectomia e tratados com estatinas no
pOs operatorio, tiveram recuperagao mais precoce dos paradmetros de coagulagao,
sugerindo uma interagcédo entre o metabolismo de lipides e a producéo de fatores
de coagulacgéo (Cai et al, 2000). Em conjunto, essas observagdes permitem que
seja feita a hipotese de uma agao facilitadora do FVIII na incorporagao do
colesterol (LDL) na intima do vaso. A partir dessa hipétese, a diminui¢ao do FVIII
em animais deficientes comprometeria esse mecanismo de incorporacéao, levando
ao aumento do colesterol plasmatico e a diminuicdo de sua integragao nas lesdes.
Em consonancia com essa hipétese, Ananyeva e colaboradores (Ananyeva et al,
2002) demonstraram a presenca de FVIIl em grande quantidade em macrofagos e
células musculares lisas de regides de ateromatose, mas ndo em areas de
endotélio normal. Nesses pontos, a concentracdo de FVIII estava altamente
relacionada com o depdsito de LDL oxidadas (oxLDL). Ja foi sugerido um
mecanismo analogo, no qual a fibrina ou fibrinogénio precederiam ou facilitariam o

acumulo de LDL na parede da artéria (Khrenov et al, 2002).

E bem descrita a interacdo entre FVIII e as proteinas ligadas ao receptor de
LDL (chamada LRP — “low density lipoprotein receptor-related protein”) que é
associado ao clearance a até mesmo a biossintese do FVIII. (Lenting et al, 1999;
Saenko et al, 1999; Bovenchen et al, 2003). Ja foi também demonstrado que os
LDLR possuem ligacdo com o FVIIl e atuam em conjunto com os LRP para
regulagédo de seus niveis no plasma (Bovenschen et al, 2005), reiterando a relagao

entre estes receptores e a hemostasia.
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Uma de nossas hipéteses para justificar a protegdo conferida pela deficiéncia
do FVIIl na doencga aterosclerdtica estaria relacionada a agao da PCa. A partir
dessa hipétese, nos animais hemofilicos A, a redugao acentuada do FVIII, um dos
substratos da PCa, poderia levar a maior disponibilidade local dessa proteina, com
aumento de seus efeitos anti-inflamatorios e citoprotetores. Da mesma forma, a
maior disponibilidade da PCa poderia aumentar seu efeito inibitério sobre o FVa,
com redugcdo da geragdo de trombina, assim como de seus efeitos na

microcirculagao.

Muito tem sido discutido sobre as funcgdes anti-inflamatorias da PCa em
diversas patologias, inclusive na doenga aterosclerodtica, onde esse efeito poderia
levar ao abrandamento da doencga vascular. Zorio e colaboradores demonstraram
que jovens sobreviventes de infarto agudo do miocardio apresentavam niveis
reduzidos de PCa. Além disso, os autores demonstraram uma relagado inversa da
atividade da PCa com a gravidade das lesbes (Zorio et al, 2006). Em outro
trabalho, Matsumoto e colaboradores associaram a diminuigdo da atividade da
PCa a piora da aterosclerose na carétida de pacientes com diabetes mellitus tipo
2, associando a sua diminuicdo com a aterogénese nesses pacientes (Matsumoto
et al, 2007).

Em trabalho anterior, em que foram avaliadas as lesdes ateroscleréticas
precoces de camundongos hemofilicos A, sugeriu-se uma diminui¢ao do processo
inflamataério inicial nas lesbes dos hemofilicos, a partir da demonstracao de niveis
diminuidos de marcadores pré-inflamatérios nas lesbes destes animais (Khallou-
Laschet et al, 2005). Os autores sugerem que a via intrinseca seria pro-
aterogénica apenas nas fases iniciais da aterosclerose e que esse efeito reduziria
com o decorrer do tempo. Nossos achados sugerem que esse efeito seja
duradouro na evolucédo da doencga arterial. Um limitante na conclusdo do estudo
anterior foi o curto periodo da evolugdo das lesbes avaliadas (apenas por 16

semanas).

Outro dado importante observado em nosso estudo foi a reducdo do numero

de calcificagbes das lesdes aterosclerdticas no seio adrtico dos animais
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hemofilicos A. As calcificagbes sdo conhecidos marcadores de gravidade e
complexidade da lesdo aterosclerdtica. Isso significa que, aléem da reducdo da

area de lesbes, os hemofilicos A apresentaram também lesdes menos complexas.

5.2 — Desenvolvimento da doencga ateroslcerétca nos animais com

diferentes niveis de FIX:

Ao contrario da expectativa inicial, a deficiéncia do FIX da coagulagdo nao
apenas nao exerceu efeito protetor sobre o desenvolvimento da doenca arterial,
como foi um fator de piora na evolucdo da doenga aterosclerética nos dois
modelos de aterosclerose estudados. No modelo deficiente de LDLR, o aumento
da aterosclerose foi evidente tanto na avaliagdo da aorta (nos dois momentos
avaliados - 22 e 37 semanas) como no seio aortico (apos 37 semanas de dieta
rica em colesterol). Nos animais hemofilicos B deficientes de apoE (HB/APOE-/-)
observamos aumento da progressdao das lesdes ateroscleréticas nos dois

momentos avaliados (22 e 37 semanas) e no seio aértico com 22 semanas.

A fim de confirmar esses dados, realizamos experimentos com animais que
apresentam hiper-expresséo de fator IX (Tg+). Nesses animais, que apresentam
niveis de FIX entre 2 a 3 vezes acima do normal, o efeito de piora das lesdes
observado em animais com deficiéncia do FIX foi revertido. Além disso, esses
animais apresentaram uma tendéncia a redugdo no tamanho das lesdes
aterosclerodticas principalmente apés um periodo mais prolongado de dieta
aterogénica (40 semanas). Independentemente da evolugao doenga arterial, esses
animais apresentaram aumento da frequéncia de eventos de trombose venosa em

relacdo aos controles.

Em conjunto, esses dados sugerem que o fator IX pode ter um papel protetor
no desenvolvimento da doenca aterosclerética, possivelmente independente de

seu efeito na coagulagao.
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Uma possivel explicagdo para esse fendmeno pode estar relacionada a
interagcdo entre o FIX e o colageno. Em 1983, Heimark e colaboradores
descreveram pela primeira vez a ligagdo do FIX em um sitio especifico nas células
endoteliais, informacédo esta confirmada posteriormente por outros grupos de
forma mais detalhada (Stern et al, 1983, Brinkman et al, 1994). Em 1992, Cheung
e colaboradores (Cheung et al, 1992) localizaram os residuos 3-11 da regido
amino terminal do FIX no dominio Gla como sendo a regido responsavel pela sua
ligacdo nas células endoteliais e, posteriormente, o mesmo grupo identificou o

colageno IV como sitio endotelial da ligagdo do FIX (Cheung et al, 1996).

O colageno IV é uma proteina da matriz extra-celular e um dos principais
componentes da membrana basal das células endoteliais. Entre os diversos
componentes da matriz extracelular, o colageno tem grande importancia devido a
sua abundéancia e a sua contribuicdo para a estrutura da placa ateromatosa,
mantendo sua resisténcia ténsil e integridade. Por outro lado, é o equilibrio entre a
producao de citocinas, como por exemplo o TGFB e o PDGF, que controla o
equilibrio entre a sintese e a degradagao de colageno, bem como de proliferagao
de células musculares lisas. Quaisquer fatores que alterem esse equilibrio podem
determinar mudangas na evolug&do da progressao e na vulnerabilidade das placas

ateroscleréticas.

Mutagdes no dominio Gla do FIX, incluindo a lisina 5 pela alanina (K5A) e
valina 10 pela lisina (V10K), produziram FIX que ndo tinha afinidade pelo
colageno, mas mantinha atividade coagulante normal (Cheung et al, 1992). Esses
dados reforgam que o sitio de ligagdo ao colageno nao esta relacionado a fungao
coagulante do FIX, mas, sim, a alguma fungdo associada exclusivamente ao
endotélio. E interessante que, apesar dessa ligacdo entre FIX e célula
endotelial/colageno IV ser bem documentada, pouco é conhecido sobre seu
significado fisiologico. Portanto, é possivel imaginar que a piora na evolugdo das
lesbes ateroscleréticas em animais com deficiéncia de FIX poderia estar
relacionada a auséncia do papel protetor do fator IX na regulagdo de processos

inflamatorios das células endoteliais mediante sua ligagdo ao colageno.
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Um resultado aparentemente discrepante foi encontrado na avaliagdo do
grupo HB/APOE-/-, onde houve diminuicdo da les&o aterosclerética no seio
aortico, comparativamente aos controles apenas deficientes de apoE (NL/APOE-/-
), € aumento nos achados da aorta, onde a doenca foi mais grave no grupo com
hemofilia B. Na avaliacdo desse achado é importante destacar a alta mortalidade
desse grupo (HB/APOE-/-) em relagéo a todos os demais grupos do estudo. De 60
animais HB/APOE-/- colocados em dieta, 29 morreram antes de completar o
periodo previsto para o sacrificio. Esses o6bitos aparentemente nao foram
relacionados a fendmenos hemorragicos ou infecciosos. E interessante
ressaltarmos que os Obitos desses animais provavelmente estariam muito mais
associados a gravidade da doenga no seio adrtico do que na aorta, visto que
esses animais ndo evoluem com ruptura da placa de ateroma e oclusio arterial
aguda. Assim, a doenga avangada no seio aortico poderia ter precipitado a morte
de muitos animais no grupo HB/APOE-/-, de modo que apenas os sobreviventes,
com doencga mais branda no seio aortico, foram analisados apds 37 semanas de

dieta aterogénica.

Outro dado relevante para a avaliacdo deste achado é que na avaliagao das
lesbes apos 37 semanas de dieta, apesar de menores no grupo HB/APOE-/-,
observamos maior densidade de fibras colagenas nesse grupo em relagao aos
controles NL/APOE-/-. E importante ressaltar que a presenca de colageno é um

conhecido marcador de complexidade da lesédo aterdsclerdtica.

Nossos resultados abrem diferentes frentes para futuros estudos. O efeito
protetor da deficiéncia de FVIII no desenvolvimento da aterosclerose sugere que a
manipulagdo da atividade relativa ao FVIII:PCa possa ser um alvo terapéutico
potencial para o tratamento da doenga arterial oclusiva. Por outro lado, os
resultados obtidos com animais com deficiéncia de FIX, que exigem uma
interpretacdo ainda cautelosa, reclamam a necessidade de aprofundamento dos
estudos do processo inflamatorio nesse modelo. Além disso, esses resultados
abrem uma nova frente de investigagdo sobre a interagao do fator IX com outros
ligantes como, por exemplo, o colageno endotelial. A identificagado desses ligantes,

bem como de novos dominios funcionais do FIX tem o potencial de permitir a
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elaboragcdo de novas abordagens terapéuticas para a prevengédo das doencgas

vasculares.

Essas informagdes podem contribuir ainda para o acompanhamento e
tratamento dos pacientes hemofilicos, cuja sobrevida com novos tratamentos tem
aumentado, permitindo que eles atinjam com maior frequéncia a idade de maior
risco para doenga arterial oclusiva. Como ja mencionado, o efeito adicional de
outras causas de mortalidade até recentemente preponderantes em pacientes
com hemcofilia (HIV, sangramentos, etc) poderia justificar a auséncia de evidéncias

epidemiologicas mais robustas dos fendbmenos observados em nosso estudo.
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Conclusoes




6 — CONCLUSOES

De acordo com os objetivos inicialmente propostos nesse estudo, ou seja, de
investigar a influéncia dos fatores VIIl e IX no desenvolvimento e progressédo da

doenca aterosclerotica, concluimos que:

1. A deficiéncia do FVIII teve um efeito protetor na evolugédo da
doenca aterosclerética no modelo de aterosclerose deficiente de apoE, de

maneira tempo dependente.

2. O efeito protetor da deficiéncia de FVIIl esteve presente
mesmo na presencga de niveis mais elevados de colesterol no modelo de

camundongos com deficiéncia de apoE.

3. A deficiéncia de FIX nado apresentou efeito protetor sobre a
evolucado da doenca aterosclerética nos modelos estudos, mas representou
um fator de piora da aterosclerose nos dois modelos estudados.

4, A hiper-expressdo de FIX ndo representou um fator de
agravamento na progressdo da doencga aterosclerética em camundongos
com deficiéncia de apoE, mas foi um fator de risco para trombose venosa

profunda.

5. Esse estudo evidencia a interferéncia heterogénea dos fatores
de coagulagdo na doencga arterial, provavelmente por agdes distintas
daquelas bem conhecidas na coagulagdo e no evento final de oclusdo
arterial aguda.
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