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Introduc¢iao: Aumento dos niveis de fator VIII (FVIII) é um fator de risco prevalente e
independente para tromboembolismo venoso (TEV). Sindrome p6s-trombética (SPT) €
uma complicacdo a longo prazo da trombose venosa profunda (TVP) de membros
inferiores, que esta presente em 20% -50% dos pacientes, e podem ser associados a um
processo inflamatério cronico. O receptor low density lipoprotein receptor-related
protein 1 (LRP1) tem sido associado ao catabolismo do FVIII. Metodologia: Apds
uma mediana de 10 anos do primeiro episodio trombdético, avaliamos os niveis de FVIII
em 68 pacientes com TEV e niveis elevados prévios deste fator, e 67 controles
sauddveis. Posteriormente, foi analisada a presenca de SPT em pacientes e sua relagdo
com os niveis plasmaticos de FVIIL. Além disso, foram avaliadas as regides dos genes
do FVIII e do LRP1 que codificam as regides de afinidade entre eles, com o objetivo de
verificar se essas alteracdes moleculares estdo associadas aos niveis plasmaticos de
FVIII, e com o TEV. Por ultimo, foi avaliada a expressdo proteica de LRP1 no figado
de 20 pacientes cirurgicos. Resultados: Apos 10 anos do primeiro episédio de TEV, os
niveis de FVIII foram significativamente maiores em pacientes quando comparados aos
controles (158,0 UI / dL vs 126,1 UI / dL, p <0,001]. Pacientes com SPT grave
apresentaram niveis aumentados de FVIII (182,0 UI / dL) quando comparados aos
pacientes com SPT moderada (155,5 Ul / dL, p <0,001) ou sem PTS (154,0 UL/ dL, p
<0,001). Apesar de encontrarmos 14 alteragdes moleculares nos genes do FVIII e do
LRPI, nao foi encontrada nenhuma relacdo entre essas alteragdes moleculares e os
niveis plasmaticos de FVIII ou com o TEV. Além disso, nao foi observada correlacao
entre a expressdo do LRP1 nas células hepdticas e os niveis plasmdticos de FVIIL
Conclusoes: N6s demonstramos um aumento persistente dos niveis de FVIII em um

subgrupo de pacientes com TEV, mas de uma magnitude muito menor apds 10 anos do
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primeiro episédio de TEV. Além disso, observamos uma associacdo significativa entre

o aumento dos niveis plasmdticos de FVIII e SPT grave.
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Introduction: Increased levels of factor VIII (FVIII) are a prevalent and independent
risk factor for venous thromboembolism (VTE). Post-thrombotic syndrome (PTS) is a
long-term complication of deep venous thrombosis (DVT) of the lower limbs that is
present in 20%-50% of patients and can be associated to a chronic inflammatory
process. The low density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1) has been
associated with FVIII catabolism. Methodology: After a median of 10 years of the first
thrombotic episode, we evaluated FVIII coagulation levels in 68 patients with VTE and
previous high levels of FVIII and in 67 healthy controls. Subsequently, we analyzed the
presence of PTS in patients and its relationship with plasma levels of FVIIL. Moreover,
we evaluated the regions of FVIII and LRP1 genes encoding regions of affinity between
these proteins, with the objective of determining whether these molecular changes are
associated with plasma levels of FVIII and VTE. Finally, we evaluated the protein
expression of LRP1 in the liver of 20 surgical patients. Results: After 10-years median
of the first VTE episode, FVIII levels were significantly higher in patients when
compared to controls (158.0 IU/dL vs. 126.1 IU/dL; p<0.001]. Patients with severe PTS
showed increased levels of FVIII (182.0 IU/dL) when compared to patients with
moderate PTS (155.5 TU/dL; p<0.001) or no PTS (154.0 IU/dL; p<0.001). Despite we
have found 14 molecular changes in the FVIII and LRP1 genes, no relationship was
found between these molecular alterations and FVIII levels or VTE. Moreover, no
correlation was observed between LRP1 expression in the liver cells and plasma FVIII
levels. Conclusions: We demonstrated a persistent increase of FVIII levels in a subset
of patients with VTE, but in a much lower magnitude after 10 years of the first VTE
episode. Moreover, we observed a significant association between increased plasma

FVIII levels and severe PTS.
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1.1 - Tromboembolismo Venoso

A trombose € definida como um processo patolégico resultante da
ativacdo e propagacdo inapropriada do sistema hemostitico normal, resultando na
formacdo de um trombo que pode acometer tanto o sistema venoso como o arterial [1].
Os principais fatores envolvidos nesta resposta sdo a hipercoagulabilidade, estase

venosa e alteragOes na parede vascular [2].

O tromboembolismo venoso (TEV) é uma doenca frequente, e por vezes,
grave e fatal. A incidéncia do primeiro episddio de TEV aumenta com a idade, sendo de

1/100.000 na infancia e de 1/100 em idosos [3], e é semelhante entre homens e mulheres

[4].

Estudos norte-americanos demonstraram que afrodescendentes e
caucasoides possuem incidéncias maiores de TEV (29/100.000 e 23/100.000,
respectivamente) quando comparados aos hispanicos (14/100.000) e asiaticos

(6/100.000) [5-8].

O TEV pode se manifestar como trombose venosa profunda (TVP),
superficial e embolia pulmonar (EP). A primeira afeta principalmente as veias
profundas de membros inferiores, embora possa acometer outros sitios venosos, tais

como os vasos dos membros superiores, cerebrais, abdominais e retina [9].

Em sua fase aguda, a TVP provoca sintomas relacionados a obstrucio
venosa, tais como: edema, eritema e aumento da temperatura do membro afetado. A
principal complicacdo nesta fase € o possivel desprendimento do trombo ou de parte

dele, que pode migrar para os vasos pulmonares e provocar a embolia pulmonar [9].
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A trombofilia € definida como uma tendéncia a trombose, decorrente de
fatores de risco genéticos e/ou adquiridos. Os fatores de risco adquiridos cldssicos ja
estabelecidos sdo: imobiliza¢do, gravidez, puerpério, cancer, uso de hormodnios
estrogénicos, trauma, cirurgia, presenca de anticorpo antifosfolipidio, dentre outros. A
trombofilia hereditdria decorre de defeitos genéticos que comprometem 0s mecanismos
de anticoagulacdo, como a deficiéncia de proteina C, de proteina S, da antitrombina; ou
que levam a um estado pro-coagulante, como a mutacdo G1691A no gene do fator V

(fator V de Leiden), a mutacdo G20210A no gene da protrombina [10,11].

A trombofilia hereditdria pode ser multigénica, sendo que o risco
trombdtico parece ser maior em pessoas com coexisténcia de trombofilias [10-13]. Da
mesma forma, ocorre interacdo entre fatores de risco adquiridos e genéticos, onde
observa-se um aumento do risco de trombose quando portadores de trombofilia

hereditaria sdo expostos a fatores de risco adquiridos [14,15].

Portanto, o TEV € uma doencga multifatorial na qual ocorre uma interacao
dindmica entre fatores de risco genéticos e adquiridos. No entanto, em
aproximadamente 30% dos casos de TEV nao se identifica fatores de risco associados, o
que caracteriza o TEV idiopatico ou espontaneo [16]. Isto leva a acreditar que existem

fatores de risco adicionais para o TEV ainda nao identificados.

1.2- Sindrome Pés-Tromboética

A sindrome pdés-trombdética (SPT) € uma complicagcdo comum e crénica
da TVP de membros inferiores, e se desenvolve em cerca de 20-50% dos pacientes com

TVP de membros inferiores, sendo que 5-10 % dos pacientes desenvolvem a forma
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grave. A maioria dos casos de SPT desenvolvem-se nos primeiros dois anos apds a
TVP. Manifestacdes clinicas da SPT variam de sintomas leves a sinais mais graves,
como dor, edema e presenca de dlceras no membro afetado. A SPT estd associada a

morbidade, baixa qualidade de vida e risco aumentado de recorréncia [17].

Pacientes com SPT podem apresentar dor, sensacdo de peso, inchaco,
caimbras, prurido ou formigamento no membro afetado. Os sintomas podem ser
intermitentes ou persistentes, e tendem a ser agravados em pé€ ou andando, com melhora
com o repouso e elevacdo da perna. Os sinais clinicos incluem edema, telangiectasias,
hiperpigmentacdo, varizes e eczema venoso. Em casos mais graves podem aparecer
dlceras, e estas tendem a ser crOnicas, dolorosas, e de dificil cura, e muitas vezes

ocorrem recidivas [18].

A fisiopatogenia da SPT decorre da hipertensdo venosa que é causada
principalmente por trés fatores: (i) obstrucao do vaso por trombo residual, (ii) destrui¢ao
de valvulas venosas pelo trombo, (iii) processo inflamatério local agudo que danifica a

parede do vaso e as valvulas venosas [19,20].

Em um estudo prospectivo recente, que incluiu 387 pacientes com TVP
sintomadtica aguda, a resolucio incompleta dos sintomas nas pernas um més apds a TVP
foi um fator preditivo importante para o desenvolvimento da SPT durante os dois anos
subsequentes [21]. Conforme resumido em duas revisdes recentes, a trombose da veia
femoral ou iliaca (em comparagdo com TVP distal), antecedente de TVP ipsilateral, e
maior indice de massa corporal estdo associados a um risco mais elevado de SPT

[22,23].

39



A associagdo de caracteristicas clinicas como género e idade; e de
trombofilias como fator V de Leiden, mutacdo no gene da protrombina, e deficiéncia

dos anticoagulantes naturais, com o risco para SPT ainda € controversa [24-27].

Pouco se sabe sobre a influéncia dos niveis de marcadores de inflamacao
e de hipercoagulabilidade sobre o risco de desenvolvimento da SPT. Estudos recentes
demonstraram que niveis elevados de marcadores inflamatérios [28-31] e D-dimero [24,
31-33], logo apds o diagndstico de TVP ou apds alguns meses foram associados com o

desenvolvimento de SPT.

O papel de fatores da coagulagdo tais como o fator VIII (FVIII) e o fator
de von Willebrand (FvW) na ocorréncia da SPT ainda é pouco conhecido e controverso.
Goldenberg et al [34] mostrou uma associacdo entre niveis elevados de FVIII e
ocorréncia de SPT em pacientes pedidtricos com TVP. Por outro lado, outros estudos
ndo mostraram qualquer associa¢do entre niveis elevados de FVIII e FvW com a

ocorréncia de SPT [24,31,35].

1.3 - Fator VIII

O sistema hemostatico € responsdvel ndo apenas por controlar
sangramentos pds-lesdo vascular, mas também manter o sangue fluido dentro dos vasos.
O ponto central do sistema hemostatico é a cascata da coagulacdo que consiste em uma
série de reacdes enzimdticas, onde zimogénios dos fatores de coagulagcdo sao ativados

em sequencia, culminando na formacao do codgulo de fibrina [36].
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A coagulacdo € iniciada com a exposi¢cdo do fator tecidual (FT) e
consequente formacao do complexo FT-Fator VII ativado (FVIla), que ira ativar o Fator
IX (FIX) e Fator X (FX). Logo apds a geracdo das primeiras moléculas de FX ativado
(FXa), este ¢ inibido pelo inibidor da via do fator tecidual (TFPI - tissue factor pathway
inhibitor). Apesar desta rdpida inibi¢cdo, as poucas moléculas de trombina geradas sdo
capazes de ativar o fator XI (FXI). O FXI ativado (FXIa) ativa o fator IX (FIX) que, por
sua vez forma um complexo com o FVIII ativado (FVIIla), para em seguida ativar o
FX. O FXa, tendo o fator V ativado (FVa) como cofator, converte a protrombina (FII)
em trombina. A trombina por sua vez atua sobre o fibrinogénio, convertendo-o em

monomeros de fibrina, que serdo polimerizados para formar o codgulo de fibrina. [36].

Modelo da coagulagido baseado em superficies celulares

v
X
Va
+ l
FT
Xa I

Inlglagao Célula expressando
(nas celulas que o fator tecidual

expressamo FT
preseam oD e
la (Trombina)

Amplificagéao 5
{na superficie das Villa Vil + FvWw Va Xla
plaquetas ativadas) l
X
Propagacéao (Complexo
(na superficie das prorombinase)
plaquetas ativadas) la (Trombina)

l)(a + Vlla

(Complexo
tenase) X

Fibrinogénio —— » Fibrina

Figura 1: Ilustracao esquematica da cascata da coagulacao [37].
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O FVIII ¢ sintetizado principalmente no figado, mas seu RNA
mensageiro (RNAm) ja foi detectado no bago, pulmdes, linfonodos e rins. A observacgio
de que humanos e caes com hemofilia A (deficiéncia de FVIII) poderiam ser curados
com um transplante de figado sugere que este € o principal sitio de sintese do FVIII.
Estruturalmente, o FVIII possui trés tipos de dominios: Al — A2 — B — A3 - C1 — C2

[38].

O aumento do nivel plasmético de FVIII é um fator de risco
independente e prevalente para o primeiro episodio de TEV [39-45]. Um estudo
realizado pelo nosso grupo confirmou esse resultado em uma populacdo brasileira [46].
No entanto, o papel do FVIII elevado no risco de recidiva da doenga ainda ndo estd bem

estabelecido [47-50].

Individuos com FVIII plasmético acima 150 UI/dL t€m um risco 4,8
vezes maior de desenvolver TEV quando comparados aqueles com FVIII abaixo de 100
IU/dL. Observou-se também que para cada elevacao de 10 UI/dL na dosagem do FVIII
no plasma, o risco de episddios recorrentes aumenta em 24%. Portanto, o nivel elevado

do FVIII é também um fator de risco dose-dependente para o TEV [40].

Como o FVIII € uma proteina de fase aguda, uma das hipdteses para o
seu aumento seria a resposta ao processo inflamatério agudo trombético. Logo apds o
episddio de trombose hd um aumento do FVIII e da proteina C reativa (PCR), também
um marcador de fase aguda. Contudo, na evolucdo desses pacientes, apds o periodo
agudo, ocorre normalizacdo dos niveis de PCR, sem que paralelamente ocorra 0 mesmo
com o FVIII, descartando que este aumeno de FVIII seja meramente consequéncia de

uma resposta inflamatéria aguda ocasionada pelo trombo [51-53].
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O mecanismo pelo qual o FVIII elevado pode aumentar o risco de TEV
tem sido investigado. Embora possa parecer 6bvio que a elevagdo de um fator da
coagulacdo deva aumentar a probabilidade do TEV, esta relacdo parece ser verdadeira
somente para alguns fatores, tais como FVIII, FIX, FXI e protrombina [13,39,54].
Alguns estudos observaram que pacientes com TEV e niveis elevados de FVIII tinham
uma maior geracdo de trombina do que pacientes com TEV e niveis normais de FVIII

[55,56].

Apesar de inimeros estudos, ainda nao estdo totalmente estabelecidos os
mecanismos que interferem com a concentracdo plasmdtica do FVIIL. De qualquer
forma, sabe-se que o FvW, o tipo sanguineo ABO, fatores genéticos, idade e sexo tém

influéncia sobre o nivel plasmético de FVIII [57,58].

A maior parte do FVIII circula no plasma associado ao FvW, sendo que
apenas uma pequena fracdo permanece livre na circulacdo. A propor¢do fisioldgica
entre FVIII e FvW é de aproximadamente 1:50. A ligacdo entre eles € essencial para a
sobrevida do FVIII in vivo, e para evitar sua ativacdo inapropriada. Portanto, o nivel
plasmatico de FVIII € influenciado pelo nivel do FvW. Também estd bem estabelecido
que individuos do grupo sanguineo O possuem niveis diminuidos de FVIII, quando

comparados aqueles dos grupos nao-O [59,60].

Os estudos que incluiram pacientes com TEV e aumento de FVIII
sugerem um padrdo de heranga genética dos niveis elevados de FVIII [61,62]. Contudo,
a andlise do gene do FVIII, demonstrou inimeros polimorfismos, mas sem qualquer
correlagdo com os niveis elevados de FVIII [63-66]. Mesmo a andlise da regidao
promotora e da regido terminal 3’ do gene do FVIII ndo conseguiu identificar nenhuma

alteracdo relacionada a concentragdo elevada do FVIII [67].
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1.4 - O Receptor LRP1

O receptor LRP1 (Low density lipoprotein receptor-related protein 1),
também conhecido como CD91, é uma glicoproteina de membrana de 600 KDa,
membro da familia dos receptores endociticos de LDL. Sua forma madura consiste de
uma fracdo de 85 KDa (fragmento beta) que constituem as porcdes intracelular e
transmembrana da glicoproteina. A fracdo extracelular (fragmento alfa) consiste de uma

fracdo de 515 KDa e possui diversos sitios de interacao com os ligantes do LRP1 [68].

O gene do LRP1 estd localizado no cromossomo 12q13-14, e a proteina é
expressa em vérios tecidos, incluindo figado (principal), pulmdes, cérebro e placenta; e
em vdrios tipos celulares, tais como hepatdcitos, células de Kupffer, fibroblastos,
células musculares lisas, adipdcitos, neurdnios, astrécitos, células epiteliais de glandula

salivar, mondcitos e macrofagos [69-72].

O LRPI possui um amplo espectro de ligantes, sendo que os principais
sdo: lipoproteinas, lipoproteinas de baixissimo peso molecular (VLDLs), lipases,
proteinas de matriz, fator de crescimento plaquetario, ativador tecidual do
plasminogénio (t-PA), ativador uroquinase do plasminogénio (u-PA), complexos t-PA /
PAI-1 (inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1), u-PA / PAI-1, trombina / PAI-1,
trombina / antitrombina, TFPI, complexo fator VIla / TFPI, FVIIIl / FVIlla, FIXa, FXIa,

proteina precursora 3 amiloide, entre outros [73].

Originalmente acreditava-se que o LRPI tinha a fun¢do exclusiva de
endocitose de seus ligantes para que estes fossem entdo degradados nos lisossomos
intracelulares. No entanto, atualmente sabe-se que este receptor também atua na

regulacdo de vias de sinalizagdo celular [74].
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Desde a sua identificagdo, as principais linhas de pesquisa envolvendo o
LRP1 sdo o seu papel na doenca de Alzheimer [75-90] e no clearance do FVIIL. No
entanto, nos ultimos anos, o LRP1 tem sido investigado em diversos processos
bioldgicos tais como metabolismo de lipidios [91,92], protecdo da vasculatura [93-96],
regulacdo da migragdo celular [97-101], na modula¢do da integridade da barreira

hemato-encefélica [102,103], e regulacdo da resposta imune [104,105].

Além disso, tem sido investigado o papel do LRP1 em algumas
condi¢des clinicas, tais como metdstases [106-115], diabetes [116-118], inflamacao
[119], processos infecciosos [120-122], artrite reumatoide [123], hipdoxia [124,125],

entre outras [126-130].

1.5 - O Papel do Receptor LRP1 no Clearance do Fator VIII

As primeiras evidéncias do envolvimento do LRP1 no clearance do
FVIII foram simultaneamente descritas por dois grupos de pesquisadores [57,131].
Estes autores mostraram em modelos in vitro (surface plasmon resonance) que o FVIII
possui uma afinidade moderada pelo LRP1. Além disso, andlises em modelo de cultura
de células (fibroblastos) e modelo animal in vivo mostraram que o FVIII radioativo
('PFVIII) se liga especificamente ao LRP1 e que este receptor medeia a internalizagao

e subsequente degradacao do FVIIIL, indicando que o LRP1 desempenha um importante

papel no ajuste do FVIII plasmatico in vivo.

Bovenschen et al [132] utilizando um modelo animal transgénico
deficiente de LRP1 hepdtico e controles normais, mostrou que os animais deficientes

apresentam um aumento de 1,8 vezes nos niveis de FVIII na circulagdo. Além disso, os
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autores observaram uma diminuicdo de 1,5 vezes no clearance do FVIII nos animais
deficientes de LRP1 hepatico em comparacdo aos animais controle, indicando que estes
niveis aumentados de FVIII nos animais deficientes sdo, ao menos em parte, devido a

um clearance diminuido do FVIIIL.

No entanto, ao se promover a superexpressdo do receptor-associated
protein (RAP), uma proteina com alta afinidade pelo LRP1, que compete com o FVIII
pela ligacdo ao receptor, observou-se que os animais deficientes de LRP1 tiveram um
aumento adicional de aproximadamente duas vezes nos niveis plasmaticos de FVIII
[132]. Como o RAP possui alta afinidade por outros membros da familia de receptores
de LDL, este resultado sugeriu que outros receptores da mesma familia poderiam
contribuir no catabolismo do FVIII. Também ndo se pode descartar que o LRPI1
presente em células extra-hepaticas possa ter uma ligagdo com o RAP hiperexpresso,

contribuindo para esse aumento do FVIIIL.

Consequentemente, Bovenschen et al [133] utilizando um modelo animal
transgénico deficiente de LRP1 hepatico e do receptor de LDL (LDLR), e controles
normais, mostrou que os animais deficientes de LRP1 hepdtico apresentavam um
aumento de 1,8 vezes nos niveis de FVIII na circulagdo, enquanto que animais
deficientes de LDLR mostraram valores de FVIII semelhantes aos animais controles.
No entanto, animais deficientes simultaneamente para LRP1 hepatico e LDLR

apresentaram um aumento de 4,6 vezes nos niveis plasmaéticos de FVIIIL.

Além disso, observou-se que o clearance de FVIII estava 1,6 vezes
diminuido nos animais deficientes de LRP1 hepdtico em comparacdo aos animais
controle, enquanto que os animais deficientes de LDLR apresentaram uma diminui¢do

de 1,25 vezes (ndo estatisticamente diferente dos controles). Em contraste, animais
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deficientes simultaneamente para LRP1 hepatico e LDLR apresentaram uma diminui¢cao
de 4,8 vezes do clearance de FVIIL. Estes resultados indicam que o LDLR parece

contribuir com o LRP1 no catabolismo do FVIII [133].

Outro estudo avaliou o papel do very low density lipoprotein receptor
(VLDLR) no catabolismo do FVIII. No entanto, ao contrario do LDLR, o receptor
VLDLR ndo mostrou um efeito aditivo ou sinérgico com o LRP1 no catabolismo do

FVIII [134].

Andlises estruturais mostraram que o LRP1 possui quatro clusters (1, 1,
III e IV), sendo que os clusters 11 e IV sdo os que possuem maior afinidade com os
ligantes do LRP1 testados, dentre eles o FVIII [131,135]. Cada cluster do LRP1 ¢é
formado por um ndmero varidvel de complement-type repeats (CRs), sendo que cada
CR ¢é composta por uma sequencia de aproximadamente 40 aminodcidos [136,137].

O cluster 11 do LRP1 é composto por oito CRs, sendo demonstrado que o
FVIII possui afinidade pelos seis primeiros CRs do cluster II [135,138,139]. Estudos
estruturais demonstraram que o FVIII possui dois sitios de alta afinidade para o LRP1,
localizados nos dominios A2 (Arg484 a Phe509) e A3 (Lys1804 a Ala1834), e também
um sitio de baixa afinidade no dominio C2 (Thr2303 a Tyr2333) [131,138-143].
Portanto, o estudo da regido do gene que codifica estas regides de afinidade entre as

proteinas seria de grande relevancia.

A Figura 2 a seguir mostra de forma esquematizada a estrutura das

proteinas do FVIII e do LRP1 e suas regides de afinidade.
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LRP molecule: Hepatic cell
membrane

Expressed ' 1.CR310 6 CR11-20 7. CR z;-;a{ Mg

fragments: GOOAOAARO OCOV0V0V0G0 BOOBVRABAOO
Figura 2A: Esquema da estrutura proteica do LRP1 e suas regioes de afinidade
pelo FVIIL. A figura mostra os quatro clusters da proteina do LRP1 compostos cada um
por um nimero definido de complement-type repeats (CRs). Os clusters Il em IV em
destaque (circulos vermelhos) possuem afinidade pelo FVIII. A interacdo entre o cluster
IT e o FVIII foi estudada com mais detalhe, e foi identificado que os CRs 3 ao 8 (em
destaque) sdo os responsdveis pela afinidade de interacdo entre o cluster Il do LRP1 e o

FVIIL. Figura adaptada de Sarafanov et al., 2007 [139].

FIXa,
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VvLDLR, VvLDLR
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Figura 2B: Esquema da estrutura proteica do FVIII e suas regioes de afinidade
pelo LRP1. A figura mostra os dominios que compdem a estrutura protéica do FVIII e
seus sitios de interacdo com diversas proteinas envolvidas na coagulacdo (destacadas
em retangulos). Destacadas em circulos vermelhos, observamos os trés sitios do FVIII
que possuem afinidade pelo receptor LRPI1. Figura adaptada de Lenting et al., 2010
[144].

Viérios estudos epidemioldgicos analisaram a influéncia de

polimorfismos ja descritos no gene do LRPI sobre os niveis plasmaticos de FVIII e
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associacdo com TEV em humanos [62,145-148]. Particularmente, nosso grupo avaliou
trés desses polimorfismos em pacientes brasileiros com TEV. O resumo dos resultados

obtidos por estes estudos estdo apresentados no Quadro 1, a seguir:

Quadro 1: Principais polimorfismos do gene do LRP1 estudados na associacdo com

niveis de FVIIl e com o TEV.

Alteracao Niveis de FVIII Associacao ao TEV Referéncia Casuistica (N)
-25C/G Diminui¢ao do FVIII Naio afeta Marchetti et al, 2006 [146] 200
C766T Nao afeta Efeito protetor Cunningham et al, 2005 [145] 60
C663T Aumento do FVIII Risco Vormittag et al, 2007 [147] 152

Morange et al 2005 [62] ; 427

D2080N Diminuicao do FVIII Nao afeta
Mello et al 2008 [148] 249
C220T Nao afeta Nio afeta Mello et al 2008 [148] 249
A755P Nao afeta Nao afeta Mello et al 2008 [148] 249
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Tendo em vista que:

o

- O TEV ¢€ considerado um importante problema de Saide Publica devido

[€N

expressiva incidéncia e taxa de mortalidade desta doenca. O aumento do FVIII
considerado um fator de risco para o TEV e hd discussdo em relacdo a seu papel na

recorréncia da doenca;

- Existe uma variacdo nos niveis de FVIII, que parece ser multifatorial, mas

ainda nao totalmente esclarecida;

- A SPT € uma complicacdo prevalente da TVP de membros inferiores, e estd

associada a um prejuizo significativo na qualidade de vida dos individuos afetados;

- Existe uma relacao entre o receptor LRP1 e o catabolismo do FVIII plasmaético;

- A andlise de alteracdes moleculares nos genes do FVIII e do LRP1 podem
indicar possiveis influéncias genéticas nos niveis plasmaticos elevados de FVIII e

associacdo com o TEV;

- O LRP1 € expresso principalmente em células hepéticas, mas nenhum estudo

avaliou sua relacdo com os niveis plasmaticos de FVIII em humanos;
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3. Objetivos 1
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Este estudo teve como objetivos:

- Avaliar a evolucdo a longo prazo dos niveis plasmaticos de FVIII em pacientes
com antecedente de TEV e aumento de FVIII. Como o aumento do FVIII pode estar
associado a um processo inflamatério, também se avaliou a sua associagao com a SPT,

considerada um processo inflamatdrio cronico (Objetivo IA);

- Avaliar a presenca de mutagdes e/ou polimorfismos nas regides dos genes do
FVIII e do LRP1 que codificam as regides de afinidade entre eles, e verificar se essas
alteracdoes moleculares estdo associadas aos niveis plasmaticos de FVIII, e com o TEV.

(Objetivo IB);
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4. Casuistica I
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4.1 Casuistica I - Pacientes com TEV e Controles

Em 2004 foi realizado um estudo com pacientes que tiveram o primeiro
episodio de TEV entre 1990 e 2004, acompanhados no Ambulatério de Hemostasia do
Hemocentro de Campinas. Nesse estudo foram avaliados entre outros parametros o
nivel de FVIII apés um tempo minimo de trés meses da suspensdo do anticoagulante.
Foram considerados elegiveis os pacientes que tivessem o diagndstico objetivo de TEV,

e a dosagem de FVIII [46].

Todos os pacientes tiveram o diagnéstico de TEV confirmado
por exames de imagem que variou de acordo com o sitio acometido. Para TVP de
membros inferiores e superiores foi utilizado o ultrassom com Doppler, enquanto na
TVP portal e cerebral utilizou-se tomografia computadorizada, ressonancia magnética
ou angiografia. O diagnéstico de embolia pulmonar foi realizado pela cintilografia

pulmonar de ventilacao e perfusao.

Os critérios de exclusdo foram idade inferior a 18 e superior a 70 anos,
gestacdo ou puerpério, presenga de neoplasia, doenca renal, hepdtica, reumatoldgica,
hipo/hipertireoidismo, sindrome do anticorpo antifosfolipidio (SAAF), uso de
anticoncepcionais hormonais, terapia de reposi¢cdo hormonal ou corticoide no momento

da coleta de sangue.

Os individuos do grupo controle do primeiro estudo foram selecionados
a partir de alunos e funcionarios do Hemocentro da UNICAMP, de acordo com o
género, grupo sanguineo ABO, idade aproximada (diferenca mdéxima de cinco
anos), etnia e drea geografica residencial dos pacientes. Os critérios de exclusdo

utilizados foram os mesmos do grupo de pacientes com TEV, incluindo apenas a
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presenca de histéria pessoal ou familiar de TEV. Para a classificacio de etnia foi
considerada a ascendéncia até a terceira geracdo, e aspectos fisicos como cor da pele,

textura dos cabelos e formato nasal.

A partir desses resultados, entre julho de 2010 a marco de 2011 foram
selecionados os pacientes para nosso estudo de acordo com o critério de inclusdo, isto €,
o aumento do FVIII acima do percentil 90 (P90). O P90 foi estabelecido a partir da

andlise dos niveis plasmdticos do FVIII do grupo controle do estudo de 2004.

Inicialmente foram considerados elegiveis 314 pacientes adultos com um
episddio de TEV. O grupo controle deste estudo incluiu os mesmos critérios do grupo

controle inicial.

A Figura 3 apresenta de forma esquematizada a selecdo de pacientes com

TEV e controles para o estudo:

Pacientes com TEV Pareamento Controles
Grupo Inicial Grupo Inicial
(N= 314) (N= 314)
FVIIl e PCR FVIIl — Determinacao do P90
200U1/ dL
Pacientes com TEV Pacientes nao
— encontrados ou nao

FVIll elevado (T do P90)
(N=104)

aceitaram participar
(N=36)

Pacientes com TEV Nova Selecgéo Controles
Grupo do Estudo Grupo do Estudo
(N=68) (N=67)

Figura 3: Esquema de sele¢do dos pacientes com TEV e controles.
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Em 2011, 7 anos apds a primeira avaliagdo, os 104 pacientes que
apresentaram niveis de FVIII acima do P90 (200 UI/dL) dos controles, na primeira
avalia¢do, foram reconvocados para uma segunda andlise. Deste total, 68 pacientes
concordaram em participar do estudo. Seguindo os mesmos critérios de inclusdo e

exclusio do estudo de 2004, foram selecionados 67 novos controles.

-

E importante ressaltar que ndo houve diferenca significativa nas
caracteristicas clinicas e nos niveis de FVIII e PCR na 1* avaliagdo quando comparamos
os 68 pacientes com TEV incluidos com os 36 pacientes ndo encontrados ou que nao

aceitaram participar do estudo (dados ndo mostrados).

Foi coletado um total 20 mL de sangue periférico para as dosagens de
FVIII, proteina C reativa, tipagem sanguinea e extracdo de DNA. Para a determinacdo
da atividade do FVIII foram coletados dois tubos contendo citrato de sédio a 3.2%, e
para a dosagem de PCR um tubo seco sem anticoagulante. Posteriormente, os tubos
foram centrifugados a 3000 RPM por 15 minutos para separacdo do plasma e soro, e as
aliquotas foram armazenadas em freezer -80° C. Para a determinacdo da tipagem

sanguinea foi coletado um tubo com EDTA.
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S. Metodologia I
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5.1 Metodologia I - Pacientes com TEV e Controles
5.1.1 Dosagem plasmatica da atividade do Fator VIII

Para a determinacdo da atividade do FVIII foi empregado o método
coagulométrico de um estdgio, utilizando-se plasma deficiente de FVIII (Siemens®,
Marburg, Germany) e reagentes para a determinacdo do tempo de tromboplastina
parcial ativado (TTPa), em coaguldmetro de leitura foto-6ptica BCS XP (Siemens®,
Marburg, Germany). E importante ressaltar que os reagentes e coaguldmetro utilizados

para esta andlise sdo da mesma marca e modelo utilizados na primeira avaliagdo em

2004.

Inicialmente foi executada uma curva-padrao (tempo de coagulacdo em

segundos versus dilui¢do), obtida por dilui¢cdes seriadas de um controle comercial
. ® ~ .

normal (Siemens , Marburg, Germany) em tampao veronal, com concentragdo inicial

previamente determinada pelo fabricante.

Apo6s a diluicdo da amostra em tampao veronal (volume final = 50 pL),
foram adicionados 50 pL de plasma deficiente de FVIIIL, e entdo realizado o TTPa
(realizados em duplicata). Os resultados foram obtidos por interpolagdo na curva-
padrdo. A curva foi previamente testada com controle normal e patoldgico. Os
resultados foram expressos em UI/dL. O valor de normalidade do laboratorio,

estabelecido em plasma de 50 individuos normais, foi de 60-150 UI/dL.

67



5.1.2 Dosagem sérica de Proteina C Reativa (PCR)

A determinacdo da PCR foi feita através de método imunoldgico
nefelométrico automatizado (Siemens®, Marburg, Germany). Os resultados foram

expressos em mg/dL, e o valor de normalidade foi definido como < 0.5 mg/dL.

5.1.3 Tipagem sanguinea ABO

Para a determinacdo do grupo sanguineo ABO foi coletado um tubo
contendo EDTA. A tipagem sanguinea foi realizada por método padrdao através do

sistema automatizado de microplaca PK-7200 (Olympus).

5.1.4 Classificacdo da Sindrome Pés-Tromboética

A sindrome p6és-trombética (SPT) foi avaliada no mesmo dia da coleta de
sangue, de acordo com a classificacdo Clinica-Etiologica-Anatomica-Patofisioldgica
(CEAP). A classificacio CEAP € composta por sete classes, de acordo com
manifestacdes clinicas apresentadas no membro inferior afetado pela TVP [Quadro 2].

Todos os pacientes foram avaliados pelo mesmo profissional.
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Quadro 2: Classes da SPT de acordo com a classificacio CEAP

Classes Severidade da SPT Sintomas

Classe 0 Ausente Sem sinais visiveis ou palpaveis de doenca venosa
Classe 1 Leve Telangiectasias, veias reticulares, ou edema maleolar
Classe 2 Leve Veias varicosas

Classe 3 Moderada Edema sem alteracdo de pele

Classe 4 Moderada Alteragdo de pele (hiperpigmentagdo, eczema venoso)
Classe 5 Grave Alteragdes de pele com ulcera cicatrizada
Classe 6 Grave Presenca de ulceras de pele

5.1.5 Extracao de DNA

Amostras de sangue periférico (8 mL) tiveram o DNA gendmico extraido

pelo método fenol-cloroférmio, empregado rotineiramente em nosso laboratorio.

O DNA foi extraido de 8 mL de sangue coletado com EDTA. Apds

centrifugacdo por 15 minutos a 3500 RPM, o sobrenadante foi desprezado. Ao

precipitado foram adicionados cinco volumes de NH4Cl 144mM e 2 volume de

NH4HCO; 10mM, sendo misturado por inversdo, para lise das hemdcias. As amostras

foram centrifugadas a 2200 RPM durante 20 minutos, desprezou-se o sobrenadante e o

procedimento foi repetido.

O sobrenadante foi descartado e ao sedimento obtido adicionou-se 5 mL

de tampao TKM1 (Tris-HCl 10mM, pH 7,6 KC1 10mM, MgCl, 10mM, EDTA 0,2mM)

e 125 pL de Triton X10 (Sigma Chemical, Alemanha). Apds centrifugacdo, o
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sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com 5 mL TKMI1 e centrifugado
novamente. O sedimento obtido foi ressuspenso com 400 uLL. de TKM2 (NaCl 400 mM,
KCI 10 mM, pH 7.6 MgCl, 10 mM) e 25 pL de SDS 10 (dodecil sulfato de sédio), para
a lise dos leucdcitos. As amostras foram incubadas em banho-maria a 55°C durante 30
minutos. Apds este periodo, foram acrescentados 180 uL de NaCl 5M e
homogeneizados com a prépria ponteira. Esperou-se o tempo de 20 minutos em
temperatura ambiente com a finalidade de precipitar as proteinas. Apds este tempo,

centrifugou-se a 12000 RPM por 5 minutos em microcentrifuga.

O sobrenadante contendo o DNA foi submetido a extracdo através da
adicao de 450 pL de cloroférmio/édlcool isoamilico e 450 uL de fenol bidestilado
saturado com Tris-HCI pH 8.0, seguida de centrifugacdo a 12000 RPM por 5 minutos.
Este processo foi repetido apds a adi¢do de 1 mL de cloroférmio/alcool-isoamilico. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo de fundo conico de 1500 pL.
Acrescentou-se 10% do volume do sobrenadante com acetato de sédio 3M pH 5.2 e

1 mL de etanol absoluto gelado, e agitou-se por inversdo para precipitagdo do DNA.

Em seguida, centrifugou-se por 3 minutos a 12000 RPM. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado lavado com 1 mL de etanol 70% gelado, e uma nova
centrifugacdo foi realizada. Descartou-se o sobrenadante e o DNA precipitado
permaneceu em temperatura ambiente para secar. Depois de seco, o DNA foi
ressuspenso em aproximadamente 300 puL de tampao TE (Tris-HCl 10 mM pH 7.5
EDTA 1 mM), que permaneceu durante 16 horas sob refrigeracao (4 °C) para sua total

dissolucao.
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5.1.6 Reacao em Cadeia da Polimerase

As regides de interesse do gene do LRP1 e do FVIII foram amplificadas

pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), segundo procedimento descrito

por Saiki et al [149]. Foram utilizados oligonucleotideos (primers) especificos para

amplificar os éxons 14 ao 20 do gene do LRPI1 (regido codificante dos CRs 1-8 do

cluster II do LRP1), e os éxons 10-11 (Arg484 a Phe509 no dominio A2), éxon 16

(Lys1804 a Ala1834 no dominio A3) e éxon 26 (Thr2303 a Tyr2333 no dominio C2) do

gene do FVIII (Ver Quadro 3).

Quadro 3: Regioes dos genes do LRP1 e do FVIII analisadas

Amplicons Gene | Tamanho Primers
Sense: 5' TGGGGCTCCCAGGCTAATGGGGG 3'
LRP1 Ex.14/15 LRP1 891 pb
Antisense: 5' TGGGACCCTGGATCCTCCCCTCCC 3'
Sense: 5' CTTGTCCCACGACCGGGGTCTGACT 3
LRPI1 Ex. 16/17 LRP1 527 pb
Antisense: 5' GGCCCCCTCGTCTCCCCTGCCTC 3'
Sense: 5' GGGGATGGAGCCCTGAGCAGGAGTG 3'
LRPI1 Ex. 18/19 LRP1 999 pb
Antisense: 5' GCCTTCCCTGGAGGGCCTGGCTG 3'
Sense: 5' GGCAGGGGGCCCAAGCTGGGATC 3'
LRPI1 Ex. 20 LRP1 295 pb
Antisense: 5' GGGGGCTCGATCTCATCCCCACCC 3'
Sense: 5> AGCCTCAAATTACTATAATG 3’
FVIII Ex. 10 FVIII 345 pb
Antisense: 5° ACTTTAGACTGGAGCTTGAG 3’
Sense: 5> CCCTTGCAACAACAACATGA 3°
FVII Ex. 11 FVIII 362 pb
Antisense: 5> TTTCTTCAGGTTATAAGGGGACA 3’
Sense: 5> AGCATCCATCTTCTGTACCA 3’
FVIII Ex. 16 FVIII 456 pb
Antisense: 5° TTGCACGTAGGATAAATATC 3°
Sense: 5> ACTGGAAACAACTAGAAGTG 3’
FVIII Ex. 26 EVIII 344 pb

Antisense: 5° TTAGCACAAAGGTAGAAGGC 3’
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Foi realizada uma reac¢do de amplificacdo para um volume final de 30 pL
contendo 0,5 pg de DNA genomico, 1| mM de cada deoxinucleotideo trifosfato (dntps:
dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 3 uL de tampao da enzima polimerase (10 mM Tris pH
8.5), 1,2 mM MgCl,, 0,3 pL de cada primer (10 uM), 2 unidades da enzima Tag DNA
polimerase (Invitrogen), e 22 pL. de dgua destilada estéril. As reacdes foram submetidas
as condicdes de ciclos pré-determinadas: 96° C por 5 minutos para desnaturacio inicial
do DNA, seguida por 35 ciclos com 40 segundos a 96° C, 40 segundos para anelamento
dos “primers”, e 1 minuto para extensdo do DNA complementar a 72° C. A reagdo de
amplificacdo foi confirmada através de corrida eletroforética em gel de agarose a 2%
em conjunto com o marcador de peso molecular de DNA 100 bp Ladder (Life

Technologies®, USA).

Apo6s purificacdo das amostras de PCR por kit comercial (GFX PCR
DNA and Gel Band Purification Kit, GE Healthcare), a quantificacao foi feita através de
corrida eletroforética em gel de agarose a 2%, em conjunto com o marcador de

quantificagdo de PCR Low DNA Mass Ladder (Life Technologies®, USA).

5.1.7 Sequenciamento de DNA

Os fragmantos amplificados e purificados foram sequenciados utilizando
o Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Life Technologies®, USA),
de acordo com instru¢des do fabricante, para posterior eletroforese em sequenciador

automdtico (ABI PRISM® 3500 Genetic Analyzer), e andlise das sequencias.

Para o sequenciamento automdtico direto das regides génicas

amplificadas, foi utilizado 20-30 ng do produto de PCR purificado; 1,6 pmol de
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oligonucleotideo (sense e antisense em reacdes distintas); 1 pl da solucdo Terminator
Ready Reaction Mix do Big Dye, 1 ul de solucao tampao (Tris-HCI 200 mM pH 9,0 e
MgCL, 5 mM) e 10 pl de dgua destilada estéril. Em um termociclador automético as
amostras foram submetidas a 25 ciclos de denaturacio inicial a 96 °C por 10 segundos,
temperatura de anelamento do primer por 15 segundos, e 60 °C por 4 minutos para a
sintese. O produto da reacdo de sequenciamento foi submetido a purificagdo com 8 pl
de dgua destilada estéril e 32 pl de etanol absoluto. Ap6s homogeneizagdo, as amostras
foram transferidas para uma placa de 96 pogos e incubadas por 20 minutos a
temperatura ambiente, protegido da luz. A placa foi centrifugada por 45 minutos a 4000
RPM, o sobrenadante foi descartado, e em seguida colocado 100 pl de etanol 70%. A
placa foi centrifugada novamente por 20 minutos a 4000 RPM e o sobrenadante
descartado, sendo submetida a centrifugacio invertida por 7 segundos a 200 RPM, e
aquecida no termociclador a 65 °C por 5 minutos para completa remog¢do do etanol

residual.

Para a eletroforese, adicionou-se 10 pl de formamida deionizada, as
amostras foram entdo denaturadas a 96 °C por 5 minutos, e incubadas em gelo, para em
seguida serem aplicadas no sequenciador automditico ABI PRISM® 3500 Genetic

Analyzer (Life Technologies, USA).

A andlise dos resultados de sequenciamento foi realizada utilizando o
software Chromas (versao 2.3.0.0), comparando-se a sequencia nucleotidica das
amostras dos voluntdrios do estudo com a sequencia depositada do banco de dados do
The National Center for Biotechnology Information (NCBI), cdédigo de acesso

NG_016444.1 para o gene do receptor LRP1, e NG_011403.1 para o gene do FVIIL
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5.3 Analise estatistica

Para descrever o perfil dos grupos estudados foram feitas tabelas das
frequéncias das varidveis categéricas. As varidveis continuas foram descritas como

mediana, valores maximo e minimo.

Para comparar as varidveis categdricas foi usado o teste exato de Fisher.

O teste de Mann Whitney foi utilizado para comparar as varidveis continuas.

Para comparar os niveis plasmaticos de FVIII entre a primeira (2004) e a

segunda (2011) avalia¢des foi utilizado o teste de Wilcoxon.

No estudo dos polimorfismos foi usado o teste exato de Fisher, com o
objetivo de avaliar as frequéncias dos gendtipos, entre pacientes e controles. A
comparacdo entre as concentracdes de FVIII nos diversos gendtipos foi realizada
através do teste de Mann Whitney. Para estudo da distribuicio genotipica dos

polimorfismos foi utilizado o equilibrio de Hardy-Weinberg.

O célculo do risco de TEV associado aos polimorfismos foi determinado

através do odds ratio (OR).

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

Development Core Team, versao 3.0.1.
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6.1 Resultados I - Pacientes com TEV e Controles

Sessenta e oito pacientes com TEV (19 homens e 49 mulheres) com uma
idade mediana de 37 anos na época do diagndstico (18 - 60 anos) e agora, nesta segunda
analise, com uma idade mediana de 47 anos (28 -70 anos) foram incluidos no estudo. O
grupo controle consistiu de 67 doadores sauddveis (25 homens e 42 mulheres) com
idade mediana de 45 anos (29 -70 anos). Nao houve diferenca significativa de género,

idade e grupo sanguineo ABO entre pacientes e controles (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas clinicas de pacientes com TEV e controles

Pacientes (N =68) | Controles (N=67) P*

Idade — Mediana (Min — Max) 47 (28 —70) 45 (29 - 70) 0,28
Género - Mulheres / Homens (%) T2% | 28% 62,7% 1 37,3% 0,29
Tipagem ABO — Nao-O / O (%) 67,7% 1 32.3% 67,2% [ 32.8% 1,00

O TEV foi espontaneo em 26 (38,2%) pacientes, e em 42 (61,8%) foi
associado a um fator de risco como a cirurgia (7,3%), imobilizacdo (17,7%), uso de
contraceptivos orais (20,5%), gravidez e puerpério (11,8 %), ou outros fatores de risco
(4,5%). Os sitios de TVP foram: membros inferiores (88,1%), circulagdo espleno-portal
(7,4%) e membros superiores (4,5%). Trés (4,5%) pacientes com episddios de TVP de

membros inferiores também apresentaram embolia pulmonar.

Na primeira avaliacdo, em 2004, pacientes com TEV tinham niveis mais
elevados de FVIII (p < 0,001) em comparacdo aos controles. Em 2011, sete anos apés a

primeira avaliacdo e depois de um seguimento médio de 10 anos apds o episédio de
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TEV, esta diferenca foi menor, mas ainda presente (p < 0,001). Os niveis de PCR em

pacientes com TEV estavam dentro dos valores normais em 2004 e em 2011 (Tabela 2).

Tabela 2: Medianas de FVIII e PCR em pacientes com TEV e controles em 2004 e 2011:

Analise em 2004 Analise em 2011
Pacientes Controles P* Pacientes Controles P*
FVIII [IU/dL] 235,8 127.2 158,0 126,1
<0,001 <0,001
(Min — Max) (200,3-510) | (80,1 —181) (82 -206) (83,4-187,1)
PCR [mg/dL] 0,22 0.13
NA NA 0,003
(Min — Max) (0,01 -0,5) (0,02-0,5)

Notas: NA = Nao Avaliado

Demonstramos uma diferenga significativa entre os niveis de FVIII de

pacientes com TEV em 2004 e 2011 (p < 0,001).

Por se tratar de um critério de inclusdo, todos os 68 pacientes incluidos
neste estudo apresentavam FVIII acima do P90 (200,3 UI/dL) na primeira avaliagdo, em
2004. Na segunda avaliacdo, em 2011, o P90 foi de 169,8 UI/dL, e apenas 26,5% dos
pacientes permaneciam acima deste percentil. Portanto, observamos uma diminuicao
significativa entre a porcentagem de pacientes acima do P90 em 2004 e 2011 (p

<0,001).

Ao compararmos os pacientes com TEV e FVIII plasmatico acima do
P90 com aqueles abaixo do P90, observamos que os primeiros possuiam uma maior
prevaléncia do grupo sanguineo Nao-O. Este achado pode ser explicado pelo fato de
pacientes do grupo sanguineo Nao-O terem apresentado niveis significativamente

aumentados de FVIII quando comparados com pacientes do grupo sanguineo O [163,5
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Ul/dL (96 - 205) vs. 146,0 UI/dL (82 - 188) ; p <0,001]. Nenhuma outra diferenca

significativa foi observada (Tabela 3).

Tabela 3: Comparacao de caracteristicas clinicas e laboratoriais entre pacientes

com niveis de FVIII acima e abaixo do P90

Pacientes com FVIII < P90

Pacientes com FVIII > P90

(N =50) (N=18) ’

Idade (Mediana) 47 48,5 0,44

Género - Mulheres/Homens 36/14 13/5 1,00
Tipagem ABO — Ndo-O /O 30/20 17/71 0,007
FVIII 2004 (Mediana) 232 239,5 0,49

PCR 2004 (Mediana) 0,17 0,26 0,15

PCR 2011 (Mediana) 0,12 0,19 0,29
Tempo apds dltimo episddio (anos) 9 10 0,63
Presenca de SPT - Sim / Nao * 32/10 16/2 0,31

* Foram considerados apenas os pacientes com TVP de membro inferior.

Em sete anos de seguimento, a recidiva de TEV foi observada em 19,1%

(N = 13) dos pacientes. No entanto, os pacientes com recorréncia ndo apresentaram

niveis significativamente elevados de FVIII em comparagdo com pacientes sem

recorréncia (160 UI/dL vs 158 UI/dL, p = 0,14).

A Tabela 4 mostra as diferencas de caracteristicas clinicas e laboratoriais

entre pacientes com TEV recorrente e sem recorréncia. Podemos observar uma
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associacdo da recidiva de TEV com género masculino, com grupo sanguineo Nao-O e

presenca de SPT.

Tabela 4: Comparacao de caracteristicas clinicas e laboratoriais entre pacientes

com e sem recorréncia de TEV

Pacientes Néo recorrentes

Pacientes Recorrentes

P
(N = 54) (N = 14)

Idade (Mediana) 46,5 50 0,82
Género - Mulheres/Homens 42 /12 717 0,04
Tipagem ABO — Ndao-O /O 34/20 13/1 0,04

FVIII 2004 (Mediana) 235,6 240 0,16
PCR 2004 (Mediana) 0,18 0,30 0,16
FVIII 2011 (Mediana) 158 160 0,28
PCR 2011 (Mediana) 0,12 0,17 0,13
Presenca de SPT - Sim / Nio * 12/12 10/2 0,04

* Foram considerados apenas os pacientes com TVP de membro inferior.

Do total de 60 pacientes com TVP de membros inferiores, 60% (N = 35)

apresentaram SPT, sendo que 13,4% (N = 8) foram classificados como SPT grave. A

andlise das alteracdes clinicas relacionadas a SPT e os niveis de FVIII demonstrou que

as classes 5 e 6, que representam a SPT mais grave estavam associadas ao aumento do

nivel de FVIII, quando comparado com as outras classes (p < 0,001). A Tabela 5 mostra

a mediana de FVIII de acordo com a classificagdo clinica.
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Tabela 5: Niveis de FVIII e PCR de acordo com a classificacio CEAP

Classe 0 | Classe 1 | Classe 2 | Classe 3 | Classe 4 | Classe 5 | Classe 6
Frequéncia (N°) 24 5 4 12 7 3 5
[%] 40,0 8,4 6,6 20,0 11,6 5,0 8,4
FVIIIL:C (Mediana)
155.4 159,8 157,1 157,2 154,6 185.,5 182,1
[TU/dL]
PCR (Mediana)
0,122 0,109 0,097 0,217 0,219 0,075 0,158
[mg/dL]
Tipagem ABO
16/8 2/3 2/2 9/3 6/1 3/0 4/1
[Nao-O / O]

Avaliagoes moleculares:

Foram identificadas um total de 14 alteragdes moleculares, sendo 12 no

gene do LRP1 e duas no gene do FVIII. A seguir, as Figuras 4-17 mostram os

cromatogramas de cada alteracdo molecular identificada.

Figura 4: A mutacio C 2767 T (Arg767Arg) no éxon 14 do gene do LRP1.

81



Cc Cc C & C T G T G &~ M < C T T © T &

Figura 5: A mutacio C 2805 T (Thr780Ile) no éxon 14 do gene do LRP1.
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Figura 6: A mutac¢io C 2870+167 T no intron 14 do gene do LRP1.

Figura 8: A mutacao G 2996+26 A no intron 15 do gene do LRP1.
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Figura 9: A mutacio C 3137+54 T no intron 16 do gene do LRP1.

l

g R B

Figura 10: O Polimorfismo G 3137+81 A no intron 16 do gene do LRP1. A
heterozigose GA esta representada pela letra '""N'" (Figura 13A), e a homozigose

AA esta representada na Figura 13B.

Figura 11: A mutacao G 3137+111 A no intron 16 do gene do LRP1.
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Figura 12: A mutacio G 3264-172 A no intron 17 do gene do LRP1.

Figura 13: A mutacdo C 3264 - 3 T no intron 17 do gene do LRP1.
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Figura 15: O polimorfismo T 3380+114 C no intron 18 do gene do LRP1.
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Figura 16: A mutacao T 1444 - 22 C no intron 9 do gene do FVIII.
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Figura 17: A mutacdo C 7053 + 32 (2332 +32) T na regido 3' terminal nao
traduzida (3' UTR) do gene do FVIII.

As alteracdes genéticas detectadas que ja eram previamente descritas no
NCBI foram classificadas em mutacdo (prevaléncia alélica < 1%) ou polimorfismo
(prevaléncia alélica > 1%) pela sua prevaléncia na populacdo controle do NCBI,
composta por 1000 individuos (2000 alelos) analisados. J4 as alteracdes ainda ndo
descritas foram classificadas de acordo com a sua prevaléncia no grupo controle do

estudo [Ver Quadro 4 e Tabela 6].

Do total das 14 alteragdes moleculares encontradas, duas foram
classificadas como polimorfismos e doze como mutagdes. Do total de mutacdes
identificadas, trés ainda ndo haviam sido descritas no banco de dados do NCBI (G

3137+111 A; G 3264-172 A, C 3264 -3 T).
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O Quadro 4 a seguir mostra informagdes sobre as alteracdes moleculares

encontradas.

Quadro 4: Informacoes sobre as alteracoes moleculares encontradas no estudo

Troca’de TI.‘OCE} (!e Regidio do gene Cédigo no Classificag:’lo
nucleotideo aminoacido NCBI da alteracao
C2767T Arg 767 Arg LRP1 Exon 14 rs145618022 Mutacao
C2805T Thr 780 Ile LRP1 Exon 14 rs34492744 Mutagdo

C2870+167 T NA LRPI Intron 14 rs35306126 Mutacdo
C2870+197 T NA LRP1 Intron 14 rs34709055 Mutagao
G 2996426 A NA LRP1 Intron 15 rs138196021 Mutagao
C3137+54 T NA LRPI Intron 16 rs181881519 Mutacdo

G 3137481 NA LRPI Intron 16 rs1800174 Polimorfismo
G3137+111 A NA LRP1 Intron 16 Nao descrita Mutacdo
G 3264-172 A NA LRPI Intron 17 Nao descrita Mutacdo
C3264-3T NA LRP1 Intron 17 Nao descrita Mutacdo
G 3376 A Ser 970 Ser LRPI1 Exon 18 rs78054559 Mutacdo

T 3380+114 C NA LRPI1 Intron 18 rs34474417 Polimorfismo
T 1444 -22C NA FVIII Intron 9 rs5986899 Mutagao
C7053+32T NA FVIII 3' UTR rs5986887 Mutagdo

NA- Nao Aplicavel.

Como pode ser observada na Tabela 6, apesar de termos identificado

vdrias alteracdes moleculares, nenhuma delas teve uma prevaléncia diferente no grupo

de pacientes em relacdo aos controles.
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Tabela 6: Prevaléncia das mutacées e polimorfismos encontrados no grupo
controle e no grupo de pacientes com TEV
Al _ Prevaléncia do Prevaléncia do alelo
M(:f::f;(:' alelo mutado mutado no estudo p
no NCBI (%) * | Pacientes / Controles (%)
C2767T 0,2 T:0,73/0,74 1
C2805T 0,3 T: ZERO /0,74 1
C 28704167 T 0,6 T: ZERO /0,74 1
C 28704197 T 0,6 T: ZERO /0,74 1
G 2996+26 A 0,1 A: 0,73/ ZERO 1
C3137454 T 0,1 T: 0,73 / ZERO 1
G 3137+81A 40 A:41,2/373 0,59
G3137+111 A Naio descrita A: 0,73 / ZERO 1
G 3264-172 A Naio descrita A: ZERO /0,74 1
C3264-3T N3do descrita T: 0,73 / ZERO 1
G 3376 A 0,1 A: 0,73 / ZERO 1
T 3380+114 C 2,2 C: 2,94 /ZERO 0,13
T 1444 -22 C 0,7 C: 0,73/ ZERO 1
C7053+32T 0,9 T: 0,73 / ZERO 1

* A prevaléncia das alteracdes moleculares postadas no NCBI € referente a

analise de 1000 individuos controle, isto é, um total de 2000 alelos controle analisados.

As alteracdes moleculares observadas em apenas um paciente ou um
controle, ndo puderam ser analisadas estatisticamente. Vale ressaltar que ndo se
observou nenhum resultado muito discrepante entre os niveis de FVIII dos que
apresentavam ou nao essas alteragdes moleculares.
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As alteracdes moleculares mais prevalentes ndo mostraram associagao

com os niveis de FVIII, conforme apresentado na Tabela 7.

Tabela 7: Niveis plasmaticos de FVIII de acordo com os gendtipos nos pacientes

com TEV

Alteraciio Wild Type N Mutados N
p
Molecular Mediana (Min-Max) Mediana (Min-Max)
G 3137+81A 164 (112 - 194) 40 156 (126 - 205) 28 0,30
T 3380+114 C 157 (112 - 205) 64 168 (162 - 173) 4 0,33
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7. DISCUSSAO GERAL

O TEV € uma doenca multifatorial decorrente da interacdo dinimica
entre fatores de risco genéticos e adquiridos, embora em aproximadamente 30% dos

pacientes nao se identifica nenhum fator desencadeante.

Viérios estudos ja demonstraram que o aumento do nivel plasmatico de
FVIII € um fator de risco independente, prevalente e dose dependente para o TEV [38-
441]. Um dos grandes desafios na pratica clinica € a identificacdo de fatores que possam
contribuir para a retrombose, permitindo a selecdo dos pacientes com maior risco e que
teriam indicacdo de anticoagulacdo perene. A trombofilia hereditdria estd associada
principalmente ao primeiro episédio tromboético, e os fatores de risco adquiridos
assumem um papel importante na evolugdo e recorréncia da trombose. Isso faz do
FVIII, que ¢ uma proteina de fase aguda, e de outras proteinas a ele associadas,
candidatos interessantes a serem investigados em pacientes com TEV, e talvez até

serem incorporados na avaliacdo a longo prazo apés um primeiro episédio trombotico.

Atualmente os nomogramas tém sido enfatizados como promissores para
avaliacdo do risco de retrombose, e o FVIII talvez possa ser um candidato interessante a

ser incluido.

91



7.1 - Pacientes com TEV e Controles

7.1.1 - Caracteristicas clinicas

Nesta casuistica houve um predominio de mulheres, talvez pelo fato
destas estarem expostas a fatores de risco adicionais quando comparadas aos homens,

tais como gestacdo, puerpério, uso de ACH e TRH.

Apesar da idade avancada ser um fator de risco bem estabelecido para
TEV, a maioria dos pacientes com TEV deste estudo, cerca de 70%, apresentaram a
doenca com menos de 40 anos, € na sua maioria (62%) associado a um fator de risco

adquirido.

N

Com relacio a etnia, observamos um predominio de individuos
caucasoides em relac@o aos afrodescendentes. No entanto, devido ao perfil miscigenado
da populacdo brasileira, essa classificacdo ndo € tdo adequada. Um estudo genético com
brasileiros demonstrou que 30% daqueles considerados como caucasoides, pela cor da

pele, apresentavam contribui¢d@o africana no total de DNA mitocondrial [150].

7.1.2- Fator VIII e Inflamacao

A andlise deste estudo requer que se ressalte a selecdo dos pacientes. A
partir de um estudo realizado em 2004, que incluiu pacientes atendidos no Ambulatério
de Hemostasia do Hemocentro de Campinas entre 1990 e 2004, foram selecionados os
pacientes para nosso estudo, de acordo com o critério de inclusdo principal, o aumento

do FVIII acima do P90.
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Os métodos coagulométrico e cromogénico foram os dois métodos de
afericdo funcional do FVIIL. Alguns estudos que confrontaram os métodos para a
dosagem do FVIII observaram que estes mostraram alta correlagdo entre si [151,152].
De qualquer forma, o risco de evento trombdtico associado a niveis elevados de FVIII ja

estd bem estabelecido, independente do método de mensuragao utilizado.

-

E importante ressaltar que em nosso estudo, estabelecemos um cut-off
para definir os niveis elevados de FVIII, utilizando um valor de P90. Isto é mais
adequado, pois como relatado por Wells et al. [153], a utilizacdo de um valor fixo acima
do valor normal de referéncia (150 UI/dL), que foi empregado por muitos outros
autores, faz com que uma grande porcentagem tanto de pacientes como de controles

sejam classificados com niveis elevados de FVIII plasmaético.

Assim, o critério de inclusdo de pacientes apenas com niveis de FVIII
acima do P90 permitiu a andlise de um grupo altamente selecionado acompanhado por
um longo periodo, com um olhar mais detalhado sobre o tempo de evolugdo e o nivel de
FVIIL Esse é um ponto muito interessante, principalmente porque ndo hd uma defini¢do
de todos os fatores envolvidos no aumento do FVIII, e por se manter aumentado além
do tempo observado nas proteinas de fase aguda, a relacdo com o tempo pode contribuir

para uma melhor avaliacio.

Estudos prévios demonstraram niveis aumentados de FVIII em pacientes
com TEV apés um periodo médio de até cinco anos de seguimento [40,47,53]. Este
estudo mostrou que com uma mediana de dez anos apds o primeiro episdédio de TEV,
ainda observa-se niveis elevados de FVIII em comparagdo a controles sauddveis, mas
com menor magnitude. Todos os pacientes ao serem incluidos neste estudo

apresentavam niveis de FVIII acima do P90 na primeira avaliagdo, mas apenas 26,5%
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deles permaneceram acima desse percentil apds um periodo de sete anos de seguimento.

Estes resultados foram publicados recentemente [154].

Nossos resultados sugerem a presenca de um estimulo para aumentar os
niveis de FVIII que poderia ser mais importante durante os anos iniciais do episoédio de
TEV. Por outro lado, ndo podemos descartar a possibilidade de que esses pacientes ja
apresentavam um aumento basal nos niveis de FVIII, que pode contribuir como um
fator causal para o primeiro episédio de TEV [155].

Logo apds o episodio trombético o aumento do FVIII estd acompanhado
do aumento da PCR, um marcador de reacdo de fase aguda. A reacdo de fase aguda
inicia-se apds uma injuria, que no caso seria a trombose venosa. Entre as manifestacoes
sist€micas da reacdo de fase aguda estd a alteracdo nas concentracdes de vdrias
proteinas plasmdticas, que sdo denominadas de proteinas de fase aguda, entre elas a
PCR. Estas seriam definidas como proteinas produzidas no figado com um aumento ou
diminui¢do de 25% nos primeiros sete dias em resposta a um dano tecidual [156]. A
producdo destas proteinas esta sob a regulacdo de um grande numero de citocinas (IL-6,
IL-1, IL-11, TNF-a, y-interferon, Fator de Crescimento Epidermal). A ocorréncia de
diferentes condicoes fisiopatolégicas pode implicar em diferentes perfis de liberagcdo de
citocinas, com diferentes padroes de elevacdo de proteinas de fase aguda. O
reconhecimento destes diferentes padroes pode proporcionar aos clinicos uma
importante ferramenta para auxiliar o diagndstico e o acompanhamento das

enfermidades inflamatorias.

Conforme descrito por outros autores [51-53], o aumento dos niveis de
FVIII encontrado neste estudo nao foi secunddrio a uma reacao de fase aguda, uma vez

que apesar da manuten¢do dos niveis aumentados de FVIII, todos os individuos
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apresentavam valores normais de PCR. Além disso, a coleta de sangue foi realizada
com um tempo minimo de seis meses apOs 0 evento primario na primeira avaliagdo, e
no minimo um ano na segunda avaliacdo, periodos bastante afastados do processo

agudo trombdtico.

Contudo, ndo podemos afastar a presenca de um processo inflamatério
cronico, que pode induzir outro perfil de resposta, com aumento na producdo de
interleucinas, mas sem elevacdo da PCR. O aumento de IL-6 em pacientes com TEV
tem sido descrito em alguns estudos [19,157], e recentemente isso foi demonstrado em
um grupo de 77 pacientes brasileiros acompanhados em nosso servico [158]. Esses
resultados pontuam para a escolha de um marcador que melhor demonstre um processo

inflamatorio croénico, e que a PCR ndo € o exame de escolha.

7.1.3 - Niveis plasmaticos de FVIII e sindrome pé6s-trombdética

A SPT € uma complicacio comum da TVP de membros inferiores,
caracterizada por uma inflamagdo cronica do membro afetado, e poderia, portanto
causar um aumento nos niveis plasmdticos de FVIII, como uma resposta ao processo.
Contudo, nenhum estudo demonstrou associacdo entre SPT e niveis de FVIII

[24,31,35].

Stain et al [24] avaliaram 406 pacientes com TVP de membros inferiores
e ap6s 35 (18 - 220) meses verificaram que 43,3 % dos pacientes apresentavam SPT
(1,4% graves). Bouman et al [31] demonstraram que a SPT estava presente em 19% dos
228 pacientes com TVP dos membros inferiores, acompanhados por um periodo de 2

anos. Os niveis de FVIII ndo estavam diferentes nos pacientes com ou sem a SPT.
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Em nosso estudo, usando a classificagio CEAP, que é um método
sensivel e especifico para definir SPT [24], demonstramos que 60% dos pacientes
apresentavam essa complicagdo, e que 13,4% foram classificados como graves. Estudos
anteriores mostraram que a maioria dos pacientes desenvolvem a SPT nos primeiros
dois anos apds o episddio de TVP, mas uma minoria ainda € capaz de desenvolver a
sindrome apds este periodo. Além disso, apesar da incidéncia de SPT aumentar
minimamente ap0Os dois anos do episodio, a severidade aumenta significativamente [23].
Portanto, estes achados prévios da literatura corroboram com a elevada incidéncia de

SPT e de sua forma mais grave nesta casuistica.

A descoberta mais interessante foi a associacdo significativa entre niveis
aumentados de FVIII e SPT grave. Essa diferenca de resultado com os outros estudos
provavelmente € decorrente do tipo de andlise da SPT, pois os outros estudos apenas
referem presenca ou auséncia dessa complicacdo. Nosso estudo foi o tnico que

comparou os niveis de FVIII de acordo com a gravidade da SPT.

Nossos resultados ndo mostraram uma associacio entre a SPT e a PCR,
corroborando o descrito por outros estudos [28]. Mais uma vez esses resultados
evidenciam que a PCR nio parece ser um bom marcador de inflamac¢ao cronica, mesmo

na presenca de um processo inflamatério cronico como a SPT.

O FvW desempenha um papel critico na regulacdo dos niveis plasmaticos
de FVIIL. Uma possibilidade é que a SPT grave apresente lesdo vascular e consequente
aumento da secrecdo de FvW pelas células endoteliais, e isto poderia contribuir para o

aumento dos niveis plasméticos de FVIII encontrados nestes pacientes [159].
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Nés encontramos uma taxa de recorréncia do TEV de 19,1 %, o que é
coerente com estudos anteriores. Apesar de ndo haver nenhuma diferenca nos niveis de
FVIII entre aqueles com e sem recorréncia, a SPT foi significativamente mais comum
no primeiro grupo. Esses resultados confirmam o de estudos anteriores que mostraram
uma associacdo entre a recidiva da TVP e a ocorréncia da SPT. Além disso, nossos
resultados reforcam como descrito por outros autores, uma associa¢do entre o género

masculino e o grupo sanguineo Nao-O com a recorréncia do TEV [24, 39, 160-164].

7.1.4 — Avaliacao dos genes do FVIII e do LRP1

Ha um consenso geral de que o aumento de FVIII € um fator de risco
para o primeiro episodio de TEV, e sugere-se que além da resposta inflamatoria possa
haver alteragdes no gene do FVIII relacionados aos niveis desse fator [42].

Alguns estudos que avaliaram pacientes e familiares, demonstraram um
padrdo de heranca genética nos niveis elevados do FVIII [61,62]. Contudo, apesar de
andlises do gene do FVIII ter demonstrado inumeros polimorfismos e mutagdes,
nenhuma das alteragdes moleculares identificadas mostrou qualquer correlacio com os

niveis elevados de FVIII ou com o TEV [62-66,165].

O LRP1 ¢ a principal proteina associada ao catabolismo do FVIII e a
andlise do gene responsdvel pela codificacdo desse receptor também tem sido
investigada, como uma possibilidade para explicar a influéncia genética sobre os niveis
plasmdticos de FVIIL. Durante os dltimos anos, um grande nimero de estudos tém

investigado alteragdes moleculares no gene do LRP1 em pacientes TEV. Apesar de
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terem sido descritos diversos polimorfismos e mutacdes neste gene, a maioria deles ndo

se correlacionou com os niveis plasmaticos aumentados de FVIII ou com o TEV [166].

Cunningham et al. [145] avaliaram quatro polimorfismos no gene do
LRP1, para investigar alguma associagdo com TEV e niveis elevados de FVIII (> 150
Ul/dL). Contudo, os resultados mostraram que os polimorfismos nao estavam
associados aos niveis aumentados de FVIII nesses pacientes com TEV. Um estudo
realizado em nosso laboratorio, onde foram avaliados trés polimorfismos localizados no
gene do LRP1, ndo mostrou nenhuma associacdo com niveis plasmadticos elevados de

FVIII ou com o TEV [148].

Apenas um estudo mostrou uma associacdo do polimorfismo C663T
(A217V) no gene do LRP1 com niveis plasmédticos aumentados de FVIII e com o TEV
[147]. No entanto, outro estudo que incluiu 422 individuos sauddveis ndo demonstrou
nenhuma influéncia desse polimorfismo nos niveis plasmaticos de FVIII [62].

Em nosso estudo, foram avaliadas regides especificas dos genes do FVIII
e do LRP1 responsdveis pela codificacdo de regides proteicas relacionadas aos sitios de
ligacdo entre essas proteinas. Alteracdes moleculares presentes nessas regides génicas
poderiam resultar na alteracdio da afinidade entre o FVIII e o LRP1 e,

consequentemente, a concentracdo do FVIII no plasma.

Apesar de termos identificado 14 mutacOes/polimorfismos, ndo foi
observada qualquer associacdo entre os gendtipos e as concentragdes plasmdticas do
FVIII, ou com o TEV. Devemos lembrar da sele¢do dos participantes deste estudo, que
apresentavam niveis de FVIII acima do P90 mesmo trés anos apds o evento fonte,
favorecendo a hipétese de que alteracdes genéticas pudessem contribuir para esse

aumento.
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Morange et al. [62] avaliou essas mesmas regides apenas no gene do
FVIII, em vinte individuos sauddveis, que apresentavam niveis extremos diminuidos
(27 UI/dL - 48,5 UI/dL) ou aumentados (100 UI/dL - 206 UI/dL) desse fator. Com esse
desenho de estudo interessante, haveria a chance de aumentar a probabilidade de
encontrar polimorfismos envolvidos na regulacdo do clearance do FVIIIL. No entanto, os

autores ndo encontraram nenhuma alteracao molecular nestas regides do gene do FVIIL

O fato do presente estudo ndo conseguir correlacionar alteracoes
genéticas que codificam as regides de ligacdo entre LRP1 e o FVIII, ndo exclui
alteracOes em outras regides que possam ter um papel na expressdo desses genes.
Também ndo podemos excluir que outros loci localizados em outras regides gendmicas
possam ter um papel importante no grau de expressao desses genes, € consequentemente

no nivel dessas proteinas.

O LRPI possui duas regides com afinidade pelos seus ligantes, incluindo
o FVIII, geralmente localizados nos clusters Il e IV [135,167]. Em nosso estudo apenas
foi avaliado regides do cluster II, e ndo se pode afastar que polimorfismos e mutacdes
localizados na regido génica codificante do cluster IV do LRP1 possam ter um papel

sobre os niveis plasmaticos de FVIII e ao TEV.

Nao se pode deixar de frisar que ambos os genes sdo extensos €

polimérficos, e o presente estudo limitou-se a analisar pequenas regides especificas.

Como a alteracdo dos niveis plasmaticos de fator VIII parece ser
multigénica, reforca-se a necessidade de estudos adicionais envolvendo ndo somente o
gene do FVIII, mas também outros genes relacionados, com o intuito de elucidar a

origem dos niveis aumentados desse fator no TEV. Apesar de ndo termos encontrado
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nenhuma relagdo entre as alteragdes moleculares e os niveis plasmaticos de FVIII e o

TEV, estes dados contribuiram para o conhecimento nesta area.
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3. Objetivos 11
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- Avaliar a expressdo proteica do receptor LRP1 em amostras de figado de
pacientes submetidos a procedimentos cirdrgicos eletivos, e correlaciond-los com os

niveis plasmaticos de FVIII e FvW (Objetivo II);

103



104



4. Casuistica I1
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4.2 Casuistica II - Voluntarios para biopsia hepatica

N

Foram incluidos 10 voluntdrios submetidos a colecistectomia e 10
submetidos a gastroplastia redutora acompanhados pelo Servico de Gastrocirurgia do
Hospital das Clinicas da UNICAMP, no periodo de janeiro a junho de 2013. Os critérios
de inclusdo foram: idade entre 18 a 60 anos, cirurgia eletiva, e bom estado geral de
saude. Os critérios de exclusdo foram: histérico de neoplasia, insufici€ncia renal ou

hepdtica, presenca de doenca inflamatoria ou infecciosa, e SAAF.

Os participantes tiveram seus prontudrios revisados para andlise da
presenca de outras doencas de base e consulta de resultados de exames pré-operatérios
de funcdo hepdtica, através da dosagem sérica de fosfatase alcalina, gama glutamil
transpeptidase, alanina transaminase e aspartato transaminase; e func¢do renal
(creatinina). Apds verificar os critérios de inclusdo e exclusdo por andlise do prontudrio
médico, os pacientes elegiveis eram entrevistados e convidados a participar do estudo,

horas antes da cirurgia.

De cada paciente que aceitava participar do estudo foram realizadas trés

coletas de sangue periférico, conforme esquematizado no Quadro 5:
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Quadro 5: Coletas de sangue periférico dos voluntarios para biopsia hepatica

N° da
Momento da Coleta Tubos de sangue Coletados Exames Laboratoriais
Coleta
Pré-operatério — 4 horas 1 tubo com citrato de s6dio 3,2% FVIIl e FvW
Coleta I antes da cirurgia (adesdo 1 tubo sem anticoagulante PCR e Perfil Lipidico
do paciente a pesquisa) 1 tubo com EDTA Tipagem sanguinea ABO
Pés-operatdrio — apds
Coleta 11 fechamento da cavidade 1 tubo com citrato de sddio 3,2% FVIl e FvW
abdominal
1 tubo com citrato de sédio 3,2% FVIl e FvW
Coleta III 12 horas ap6s a cirurgia
1 tubo sem anticoagulante PCR

Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 3000 RPM por 15

minutos para separacio do plasma e soro, e as aliquotas foram armazenadas em freezer -

80° C. Para a determinacgdo da tipagem sanguinea foi coletado um tubo com EDTA.

Durante a cirurgia, apds a abertura da cavidade abdominal, antes do

inicio da cirurgia, o primeiro procedimento foi a realizacdo da bidpsia hepdtica do

segmento quatro do lobo direito do figado, com a obtencdo de um fragmento com

aproximadamente 300 a 400 mg. O material coletado foi imediatamente conservado em

refrigeragcdo (4° C) em meio de cultura RPMI para andlise no dia seguinte.

108




S. Metodologia 11
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5.2 Metodologia II - Voluntarios para biopsia hepatica

5.2.1 Dosagem plasmatica da atividade do Fator VIII

Para a determinacdo da atividade do FVIII foi empregado o método
cromogeénico, utilizando-se kit comercial (Instrumental Laboratory, USA). Na presenca
de concentraces ideais e conhecidas de fons cdlcio (Ca**) e fosfolipidios, FIXa e
excesso de FX (reagente de fatores), a taxa de ativacdo do FX € linearmente
proporcional a concentragdo de FVIII. O FXa hidrolisa o substrato cromogénico,
liberando o croméforo. A coloracdo emitida € entdo lida fotometricamente a um
comprimento de onda de 405 nm pelo coagulometro de leitura foto-6ptica ACL TOP
500 (Instrumental Laboratory, USA). O FXa gerado, bem como a intensidade da
coloragcdo obtida no equipamento, é proporcional a atividade do FVIII na amostra. A
hidrélise do substrato cromogénico pela trombina é prevenida pela adicdo de um

inibidor de trombina sintético junto ao substrato.

Inicialmente foi executada uma curva-padrdo obtida por diluicdes
seriadas de um controle comercial normal (Instrumental Laboratory, EUA), em tampao,
com concentracao inicial previamente determinada pelo fabricante. Apo6s a dilui¢do da
amostra em tampao (volume final = 50 pL), sdo adicionados 50 pL de reagente de
fatores, e 50 uL de substrato cromogénico, e entdo realizada a leitura a 405 nm. Os
resultados foram obtidos por interpolagdo na curva-padrdo. A curva foi previamente
testada com controle normal e patolégico. As andlises foram realizadas em duplicata, e
os resultados foram expressos em Ul/dL. O valor de normalidade, estabelecido pelo

fabricante do kit, foi de 50-200 UI/dL.
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5.2.1 Dosagem plasmatica do antigeno do Fator VIII

O método utilizado para a dosagem do antigeno do FVIII plasmaético foi
o ensaio imunoenzimdtico (Affinity Biologicals, Canadd). Inicialmente, preparou-se a
placa de ELISA onde foram colocados 100 uL de anticorpo de ovelha anti-FVIII
capturante (previamente diluido em 1/100 em tampdo de captura) em cada pogo da
placa. A placa foi deixada a 22° C por 2 horas. Entao, a placa foi lavada trés vezes com
200 pL de tampdo de lavagem. Em seguida, amostras de plasma de pacientes e
controles (ambos em triplicata), e a curva padrdo foram preparadas através de diluicdes
em tampao diluente, e entdo pipetados 100 uL em cada pogo. A placa foi deixada a 22

°C por 2 horas. Entdo a placa foi lavada trés vezes com 200 pL de tampao de lavagem.

O proximo passo foi adicionar em cada pog¢o da placa 100 uL de
anticorpo de ovelha anti-FVIII conjugado com peroxidase, e incubar a placa a 22 °C por
1 hora. Em seguida, a placa foi lavada trés vezes com 200 puL de tampao de lavagem e
entdo foram adicionados 100 puL substrato em cada poco da placa. A placa foi deixada a
22 °C por 15 minutos, com uma cobertura de papel aluminio. Apds a incubacao, foram
adicionados 50 pL de acido sulfirico a 2,5 M em cada pogo da placa, para bloqueio da
reacdo e, entdo realizada a leitura por espectrofotometria num comprimento de onda de

490 nm. Os resultados foram expressos em Ul/dL.

5.2.3 Dosagem plasmatica do antigeno do Fator de von Willebrand

O método utilizado para a dosagem do antigeno do FvW plasmatico foi o
ensaio imunoturbidimétrico, utilizando-se kit comercial (Instrumental Laboratory,

USA).
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O principio do método consiste na adicdo da amostra contendo o
antigeno do FvW a uma mistura contendo tampao e particulas de latex cobertas por
anticorpos anti-FvW humano. A medida que as moléculas de FvW da amostra se
aderem as particulas de latex, estas se aglutinam. O grau de aglutinag¢do é diretamente
proporcional a concentracdo do antigeno de FvW na amostra de plasma, e é determinada
pela diminui¢do de luz captada pelo coagulometro de leitura foto-6ptica ACL TOP 500

(Instrumental Laboratory, USA) causada pelos agregados.

Inicialmente foi executada uma curva-padrdo obtida por diluicdes
seriadas de um controle comercial normal (Instrumental Laboratory, USA) em tampao,
com concentracao inicial previamente determinada pelo fabricante. As andlises foram
realizadas e duplicata, os resultados foram obtidos por interpolagdo na curva-padrdo, e
expressos em UI/dL. Os valores de referéncia fornecidos pelo fabricante do kit foram
41.1 UI/dL - 125.9 UI/dL para individuos do grupo sanguineo O, e 61.3 UI/dL - 157.8

UI/dL para individuos do grupo sanguineo Nao-O.

5.2.4 Dosagem sérica de Proteina C Reativa (PCR)

A determinacdo da PCR foi feita através de método imunoldgico
nefelométrico automatizado (Siemens, Marburg, Germany). Os resultados foram

expressos em mg/dL, e o valor de normalidade foi definido como < 0.5 mg/dL.
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5.2.5 Tipagem sanguinea ABO

Para a determinagdo do grupo sanguineo ABO foi coletado um (1) tubo
contendo EDTA. A tipagem sanguinea foi realizada por método padrdo, através do

sistema automatizado de microplaca PK-7200 (Olympus).

5.2.6 Técnica de Digestao Tecidual Hepatica com Colagenase tipo I

A técnica de digestdo tecidual hepdtica com colagenase tipo I
proporciona a obtencdo rdapida de subpopulacOes celulares selecionadas de um
fragmento de tecido complexo e heterogéneo. Cem miligramas (100 mg) de tecido
foram incubados por 60 minutos a 37 °C em agita¢do (120 RPM) em solucio contendo
20 mL de meio RPMI, 2 g de BSA-Fracdao V e 100 mg de colagenase tipo I (GIBCO).
Apoés a incubagdo, o tubo foi centrifugado a 1500 RPM por 10 minutos, € o

sobrenadante foi descartado.

Em seguida, ao pellet de células foram adicionados 10 mL de tampao de
lise a base de cloreto de amonio e bicarbonato de potdssio, € mantido em incubagdo em
gelo por 15 minutos. A suspensao celular foi centrifugada a 1500 RPM por 10 minutos,
e entdo o sobrenadante foi descartado. Esta etapa foi acrescentada durante a
padronizacdo da técnica, pois a suspensao de células final continha um elevado nimero
de hemdcias. Andlises mostraram que o uso do procedimento de lise nao afetou a

expressdao do CD91 nas amostras.

O pellet de células foi ressuspendido em 1 mL de tampdo PBS. A

suspensdo de células foi filtrada (duas vezes) em filtro de nylon de 100 um (BD
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Biosciences, USA) para separar aglomerados celulares e fragmentos teciduais da
suspensao de células. Ao final, o pellet de células foi ressuspendido em 1 mL de tampao

PBS.

5.2.7 Citometria de Fluxo de Células Hepaticas

A presenca de muitos restos celulares e células mortas decorrentes do
processo de digestdo do tecido hepético com colagenase tipo I ndo permitiu a execugao
da andlise por citometria de fluxo nos primeiros experimentos. Uma soluciao encontrada
para melhorar esta andlise foi o uso do marcador 7AAD (marcador de viabilidade
celular), para excluir células mortas e restos celulares. Portanto, foram consideradas

para estas andlises, apenas as células 7AAD .

Com essas medidas, as populagdes de hepatdcitos, células endoteliais
sinusoidais e células de Kupffer puderam ser identificadas pela citometria de fluxo,
utilizando-se anticorpos monoclonais conjugados com os fluorocromos. Nesta

padronizacao, foram utilizados seis anticorpos:

e (D31 FITC: marcador de células endoteliais, granuldcitos, mondcitos e
plaquetas;

e (CDI4 FITC: marcador de células de Kupffer, macréfagos, mondcitos, e em
menor intensidade granuldcitos, células NK e algumas subpopulagdes de células
dendriticas;

e V-6 FITC: marcador de hepatdcitos;

e CD91 PE: “Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein” — LRP1,

e 7AAD: marcador de viabilidade celular;
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e (D 45 APC: marcador de leucdcitos em geral.

Para a marcacio das células foi utilizada uma concentracdo de 1 — 2 x 10*
células/uL na suspensdo de células. Volumes de 100 puL de células foram incubados por
30 minutos, a temperatura ambiente no escuro, com 5 uL de cada anticorpo monoclonal,

conforme painel descrito a seguir:

Tubo 1- "Controle Negativo" (apenas suspensao de células)

Tubo 2- OV-6 FITC/CD 91 PE/7AAD

Tubo 3- CD14 FITC/CD 91 PE/7AAD / CD 45 APC

Tubo 4- CD31 FITC/CD 91 PE/7AAD / CD 45 APC

O citdometro de fluxo utilizado foi o FACS Calibur (BD Biosciences,
USA), e as andlises foram realizadas através do software FACS Diva (BD Biosciences,

USA).

Para cada tubo, foi realizada a aquisicdo de aproximadamente 50.000
eventos 7AAD". A expressdo do receptor LRP1 (CD91) foi calculada através da média
de intensidade de fluorescéncia (MIF) fornecida pelo software. Os hepatdcitos foram
identificados como células OV-6, as células de Kupffer como CD14" / CD45", e as
células endoteliais sinusoidais como CD31" / CD45". As Figuras 18-20 mostram a
estratégia de andlise dos hepatdcitos, células de Kupffer e células endoteliais

sinusoidais, respectivamente.

Para a andlise dos hepatdcitos, no dot plot FSC (tamanho) x SSC

(granulosidade), os debris localizados a esquerda (Figura 18A) foram eliminados da
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andlise. Em seguida, com o objetivo de excluir aglomerados celulares remanescentes e
células mortas, foram considerados para a andlise somente as células negativas para o
marcador de viabilidade celular 7AAD (Figura 18B). Por fim, no dot plot OV-6 x CD91
identificou-se os hepatdcitos, e mensurou-se a expressao do receptor LRP1 (CD91) [Ver

Figura 18].
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Figura 18: Estratégia de analise dos hepatdcitos. A Figura 18A ilustra o dot
plot FSC (tamanho) x SSC (granulosidade). A regido P1 delimitada engloba os eventos
avaliados. A Figura 18B ilustra o dot plot TAAD (marcador de viabilidade celular) x
SSC. Foram selecionadas as células 7AAD negativas (regido P2) para a exclusdo de
fragmentos celulares e células mortas. A Figura 18C ilustra o dot plot 0V6 (marcador de

hepatdcitos) x CD91 (LRP1).

Para a andlise das células de Kupffer, a mesma estratégia de exclusio de
debris e células mortas foi aplicada. Em seguida, no dot plot CD45 (leucdcitos) x SSC
foram selecionadas as células CD45 positivas. Por fim, no dot plot CD14 x CD91
(Figura 19C) identificou-se as células de Kupffer e mensurou-se a expressao do receptor

LRP1 (CD91) [Ver Figura 19].
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Figura 19: Estratégia de analise das células de Kupffer. A Figura 19A ilustra
o dot plot TAAD (marcador de viabilidade celular) x SSC. Foram selecionadas as
células 7AAD negativas (regidao P2) para a exclusdo de fragmentos celulares e células
mortas. A Figura 19B ilustra o dot plot CD45 (marcador de linhagem leucocitdria) x
SSC. Foram selecionadas as células CD45 positivas (regido P3). A Figura 19C ilustra o

dot plot CD14 (marcador de macréfagos) x CD91 (LRP1).

Para a andlise das células endoteliais sinusoidais, a mesma estratégia de
exclusdo de debris e células mortas foi aplicada novamente. Em seguida, no dot plot
CD45 (leucdcitos) x SSC foram selecionadas as células CD45 negativas. Por fim, no dot
plot CD31 x CDO91 identificou-se as células endoteliais sinusoidais e mensurou-se a

expressao do receptor LRP1 (CD91). [Ver Figura 20].
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Figura 20: Estratégia de analise das células endoteliais sinusoidais. A Figura
20A ilustra o dot plot TAAD (marcador de viabilidade celular) x SSC. Foram
selecionadas as células 7AAD negativas (regido P2) para a exclusdo de fragmentos
celulares e células mortas. A Figura 20B ilustra o dot plot CD45 (marcador de linhagem
leucocitaria) x SSC. Foram selecionadas as células CD45 negativas até positivo fraco
(regido P3). A Figura 20C ilustra o dot plot CD31 (marcador de células endoteliais) x

CD91 (LRP1).

5.3 Analise estatistica

Para descrever o perfil dos grupos estudados foram feitas tabelas das
frequéncias das varidveis categoricas. As varidveis continuas foram descritas como

mediana, valores maximo e minimo.

Para comparar as varidveis categoricas foi usado o teste exato de Fisher.

O teste de Mann Whitney foi utilizado para comparar as varidveis continuas.

Para andlises de correlacdo entre as dosagens plasmaticas, séricas e
expressao proteica foi utilizado o teste de correlacdo de Spearman (rho). Valores de rho

entre 0,2 a 0,4 foram considerados correlacdo fraca, valores entre 0,4 a 0,7 foram

119



consideragdes correlagdo moderada, e valores acima de 0,7 foram considerados

correlagao forte.

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

Development Core Team, versao 3.0.1.
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6.2 Resultados II - Voluntarios para biopsia hepatica

Dez pacientes submetidos a colecistectomia com uma idade mediana de
43 anos, e 10 pacientes submetidos a gastroplastia redutora com uma idade mediana de
53 anos foram incluidos no estudo. Todos os participantes do estudo eram do gé€nero
feminino. Ndo houve diferenca significativa das caracteristicas clinicas entre os dois

grupos incluidos (Tabela 8).

Tabela 8: Caracteristicas clinicas entre os grupos de colecistectomia e gastroplastia

redutora
Caracteristica Clinica Colecistectomia (N=10) | Gastroplastia (N=10) p
Idade (Mediana; Min-Max) 43 (27 - 60) 53 (32-58) 0,65
Etnia (Caucasoide / Afro) 713 6/4 0,80
Grupo Sanguineo ABO (Nao O/ O) 8/2 5/5 0,35

Apesar de termos voluntarios de duas cirurgias distintas, os grupos
mostraram similaridade em praticamente todas as avaliagdes laboratoriais realizadas
(Tabela 9). Observou-se um aumento pronunciado de FvW e PCR na terceira coleta dos

voluntdrios submetidos a gastroplastia redutora quando comparados aos voluntdrios

submetidos a colecistectomia.
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Tabela 9: Comparacao das analises laboratoriais entre os 2 grupos de voluntarios

Analises Colecistectomia (n=10) Gastroplastia (n=10) p

CD91 em Hepatdcitos 18458 (8159 —46401) | 30541 (14400 —48520) | 0,27
CDO1 em Células de Kupffer | 32938 (18502 —52049) | 26357 (22064 —40722) | 0,18
CD91 em Células Endoteliais 3820 (2539 -9139) 5439 (2841 - 13381) 0,38
FVIII Coleta I 88,5 (70,0 — 176,6) 95,7 (80,7 — 185,5) 0,22
FVII Coleta IT 199,0 (86,9 —354.5) 201,1 (86,9 —209,6) 0,60
FVIII Coleta I1I 184,3 (78,7 —209,6) 190,9 (93,5 - 368,2) 0,16
FVIII:Ag Coleta I 73,3 (48,8 - 120,9) 73,5 (50,6 - 248,1) 0,76
FVIII:Ag Coleta II 117,8 (54,5 - 185,1) 134,8 (64,3 - 260,4) 0,52
FVIII:Ag Coleta III 104, (73,2 -171,4) 128,8 (48,2 - 194,7) 0,41
FvW Coleta I 91,4 (65,0 -198,3) 116,9 (72,6 —243,7) 0,14
FvW Coleta II 194,4 (79,7 —233,3) 231,4 (120,0 — 237,8) 0,12

FvW Coleta III 203,3 (83,8 —255,1) 2425 (75,2 -351,3) 0,009
PCR Coleta I 0,49 (0,03 -1,13) 0,40 (0,06 —2,47) 0,68

PCR Coleta III 2,45 (1,01 —3,27) 7,97 (5,93 -10,12) <0,001

Ap6s verificarmos que ambos o0s grupos estudados apresentavam

homogeneidade nos resultados laboratoriais, a segunda etapa do estudo foi avaliar no

grupo total a existéncia de correlagdes entre as dosagens de fatores da coagulacdo, as

caracteristicas clinicas, e os niveis de expressdo proteica do receptor LRP1.

A Figura 21 mostra as medianas dos niveis plasméticos de FVIII e FvW

nas 3 coletas realizadas (I-pré-operatorio, II-pds-operatdrio e 1II-12 horas pds-cirurgia)

nos 2 grupos de cirurgias. Os grupos foram analisados conjuntamente uma vez que nao

apresentaram diferengas significativas entre si, exceto PCR e FvW na coleta III.
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Figura 21: Dosagens plasmaticas de FVIII e FvW nas 3 coletas realizadas. Esta
figura ilustra as medianas dos niveis da atividade do FVIII (Figura 21A), do antigeno do
FVII (Figura 21B), e do antigeno do FvW (Figura 21C) nas 3 coletas realizadas (I-pré-

operatorio, II-pés-operatério e III-12 horas pds-cirurgia).

A andlise do FVIII e FvW mostrou que ocorre um aumento significativo
nos niveis plasmaticos destes fatores no pds cirdrgico imediato (coleta II), com uma
tendéncia de aumento do FvW ainda apds 12 horas do procedimento cirdrgico (coleta
III), enquanto que o FVIII ja apresenta uma tendéncia ao declinio nessa ultima

avaliacdo.

Observou-se correlacdes positivas entre a idade e os niveis plasmaticos
basais de FVIII (atividade e antigeno), FvW, e séricos basais de PCR (p = 0,02 ; rho =

0,53). A Figura 22 mostra as associagdes descritas acima:
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Figura 22: Associacido entre a idade x FVIII, FVIII:Ag, FvW e PCR basais nos

voluntarios. Esta figura ilustra a correlagdo positiva moderada da idade com os niveis

basais (Coleta 1) de FVIIL:C (Figura 22A), FVIII:Ag (Figura 22B), FvW (Figura 22C),

e PCR (Figura 22D) - Coeficiente de Correlagdo de Spearman rho = 0,53 ; p = 0,02

Com relag@o a etnia, observou-se que voluntdrios caucasoides possuem

niveis basais aumentados de FVIII (atividade e antigeno) e PCR quando comparados

aos voluntérios afrodescendentes (Tabela 10). Nenhuma outra diferenca foi observada

de acordo com a etnia.

Tabela 10: Diferencas das analises laboratoriais entre voluntarios caucasoides e

afrodescendentes
Anélises Caucasoides (N = 13) Afrodescendentes (N = 7) p
FVII (Coleta I) 110,2 (71,4 - 185,5) 81,2 (70,0 - 176,6) 0,04
FVIII:Ag (Coleta I) 90,3 (70,2 - 248,9) 67,8 (48,5-97,2) 0,03
PCR (Coleta I) 0,75 (0,11 - 2,47) 0,21 (0,03 - 0,79) 0,02
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Com relagdo aos niveis de expressdo proteica do receptor LRP1 (CD91),

observou-se um predominio nas células de Kupffer (MIF = 29580) e hepatdcitos (MIF =

25693), e uma menor expressdo nas células endoteliais sinusoidais (MIF = 5420).

Apesar da hipétese inicial de uma possivel correlacdo entre a expressao do receptor

LRPI nas células hepaticas e os niveis plasmaticos de FVIII, nossos resultados apenas

demonstraram uma correlacdo inversa entre o nivel de FVIII na coleta II e a expressao

proteica de LRP1 nas células avaliadas em conjunto (rho= - 0,50 ; p= 0.03). [Ver Tabela

11].

Tabela 11: Correlacoes entre os niveis plasmaticos de FVIII e a expressao proteica

do LRP1 em células hepaticas

Hepatdcitos

Céls. Kupffer

Céls. Endoteliais

Células Totais

FVIII:Ag Coleta I

rho=0,33; p=0,18

rho= 0,08; p= 0,75

rho=0,33; p=0,18

rho= 0,18; p= 0,49

FVIIL:Ag Coleta I1

rho= 0,26 ; p= 0,34

rho=-0,12 ; p= 0,67

rho= 0,37 ; p=0,17

tho= 0,04 ; p= 0,89

FVIIL:Ag Coleta III

rho= 0,10 ; p= 0,68

rho= 0,06 ; p= 0,82

rho= 0,08 ; p=0,76

tho= 0,01 ; p= 0,96

FVIII Coleta I

rho= 0,30 ; p=0,21

rho= 0,20 ; p=0,40

rho=0,11; p=0,65

rho= 0,23 ; p=0,32

FVIII Coleta II

rho=-0,33 ; p=0,15

rho=-0,23 ; p= 0,33

rho=-0,16 ; p=0,51

rho=-0,50 ; p= 0.03

FVIII Coleta 111

rho=-0,03 ; p= 0,88

rho=-0,03 ; p= 0,89

rho= 0,04 ; p=0,86

rho =-0,10 ; p= 0,66

Rho — indice de correlagdo de Spearman

A Figura 23 mostra graficamente a correlagdo negativa entre a expressao

do LRP1 total em células hepaticas e os niveis plasmaticos de FVIII da coleta II.
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Figura 23: Correlacao entre a expressio do LRP1 Total e o FVIII Coleta 1I
(rho =-0,50 ; p = 0.03).

Uma segunda andlise de avaliacdo entre os niveis de FVIII e a expressao
proteica do LRP1 foi a comparagdo das medianas dos niveis de FVIII plasmatico entre
voluntarios com expressdo de LRP1 acima do percentil 75 vs. abaixo do percentil 25.
Novamente, ndo foram observadas diferencas significativas nessas andlises (Ver Anexo

3).

Os resultados demonstraram uma correlacio positiva entre o antigeno e a

atividade do FVIII nesse grupo de voluntérios, nas trés coletas realizadas (Figura 24).
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Figura 24: Associa¢ao entre os niveis plasmaticos do antigeno e atividade do FVIII
Coleta I: Coeficiente de Correlagdo de Spearman rho = 0,59 ; p = 0,01

Coleta II: Coeficiente de Correlagdo de Spearman rho = 0,73 ; p = 0,002

Coleta III: Coeficiente de Correlacdo de Spearman rho = 0,74 ; p p < 0,001
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Os fatores da coagulacao FVIII e FvW foram analisados com relacdo a

associacdo entre os niveis dos mesmos nas trés coletas realizadas. Conforme visto nas

Figuras 25 e 26, o FVIII (atividade e antigeno) e o FvW apresentaram uma correlacao

positiva estatisticamente significativa entre si nas trés avaliacoes.
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Figura 25: Associacao entre os niveis plasmaticos de FVIII (atividade) x FvW

Coleta I: Coeficiente de Correlagdo de Spearman rho = 0,89 ; p <0,001
Coleta II: Coeficiente de Correlagdo de Spearman rho = 0,47 ; p = 0,04
Coleta III: Coeficiente de Correlagdo de Spearman rho = 0,81 ; p < 0,001

300 300

8
S

A
A A

A

2
A, A Al
2 A

A

200

=
S

(UrdL)
»
»
FVW_Coleta Il (Ul/dL)
¢
8
»
’V
>>
[ 3
»
(UrdL)
tall U1
8 8

FvW_Coleta |
8
FvW_Coleta Ill

>
>
-3

o 4

1(‘)0 260 3‘00 El 160 2(:]0 3(‘)0 5‘0 160 1%0 260
FVIll:Ag_Coleta | (Ul/dL) FVIll:Ag_Coleta Il (Ul/dL) FVIIl:Ag_Coleta lll (UdL)

Figura 26: Associacio entre os niveis plasmaticos de FVIII (antigeno) x FvW

Coleta I: Coeficiente de Correlagdao de Spearman rho = 0,49 ; p = 0,04
Coleta II: Coeficiente de Correlacdo de Spearman rho = 0,64 ; p = 0,01
Coleta I1I: Coeficiente de Correlagdo de Spearman rho = 0,70 ; p < 0,001
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A associacdo da proteina C reativa (PCR) com os niveis dos fatores da
coagulacdo como resposta de fase aguda (FVIII e FvW) mostrou correlagdo positiva
estatisticamente significativa, tanto no pré operatério como no periodo de 12 horas do

pOs operatorio (Ver Figuras 27 e 28).
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Figura 27: Associacoes entre o marcador inflamatério PCR e os niveis de FVIII e
FvW na Coleta I (pré-operatorio)

FVIIL: Coeficiente de Correlacdo de Spearman rho = 0,64 ; p = 0,003

FVIII:Ag: Coeficiente de Correlagdo de Spearman rho = 0,61 ; p = 0,007

FvW:Ag: Coeficiente de Correlagdo de Spearman rho = 0,47 ; p = 0,04
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Figura 28: Associacoes entre o marcador inflamatorio PCR e os niveis de FVIII e
FvW na Coleta III (12 horas de pos operatdrio)

FVIII: Coeficiente de Correlagdo de Spearman rho = 0,52 ; p = 0,02

FVIII:Ag: Coeficiente de Correlagdo de Spearman rho = 0,59 ; p = 0,01

FvW:Ag: Coeficiente de Correlagao de Spearman rho = 0,69 ; p <0,001
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7.2 - Voluntarios para bidpsia hepatica

7.2.1 — Avaliacao da expressao proteica do LRP1 no figado

Diversos estudos demonstraram que o receptor LRP1 tem um papel
importante no clearance do FVIII [168]. Em meados de 1999, a partir de ensaios in
vitro (surface plasmon resonance), dois estudos distintos mostraram que o FVIII possui
uma afinidade moderada pelo receptor LRP1, e este dltimo medeia a sua internalizacdao
para subsequente degradacdo intracelular. Posteriormente, estudos em modelos animais
transgénicos deficientes de LRP1 hepdtico evidenciaram claramente o envolvimento do
LRPI no catabolismo do FVIII, ao demonstrarem que os animais deficientes de LRP1
hepdtico apresentavam um actimulo de FVIII plasmético, e uma diminui¢do no

catabolismo de FVIII humano [132,133].

A maioria dos estudos em humanos envolvendo o papel do LRP1 no
catabolismo do FVIII limitou-se a investigacdo de polimorfismos genéticos. Isto porque
apesar do LRP1 ser detectado em varios tecidos, seu principal sitio de expressdo € o
figado [69,73], limitando a obteng@o de amostras para sua andlise. Neste estudo, pela
primeira vez foi avaliada a expressdo proteica do LRP1 em trés subpopulacdes de

células hepdticas provenientes de amostras saudéveis de figado humano.

Para tal, foram utilizadas as técnicas de digestao tecidual com colagenase
e citometria de fluxo. A digestdo com colagenase tipo I proporciona a quebra das
moléculas de coldgeno, fibras reticulares presentes na matriz extracelular,
proporcionando a obten¢@o de uma suspensao celular integra, proveniente de um tecido.
Esta metodologia tem sido amplamente utilizada na digestdo de diversos tecidos,

incluindo o hepdtico [169-178].
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Baccarani et al [171] avaliaram a funcionalidade dos hepatécitos de
figados transplantados rejeitados, apds a digestdo com colagenase através de diversos
métodos: funcdo metabdlica (clearance de diazepam), atividade proliferativa, e
atividade sintética (RT-PCR de FIX e albumina). Nao se observou alteracdo em
nenhuma dessas atividades funcionais, mesmo com 10 dias apds o isolamento das

células.

Um outro ponto a ser considerado é quanto ao uso de células frescas ou
armazenadas. Richert er al [174] demonstraram que a expressdo de vdrios genes dos
hepatocitos ndo foi diferente quando se utilizou células logo apds sua coleta, ou

armazenadas a 4° C por 3 a 24 horas antes das analises.

No entanto, estudos demonstraram que o congelamento das células
hepaticas a - 80° C pode ocasionar a morte de grande parte delas [170,179,180].
Portanto, apesar de ser interessante a andlise de todas as amostras conjuntamente,
optamos por realizar os experimentos deste estudo utilizando amostras de figado

mantidas a 4° C por 12 horas, evitando assim a perda celular.

Neste estudo padronizamos a expressdo do receptor LRP1 em trés
subpopulagdes de células hepaticas, isto €, hepatdcitos, células de Kupffer e células
endoteliais sinusoidais, correlacionado-as com os niveis plasmdticos de FVIII. O
método de citometria de fluxo permitiu a quantificacdo da expressio do LRPI na
superficie destas células. E importante ressaltar que estes resultados sdo inéditos, pois
estudos anteriores avaliaram a expressdo do LRP1 em células hepdticas apenas por

métodos semiquantitativos, como imunohistoquimica e imunofluorescéncia, e PCR em

tempo real [181,182].
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Apesar da hipétese inicial de uma possivel correlagdo entre a expressao
proteica do receptor LRP1 nas células hepaticas e os niveis plasméticos de FVIII, ndo se
observou qualquer correlacdo com qualquer um dos subtipos celulares, isto &,
hepatdcitos, células de Kupffer ou células endoteliais sinusoidais. Nossos resultados
apenas demonstraram uma correlagdo negativa entre o nivel de FVIII logo apds a
cirurgia (coleta II) e a expressdo proteica de LRP1 nas células hepaticas avaliadas em

conjunto.

O papel dos macréfagos na internalizacdo e catabolismo do FVIII via
LRP1 estd bem estabelecido, e confirmado recentemente em estudo de cultura de

macréofagos derivados de mondcitos circulantes [183].

Rastegarlari et al [184] avaliaram os niveis plasmaticos de FVIII e FvW
em animais deficientes de LRP1 em macréfagos. Estes animais apresentavam um
acimulo de FVIII e FvW plasmaéticos, € uma diminui¢do no clearance do FVIII e do
FvW. A superexpressdao do RAP (antagonista do LRP1) nos animais deficientes causou
um aumento adicional do FVIII plasmatico, mas nao do FvW, indicando que o papel do

LRPI no clearance do FvW esté limitado aos macréfagos.

Além disso, evidenciou-se a relevancia do shear stress na internalizacao
do complexo FVIII-FvW [183,184]. As células endoteliais sinusoidais formam um
estreito limen fenestrado, e as células de Kupffer exibem longos prolongamentos dentro
desses espagos, proporcionando um nivel de shear stress suficientemente alto para

desencadear a endocitose do complexo FVIII-FvW por essas células.

Portanto, apesar de intimeros estudos demonstrando o papel do LRP1 no

catabolismo do FVIII ou do complexo FVIII-FvW, talvez somente nas situacdes de
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alteracdes muito importantes, como as obtidas com modelos animais transgénicos ou
knockout é que seja possivel demonstrar essa correlacdo. Ndo podemos descartar que
com a evolu¢do do procedimento cirtirgico, a expressdo proteica do LRP1 também se
alterasse, contribuindo para a observacdo de uma associa¢do com os niveis plasmaticos

de FVIII na coleta II.

Outra hipétese € que outros receptores possam também contribuir para os
niveis do FVIIL. No final da década de 1990 foi identificada e caracterizada uma forma
solivel do LRP1 (sLRP1), presente no plasma de individuos saudaveis [185,186]. O
sLRP1 € composto pela cadeia alfa e por parte da cadeia beta da molécula de LRP1,

presente na superficie das células [187].

Quando presente, a forma solivel de receptores pode inibir ou aumentar
a fun¢do do receptor presente na superficie das células. O sLRP1 tem a capacidade de se
ligar aos ligantes de LRP1, mas se é capaz de interferir no papel do LRP1 celular ainda

¢é incerto.

O t-PA € um conhecido ligante do LRP1 presente nas superficies
celulares, e niveis elevados do sLRP j4 demonstraram uma reducdo significativa da

degradacdo do t-PA por células Hep G2 (expressam LRP1 em sua superficie) [185].

O sLRPI1 ¢ o principal ligante periférico do peptideo B-amildide. [75-90].
Estudos recentes demonstraram que pacientes com doenca de Alzheimer possuem niveis
diminuidos de sLRP1, e aumento dos niveis do peptideo P-amildéide, o que pode
contribuir para o aumento de sua concentragdo no cérebro, e entdo desencadear a

doenca [188-190].
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Portanto, esses estudos evidenciam a importancia do sLRP1, e que apesar
de ainda ndo ter sido investigado, talvez possa ter um papel na regulacdo dos niveis

plasmaéticos do FVIIIL.

Outro aspecto relacionado ao catabolismo do FVIII que tem sido
investigado atualmente € o papel de outros receptores nesse processo. Uma vez que o
dominio B do FVIII € altamente glicosilado, isto permite a sua interagdo com receptores
reconhecedores de carboidratos, dentre eles o receptor de asiloglicoproteina (ASGPR).

Ja foi demonstrado que este receptor € capaz de se ligar ao FVIII [144].

Bovenschen et al. [191] observaram que a molécula inteira do FVIII, mas
ndo o FVIII sem o dominio B é capaz de se ligar ao ASGPR. Isso indica que os glicanos
presentes no dominio B s@o os responsdveis por mediar a ligacdo do FVIII ao ASGPR.
No entanto, é importante ressaltar que alguns estudos mostraram que o FVIII inteiro e o
FVIII sem o dominio B possuem sobrevidas semelhantes quando aplicados em
hemofilicos [192,193]. Portanto, a relevancia fisiolégica do receptor ASGPR no

clearance do FVIII permanece incerta.

Um estudo amplo de associagdo do genoma (GWAS) identificou uma
associacdo significativa entre polimorfismos no gene do receptor de lectina CLEC4M e
os niveis plasmaticos de FVIII e FvW. [194]. O receptor CLEC4M € expresso por
células endoteliais [195], e alteracdes no seu gene tém sido associadas a suscetibilidade
genética a patégenos [196,197]. No entanto, o seu papel no clearance de glicoproteinas

€ pouco conhecido.

Recentemente, dois estudos avaliaram o papel do CLEC4M no clearance

do FvW e do FVIIIL. Através de ensaios in vitro, 0s autores mostraram que tanto o FvW,
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o FVIII e o complexo FvW/FVIII sdo capazes de se ligar ao CLEC4M. Além disso, foi
demonstrado que células HEK 293 transfectadas com CLEC4M sdo capazes de se ligar
e internalizar o FvW e o FVIIL Estes resultados foram confirmados em um modelo in
vivo, onde os autores observaram que ao induzir a expressdo do CLEC4M no figado dos

animais observou-se uma diminui¢do significativa nos niveis plasmdticos de FvW e

FVIII [198,199].

7.2.2 - Avaliacao das dosagens de FVIII, FvW e PCR

Em nosso estudo, observamos um aumento expressivo e significativo dos
niveis de FVIII e de FvW entre a primeira e a segunda coletas. A partir da coleta II, os
niveis plasmaticos de FVIII permaneceram estdveis até a coleta III, enquanto que o
FvW ainda apresentava uma tendéncia a elevacdo. Isto pode ser explicado pela
diferenca de meia-vida dessas duas proteinas, sendo que o FVIII possui uma meia vida
de aproximadamente 12 horas enquanto que a do FvW € de aproximadamente 24 horas

[200,201].

A relagdo entre os niveis plasmaticos de FVIII e FvW ja é bem
estabelecida, sendo que essas proteinas circulam no plasma na forma de um complexo
FVIII/FvW. A importancia da formacdo desse complexo reside no fato que o FvW
estabiliza a estrutura heterodimérica do FVIII, inibe a ligagdo precoce do FVIII ao

FIXa, e previne a catabolismo precoce do FVIII [168].

Apesar de o FvW ter apresentado valores mais elevados na coleta III nos
pacientes submetidos a gastroplastia, em relacdo aos pacientes colecistectomizados,

quando avaliamos o grau de aumento em relacdo ao valor basal (coleta I), observa-se
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uma semelhanca entre os grupos. Portanto, o grau de aumento do FVIII e do FvW apds
os procedimentos cirdrgicos parece ser proporcional aos valores basais e semelhantes

em ambos os grupos de pacientes cirirgicos.

A PCR apresentou um aumento muito significativo apds os
procedimentos cirdrgicos, muito mais expressivo nos pacientes submetidos a
gastroplastia redutora. Este aumento reflete o perfil de proteina de fase aguda da PCR.
Como a gastroplastia redutora é um procedimento mais longo, com maior injuria

tecidual, talvez justifique esse achado.

O FVIII e o FvW sdo proteinas consideradas de fase aguda, e o aumento
observado entre a coleta I e II corrobora esse perfil [202]. Apesar da correlagdo entre a

PCR e esses fatores, € evidente que a resposta da PCR € muito mais exacerbada.
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8. Conclusoes
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8. CONCLUSOES

O aumento do FVIII em pacientes com TEV ainda se mantém, mas com

um grau menor em relacio aos primeiros anos apds o episddio trombdtico.

Apesar de a SPT apresentar componentes de inflamacgdo crénica, somente
0s pacientes com grau mais avancado dessa sequela demonstraram niveis elevados de
FVIIL. Talvez o aumento do FVIII dependa de processos inflamatérios cronicos mais

expressivos, ou outros mecanismos possam estar colaborando para esses achados.

Apesar das regides génicas avaliadas codificarem sequencias proteicas
importantes na interacdo entre o FVIII e o LRP1, nenhuma alteragdo teve relacdo com

os niveis plasmaticos de FVIII ou com o TEV.

Apesar da detec¢do da expressdo do receptor LRP1 em trés subtipos de
células hepaticas humanas (células endoteliais, células de Kupffer e hepatdcitos), ndo

houve correlagdo com os niveis plasmaticos de FVIII e FvW, em individuos sauddveis.
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Anexo 1 - Questionario

Questionario:

Data:

Nome do Voluntario:

, Cédigo do Paciente: LRP

HC:

, Data de nascimento:

, Idade:

Sexo: , Telefone:

, Etnia:

Endereco:

Sofre de algumas destas doencas:

Hipertensao_arterial:

,Diabetes:

Hipo/Hipertireoidismo:

Doenca Renal:

Neoplasia:

Doenca Hepatica:

Doenca arterial coronariana:

Doenca infecciosa:

Doenca inflamatéria:

Sindrome do anticorpo antifosfolipidio:

Outras

Historia de trombose venosa profunda na familia: 0 Sim 0 Nio

Se sim, qual o grau de parentesco:

Esta fazendo uso de algum medicamento: 0 Sim [0 Ndo Qual (is)?

E tabagista?

, E etilista?

Altura: cm Peso: Kg

FALC: GGT:

CREATININA:

AST:

175

ALT:



Anexo 2.1 - TCLE para Voluntarios de biopsia hepatica:

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do Projeto: “AVALIACAO DA EXPRESSAO PROTEICA E DE ALTERACOES MOLECULARES
DO RECEPTOR HEPATICO LRPI E SUA CORRELACAO COM OS NIVEIS PLASMATICOS DE
FATOR VIII”

Responsaveis pelo projeto: LUIS FERNANDO BITTAR SCKAYER

Profa. Dra. JOYCE M. ANNICHINO-BIZZACCHI

Eu,

idade: , Data de Nascimento:
RG: , HC:

Rua/Av:

Telefone:

Concordo em participar do presente estudo, apds estar absolutamente esclarecido (a) dos propdsitos do
mesmo. Trata-se de um estudo que pretende avaliar pardmetros da coagulacdo sanguinea (fator VIII e
fator de von Willebrand) e alteragdes genéticas que podem influenciar estes pardmetros da coagulacio
sanguinea. Deveremos coletar 20 mL de sangue periférico para as andlises laboratoriais necessérias. E
essencial que o senhor (a) tenha feito jejum de 8 horas antes de cada coleta para melhor realizagcdo dos

exames. Eventualmente, o senhor (a) poderd ser reconvocado a comparecer ao hospital, para nova coleta

de material, com a finalidade de confirmar os resultados do exame.

Os riscos a que o senhor (a) estard sujeito ao participar da coleta sdo: hematoma (mancha roxa) e/ou
pequena dor no local da coleta do sangue, e discreta hemorragia durante a coleta da bidpsia. Esta serd
realizada durante o procedimento cirdrgico.

Este estudo ndo oferecerd ao voluntdrio, outros riscos importantes.

176



O beneficio esperado na sua participagdo seria a sua contribui¢do para melhor entendimento de doencas
relacionadas a coagulacdo sanguinea, e consequentemente um tratamento mais eficaz para este tipo de

doenca.

Outras informagdes:

1. Havera reembolso de gastos com transporte, em consequéncia de convocacio para comparecimento ao
hospital, exclusivamente para a pesquisa.

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

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

4. Todas as informacdes obtidas pelo estudo terdo um cardter sigiloso e confidencial e serdo usadas
apenas com a finalidade de divulga¢ao e publicacdo cientifica, e sua identidade serd sempre preservada.

5. A sua discordincia em participar do estudo ndo lhe trard nenhum prejuizo em qualquer outro
tratamento ou procedimento que possa necessitar futuramente em qualquer servico de nosso hospital.
Qualquer tipo de queixa ou reclamacio relacionada a esta pesquisa o senhor (a) poderd entrar em contato

com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FCM-UNICAMP (Fone: (19) 3521.8936).

Campinas, / /

Assinatura do Voluntario

Luis Fernando Bittar Prof. Dra. Joyce M. Annichino-Bizzacchi

Tel: (19) 3521 — 8755 Tel: (19) 3521 - 8601

Gostarfamos de saber se o senhor (a) concorda que o seu sangue possa ser armazenado, para que em

estudos futuros aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FCM-UNICAMP, ele possa ser
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utilizado novamente para continuarmos a fazer pesquisas relacionadas a distlirbios de coagulacdo:

Assinatura do Voluntario
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Anexo 2.2 - TCLE para Pacientes com TEV e Controles:

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do Projeto: “AVALIACAO DA EXPRESSAO PROTEICA E DE ALTERACOES MOLECULARES
DO RECEPTOR HEPATICO LRPI E SUA CORRELACAO COM OS NIVEIS PLASMATICOS DE
FATOR VIIT”

Responsaveis pelo projeto: LUIS FERNANDO BITTAR SCKAYER

Profa. Dra. JOYCE M. ANNICHINO-BIZZACCHI

Eu,

idade: , Data de Nascimento:

RG: , HC: ,
Rua/Av.:

Telefone:

Concordo em participar do presente estudo, apds estar absolutamente esclarecido (a) dos propdsitos do
mesmo. Trata-se de um estudo que pretende avaliar pardmetro da coagulacdo sanguinea (fator VIII) e
alteracdes genéticas que podem influenciar este pardmetro da coagulagdo sanguinea. Deveremos coletar
20 mL de sangue periférico para as andlises laboratoriais necessdrias. E essencial que o senhor (a) tenha
feito jejum de 8 horas antes de cada coleta para melhor realiza¢do dos exames. Eventualmente, o senhor
(a) poderd ser reconvocado a comparecer ao hospital, para nova coleta de material, com a finalidade de
confirmar os resultados do exame.

Os riscos a que o senhor (a) estard sujeito ao participar da coleta sdo: hematoma (mancha roxa) e/ou
pequena dor no local da coleta do sangue. Este estudo ndo oferecerd ao voluntdrio, outros riscos
importantes.

O beneficio esperado na sua participag@o seria a sua contribui¢do para melhor entendimento de doencas
relacionadas a coagulacdo sanguinea, e consequentemente um tratamento mais eficaz para este tipo de

doenca.
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Outras informacdes:

1. Havera reembolso de gastos com transporte, em consequéncia de convocagdo para comparecimento ao
hospital, exclusivamente para a pesquisa.

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

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

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

5. A sua discordincia em participar do estudo ndo lhe trard nenhum prejuizo em qualquer outro
tratamento ou procedimento que possa necessitar futuramente em qualquer servico de nosso hospital.
Qualquer tipo de queixa ou reclamacgdo relacionada a esta pesquisa o senhor(a) poderd entrar em contato

com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FCM-UNICAMP (Fone: (19) 3521.8936).

Campinas, / /

Assinatura do Voluntario

Luis Fernando Bittar Prof. Dra. Joyce M. Annichino-Bizzacchi

Tel: (19) 3521 — 8755 Tel: (19) 3521 - 8601

Gostarfamos de saber se o senhor (a) concorda que o seu sangue possa ser armazenado, para que em
estudos futuros aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da FCM-UNICAMP, ele possa ser

utilizado novamente para continuarmos a fazer pesquisas relacionadas a distirbios de coagulacdo:

Assinatura do Voluntario
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Anexo 3 - Comparacao dos niveis plasmaticos de FVIII entre voluntarios com

expressao proteica do LRP1 < P25 vs. > P75 :

3.1 - Comparacao dos niveis plasmaticos de FVIII entre voluntarios com expressao
proteica do LRP1 em hepatocitos do LRP1 < P25 (N=5) vs. > P75 (N=6)

LRP1 Hepatocitos < P25 LRP1 Hepatocitos > P75 p
FVIIL:Ag Coleta I - Mediana (Min-Mdx) 63,1 (31 - 120,9) 90,7 (54,6 - 248,1) 031
FVIII:Ag Coleta II - Mediana (Min-Mdx) 117,1 (64,3 - 185,1) 151,3 (81,1 -260,4) 0,41
FVIII:Ag Coleta I -Mediana (Min-Mdx) 106,5 (77,2 - 137,1) 123,6 (48,2 - 194,7) 0,69
FVIII Coleta I - Mediana (Min-Mdx) 80,7 (70,0 - 93,2) 98,7 (78,7-178,4) 0,08
FVIII Coleta II - Mediana (Min-Mdx) 201,5 (86,9 - 335,3) 217,3 (178,4 - 354,5) 0,79
FVIII Coleta III -Mediana (Min-Mdx) 183,7 (163,8 - 368,2) 184,7 (93,5 -211,7) 0,93

3.2 - Comparacio dos niveis plasmaticos de FVIII entre voluntarios com expressao
proteica do LRP1 em células de Kupffer do LRP1 < P25 (N=5) vs. > P75 (N=5):

LRP1 Céls. Kupffer < P25 | LRP1 Céls. Kupffer > P75 p
FVIII:Ag Coleta I - Mediana (Min-Mdx) 70,3 (57,8 - 120,9) 87,2 (54,6 - 248,1) 1,00
FVIIL:Ag Coleta II - Mediana (Min-Mdx) 138,9 (130,1 - 185,1) 126,4 (103 - 260,4) 0,55
FVIII:Ag Coleta III -Mediana (Min-Mdx) 117,8 (48,2 - 137,1) 131,2 (73,2 - 194,7) 0,73
FVIII Coleta I - Mediana (Min-Mdyx) 81,2 (70,0 - 93,2) 94,2 (75,8 - 176,1) 0,40
FVIII Coleta II - Mediana (Min-Mdx) 201,1 (193,3 - 335,3) 209,6 (190,5 - 354.5) 1,00
FVIII Coleta III -Mediana (Min-Mdx) 188,1 (93,5 - 206,1) 189,1 (155,3 - 196,6) 0,67

181




3.3 - Comparacao dos niveis plasmaticos de FVIII entre voluntarios com expressao

proteica do LRP1 em células endoteliais < P25 (N=5) vs. > P75 (N=5):

LRP1 Endoteliais < P25 LRP1 Endoteliais > P75 p
FVIII:Ag Coleta I - Mediana (Min-Mdx) 77,2 (48,8 - 87,2) 75,8 (54,6 - 248,1) 0,54
FVIII:Ag Coleta II - Mediana (Min-Mdx) 103,3 (54,5 -165,2) 149,9 (115,2 - 260.,4) 0,34
FVIIL:Ag Coleta III -Mediana (Min-Mdx) 113,8 (75,8 - 181,9) 131,1 (48,2 - 194,7) 1,00
FVIII Coleta I - Mediana (Min-Mdx) 105,3 (70,0 - 185,5) 94,2 (78,7 -162,4) 0,54
FVIII Coleta II - Mediana (Min-Mdx) 190,5 (86,9 - 208,7) 193,3 (179,5 - 354,5) 0,31
FVIII Coleta III -Mediana (Min-Mdx) 192,8 (78,7 - 329) 189,1 (93,5 - 209,6) 0,69
3.4 - Comparacio dos niveis plasmaticos de FVIII entre voluntarios com expressao
proteica do LRP1 Total < P25 (N=5) vs. > P75 (N=5):
LRP1 Total < P25 LRP1 Total > P75 p
FVIII:Ag Coleta I - Mediana (Min-Mdx) 70,9 (48,8 - 120,9) 103,5 (54,6 - 248,1) 0,41
FVIII:Ag Coleta II - Mediana (Min-Mdx) 138,2 (64,3 - 185,1) 137,8 (81,1 - 260,4) 0,73
FVIII:Ag Coleta I1I -Mediana (Min-Mdx) 121,9 (101,2 - 181,9) 151,9 (91,8 - 194,7) 0,88
FVIII Coleta I - Mediana (Min-Mdx) 88,4 (70,0 - 105,3) 103,1 (78,7 -178,4) 0,54
FVIII Coleta II - Mediana (Min-Mdx) 208.,4 (156,2 - 354,5) 178.,4 (86,9 - 209,6) 0,22
FVIII Coleta I1I -Mediana (Min-Mdx) 192,8 (163,8 - 368,2) 190,1 (181,8-211,7) | 1,00
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11. Material Suplementar
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11.1 - Dados clinicos dos pacientes com TEV:

Codigo | Idade | Género Etnia GSO | Recorréncia | Fator de Risco SPT
AVCi 131 54 masc caucas Nao O Sim Imobilizacdo Classe 3
TR 1192 37 fem caucas o Nio ACO/TRH Classe 2
TR 1238 43 fem caucas o Nio ACO/TRH Classe 0
TR 1796 47 masc afro desc | Nao O Nao Espontanea Classe 4
TR 1864 33 fem afro desc | Nao O Nao Espontanea Classe 2
TR 1865 34 fem caucas o Nio Imobilizacao Classe 1
TR 1941 62 fem caucas o Nio ACO/TRH Classe 0
TR 2027 47 fem afro desc | Nao O Nio Imobilizacio Classe 4
TR 2054 62 masc caucas o Nio Espontanea Indisponivel
TR 208 35 fem caucas Nao O Nio ACO/TRH Classe 3
TR 2099 50 fem caucas Nao O Nio Espontanea Classe 6
TR 21 59 fem caucas Nao O Sim Imobilizacdo Classe 4
TR 2121 42 fem caucas O Nao Muiltiplos Classe 6
TR 2177 41 fem afro desc | Nao O Nio Puerpério Classe 1
TR 220 61 fem caucas Nao O Nio Imobilizacio Classe 3
TR 2219 46 fem afro desc | Nao O Nio Imobilizacio Classe 3
TR 2231 43 fem caucas Nao O Nao ACO/TRH Classe 3
TR 2234 48 masc afro desc (0] Nao Imobilizacdo Classe 0
TR 227 38 masc afro desc | Nao O Nao Espontanea Classe 5
TR 2411 51 fem caucas Nao O Nao ACO/TRH Classe 0
TR 2474 61 fem caucas (0] Nao Espontanea Classe 1
TR 2533 41 fem caucas o Nao ACO/TRH Classe 3
TR 2534 47 masc afro desc | Nao O Sim Espontanea Classe 6
TR 2552 51 fem caucas Nao O Nio Espontanea Indisponivel
TR 2570 30 fem caucas Nao O Nao Gestagdo Classe 0
TR 2696 46 masc caucas Nao O Sim Cirurgia Classe 0
TR 2723 47 fem caucas Nao O Nio Puerpério Classe 3
TR 2746 56 fem caucas o Nio Imobilizacio Classe 1
TR 2832 42 fem afro desc | Nao O Nao Puerpério Classe 1
TR 2865 27 fem afro desc | Nao O Nao ACO/TRH Indisponivel
TR 288-1 50 masc caucas Nao O Sim Cirurgia Classe 4
TR 29 57 fem caucas Nao O Nao Puerpério Classe 5
TR 2908 57 fem caucas Nao O Nao Imobilizacdo Classe 0
TR 2924 26 fem caucas (0] Nao Espontanea Classe 2
TR 2960 31 fem caucas Nao O Nao ACO/TRH Classe 0
TR 2965 46 fem caucas o Nio Espontinea Classe 0
TR 3057 60 fem caucas Nao O Nao ACO/TRH Classe 0
TR 3064 37 fem caucas Nao O Nio Cirurgia Classe 3
TR 3117 57 fem caucas o Nao Gest.agﬁo N Classe 0
Imobilizacio
TR 3119 70 fem caucas o Nio Espontinea Classe 2
TR 3123 57 fem caucas o Nio Imobilizacio Classe 0
TR 3129 32 fem caucas Nao O Nao ACO/TRH Classe 4
TR 3152 42 fem caucas Nao O Nao Puerpério Classe 4
TR 3157 39 masc caucas Nao O Nio Espontanea Classe 6
TR 3170 45 fem afro desc | Nao O Nao Gestagado Classe 0
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Codigo | Idade | Género Etnia GSO | Recorréncia | Fator de Risco SPT
TR 3181 54 fem afro desc | Nao O Sim Espontinea Classe 3
TR 3182 69 masc caucas Nao O Nio Espontanea Classe 0
TR 3213 42 fem afro desc | Nao O Sim Espontanea Classe 0
TR 3224 24 fem caucas Nao O Sim Gestagao Classe 3
TR 3270 55 fem afro desc o Nio Espontinea Indisponivel
TR 3304 50 fem caucas (0] Nao Espontanea Classe 0
TR 3349 47 fem caucas Nao O Nio Espontinea Indisponivel
TR 3374 55 masc caucas Nao O Nao Espontanea Classe 0
TR 3384 50 masc caucas Nao O Sim Espontanea Classe 4
TR 3480 37 fem afro desc | Nao O Nio Cirurgia Classe 3
TR 3482 40 masc caucas o Nio Espontanea Classe 0
TR 35 42 fem caucas Nao O Nio ACO/TRH Classe 0
TR 3578 57 fem afro desc | Nao O Nio ACO/TRH Classe 0
TR 3592 53 masc caucas Nao O Sim Imobilizacio Classe 5
TR 3601 20 masc caucas o Sim Espontanea Classe 4
TR 431 42 masc caucas O Nao Def de PC Classe 0
TR 618 52 fem caucas Nao O Sim ACO/TRH Classe 3
TR 630 39 fem caucas Nao O Nao Espontanea Indisponivel
TR 794 57 fem caucas (0] Nao Espontanea Classe 0
TR 833 54 fem afro desc | Nao O Sim Espontanea Indisponivel
TR 855 51 masc caucas Nao O Nio Espontanea Classe 0
TR 941 70 masc afro desc (0] Nao Cirurgia Classe 0
TR 957 57 masc caucas Nao O Nao Imobilizacdo Classe 6

Cédigo: identificacdo numérica do paciente; fem: feminino; masc: masculino;

caucas: caucasoide; afro desc: afro descendente; ACO: anticoncepcional hormonal;

TRH: terapia de reposi¢ao hormonal; GSO: grupo sanguineo ABO;

SPT: sindrome pds-trombdtica.
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11.2 - Dados laboratoriais dos pacientes com TEV:

Codigo FVIII:C 2011 FVIII:C 2004 PCR 2011 PCR 2004
AVCi 131 155 203,5 0,228 0,32
TR 1192 154 208 0,0974 0,04
TR 1238 126 235,5 0,146 0,27
TR 1796 153 205,8 0,219 0,22
TR 1864 163 230,9 0,156 0,03
TR 1865 126 257 0,0173 0,06
TR 1941 134 206,2 0,148 0,35
TR 2027 205 374 0,441 0,25
TR 2054 165 257,7 0,328 0,61
TR 208 96 238,3 0,0719 0,01
TR 2099 206 296 0,049 0,04
TR 21 179 238,3 0,259 0,26
TR 2121 188 202 0,0546 0,65
TR 2177 189 213,8 0,366 0,84
TR 220 184 252,6 0,606 0,32
TR 2219 182 270,8 0,671 0,75
TR 2231 171 216,9 0,0173 0,18
TR 2234 142 231 0,0745 0.09
TR 227 178 330 0,0173 0,27
TR 2411 160 240,8 0,109 0,94
TR 2474 154 2274 0,379 0,15
TR 2533 82 229 0,0967 0,12
TR 2534 160 510,1 0,158 0,68
TR 2552 165 206 0,0321 0,04
TR 2570 156 235,8 0,12 0,59
TR 2696 189 215,6 0,0812 0,5
TR 2723 151 270,1 0.0173 0,37
TR 2746 160 246 0,0911 0,1
TR 2832 158 226,2 0,0644 0,56
TR 2865 148 203,8 0,038 0,02
TR 288-1 151 262,8 0,712 Naio avaliado
TR 29 171 2452 0,171 0,18
TR 2908 151 315,5 0,305 0,5
TR 2924 132 202,1 0,0173 0,01
TR 2960 147 2233 0,0534 0,38
TR 2965 153 228.5 0,17 0,1
TR 3057 112 214,5 0,0682 0,17
TR 3064 157 495,8 0,0951 0,03
TR 3117 138 307 0,0806 Nao avaliado
TR 3119 160 239.5 Nao avaliado Nao avaliado
TR 3123 141 210,1 0,267 Nao avaliado
TR 3129 149 2134 0,0707 0,2
TR 3152 165 401,2 0,679 1,36
TR 3157 178 226,8 0,224 Nao avaliado
TR 3170 164 284,3 0,122 Nao avaliado
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Cédigo FVIIL:C 2011 FVIILC 2004 PCR 2011 PCR 2004
TR 3181 171 336,3 0,21 0,79
TR 3182 154 287.9 0,0266 0,04
TR 3213 127 408.8 0,171 0,11
TR 3224 156 345.4 0,365 0,31
TR 3270 161 200,3 0,26 Naio avaliado
TR 3304 158 238 0,497 0,22
TR 3349 158 202 0,525 0,49
TR 3374 164 2283 0,0545 Nio avaliado
TR 3384 154 232 0,0777 Nio avaliado
TR 3480 165 227 0,855 Nio avaliado
TR 3482 166 299.5 0,034 0.13

TR 35 173 235.8 0,131 0,12
TR 3578 166 223 0,223 Nio avaliado
TR 3592 199 316.4 0,0752 0,09
TR 3601 143 214.9 0,108 Nio avaliado
TR 431 148 313,8 0,174 Nio avaliado
TR 618 180 2403 0,898 Nio avaliado
TR 630 158 290,3 0,0192 0,04

TR 794 133 224 0,499 Nio avaliado
TR 833 182 209,2 0,0546 Nio avaliado
TR 855 157 326 0,0847 Nao avaliado
TR 941 146 255 0,128 0,35

TR 957 186 235,7 0,49 0,19
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11.3 - Dados clinicos e laboratoriais dos controles:

Controles 2011 | Idade Género Etnia GSO FVIIIL:C
2 30 masc afro desc (0] 95,2
7 45 masc caucas O 83,2
8 48 masc caucas O 120,9
10 47 fem caucas Nio-O 104,4
11 24 masc afro desc (0] 95,7
12 36 fem caucas O 100,1
13 46 masc caucas O 96,2
14 44 fem caucas O 102,1
15 33 fem caucas Nizo-O 125,1
16 37 masc caucas O 84,2
17 30 masc afro desc Nizo-O 147,5
18 25 fem caucas (0] 111,4
19 49 masc afro desc Nao-O 135,5
20 24 masc afro desc (0] 96,3
21 30 masc caucas O 91,4
22 25 fem afro desc O 112,7
23 45 masc caucas O 87,5
24 38 fem afro desc O 85,8
25 39 fem caucas Nao-O 106,2
26 26 fem afro desc Nizo-O 83,4
27 25 masc afro desc O 86,6
28 43 masc caucas Nao-O 150,3
29 47 masc caucas O 102,1
30 27 masc afro desc Nao-O 124,5
31 35 masc caucas Nio-O 141,2
33 54 fem afro desc O 87,8
34 29 fem caucas O 86,2
35 56 masc afro desc O 89,2
36 25 masc caucas Nizo-O 1514
37 33 masc caucas O 98,8
38 35 fem caucas Nizo-O 151,7
39 47 masc caucas O 106,6
40 35 fem afro desc Nao-O 165,4
41 42 masc caucas O 95,6
42 53 masc afro desc Nao-O 134
43 48 fem caucas Nio-O 168,8
44 51 fem caucas Nio-O 169,6
45 49 fem caucas Nio-O 132,7
46 50 fem caucas Nio-O 136,2
47 42 fem caucas Nio-O 126,2
48 46 fem caucas Nao-O 185,3
49 56 fem caucas Nao-O 137,1
50 48 fem caucas Nao-O 170,3
51 42 fem caucas Nao-O 125,5
52 43 fem caucas Niao-O 154,2
53 51 fem caucas Nio-O 187,1
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Controles 2011 | Idade Género Etnia GSO FVIIIL:C
54 51 fem caucas Nizo-O 150,8
55 46 fem afro desc Nizo-O 165,2
56 50 fem caucas Niao-O 116,6
57 46 fem caucas Nio-O 125,1
58 49 fem caucas Nio-O 132,5
59 51 fem caucas Nio-O 142,5
60 40 fem caucas Nio-O 110,6
61 55 fem caucas Nao-O 115,6
62 60 fem caucas Nio-O 145,2
63 47 fem caucas Nio-O 1442
64 54 fem caucas Nizo-O 160,1
65 51 fem afro desc Nizo-O 120,5
66 59 fem afro desc Nao-O 187,1
67 49 fem caucas Nao-O 178.,6
68 48 fem caucas Nizo-O 155.,5
69 68 fem caucas Nio-O 167,6
70 29 masc caucas Nio-O 164,2
71 43 masc caucas Nio-O 169,3
72 36 fem caucas Nao-O 175
72 52 masc afro desc Nao-O 171,3
74 51 fem caucas Nao-O 176,6

Controles 2011: identificacdo numérica do controle; fem: feminino; masc: masculino;

caucas: caucasoide; afro desc: afro descendente; GSO: grupo sanguineo ABO.
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11.4 - Dados clinicos e avaliacio da expressio do LRP1 (CD91) dos voluntarios

para bidpsia hepatica:

Codigo Cirurgia Idade | Género | Etnia GSO | CD91_Hepatécito | CD91_Kupffer | CD91_Endotelial | CD91_Total
LRP 11 | Colecistectomia 55 Fem Caucas (0] 46401 52049 9139 107599
LRP 12 | Colecistectomia 54 Fem Caucas | Nao-O 12146 20811 3482 36439
LRP 13 Gastroplastia 32 Fem Caucas | Nao-O 14844 27674 2841 45359
LRP 14 Gastroplastia 53 Fem | Afro desc (0] 30541 22611 5420 58572
LRP 15 Gastroplastia 41 Fem | Afro desc | Nao-O 9497 23539 4260 37296
LRP 16 | Colecistectomia 35 Fem Caucas (0] 45085 45289 7666 98040
LRP 17 | Colecistectomia 55 Fem Caucas (0] 30243 32994 7642 70879
LRP 18 Gastroplastia 58 Fem Caucas (0] 36266 30588 7466 74320
LRP 19 | Colecistectomia 45 Fem Caucas | Nao-O 18815 32883 5712 57410
LRP 20 | Colecistectomia 60 Fem | Afro desc (6] 16218 37250 3406 56874
LRP 21 Gastroplastia 53 Fem Caucas | Nao-O 37233 22064 13381 72678
LRP 22 Gastroplastia 38 Fem Caucas | Nao-O 48520 40722 10184 99426
LRP 23 Gastroplastia 53 Fem | Afro desc (0] 30541 22611 5420 58572
LRP 24 | Colecistectomia 40 Fem Caucas (6] 11066 18502 3830 33398
LRP 25 | Colecistectomia 40 Fem | Afro desc (6] 8159 28105 2722 38986
LRP 26 | Colecistectomia 28 Fem Caucas (0] 30195 28572 2539 61306
LRP 27 Gastroplastia 53 Fem | Afro desc | Nao-O 14429 31735 5459 51623
LRP 28 Gastroplastia 42 Fem Caucas (6] 21190 25040 3114 49344
LRP 29 | Colecistectomia 27 Fem | Afro desc (0] 18100 39856 3809 61765
LRP 30 Gastroplastia 58 Fem Caucas (0] 36266 30588 7466 74320

Cédigo: identificacdo numérica do voluntario; fem: feminino; caucas: caucasédide;

afro desc: afro descendente; GSO: grupo sanguineo ABO.
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11.5 - Dados das dosagens plasmaticas de FVIII dos voluntarios para bidpsia

hepatica:
Cédigo FVIII:Ag | FVIII:Ag | FVIII:Ag | FVIIL:Cr | FVIILI:Cr | FVIII:Cr |FVIII:Cg | FVIII:Cg | FVIII:Cg
Coletal | Coletall | Coletalll | Coletal | Coletall | ColetaIIl | Coletal | Coleta II | Coleta III

LRP 11 | 9065 | 115024 131.16 94,2 191,7 181,8 117.8 181,2 179,5
LRP 12 70,92 138,16 106,82 93,2 206,3 163,8 106,6 215,7 139,1
LRP 13 772 165,23 181,89 105,3 2084 192,8 134 408,4 199,6
LRP 14 60 130 125 81,2 201,1 188,1 100,9 342 375,5
LRP 15 63.12 104,31 945 80,7 86,9 368,2 1274 328,3 315,1
LRP 16 54,64 160,34 91,8 78,7 354,5 190,1 109,5 367,8 188,3
LRP 17 75.75 80,5 171,36 162,4 179,5 209,6 145,8 162,7 252,5
LRP 18 | 11648 | 81,05 172,54 178,4 178,4 211,7 167,9 155,7 231
LRP 19 83,27 117,74 98 43 101,5 211,5 184,7 131,6 468,9 305,6
LRP 20 87.22 126,42 132,46 176,6 190,5 196,6 188.3 3834 435,1
LRP 21 69,69 139,49 41,17 82,8 193,3 93,5 184,8 226,5 131,6
LRP22 | 2481 | 26043 194,66 103,1 209,6 189,1 114,6 190,2 155,7
LRP 23 5775 130,1 128,78 81,2 201,1 188,1 100,9 342 3755
LRP24 | 120,89 185,04 137,06 70 3353 206,1 145,8 490,2 371,6
LRP 25 48,8 80,31 101,2 714 156,2 183,9 80,7 157,2 1744
LRP 26 5223 5448 7575 83,8 86,9 78,7 154,2 131,6 102,8
LRP 27 50,6 87.5 772 80,7 201,5 180,7 89,8 368.,9 177,8
LRP 28 81,42 1353 113,78 185,5 208,7 329 177,8 428,2 255
LRP 29 4146 103 73,23 75,8 313,6 1553 70,7 213,6 1304
LRP30 | 116,48 81,05 172,54 1784 178,4 211,7 1679 155,7 231
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11.6 - Dados das dosagens de FvW e PCR dos voluntarios para bidpsia hepatica:

Cédigo FvW FvwW FvW PCR PCR
ColetaI | Coleta Il | Coleta III | Coletal | Coleta III

LRP 11 102,4 177,6 183,6 0,45 2,36
LRP12 | 1123 211,8 203,2 0,12 1,24
LRP 13 | 1725 235 2441 0,11 7,1

LRP 14 | 1059 231,4 239,3 04 5,93
LRP 15 97,3 120 296,1 0,21 8,86
LRP 16 80,3 230,9 194,8 0,13 1,34
LRP 17 | 170,7 170,9 255,1 1,04 2,44
LRP 18 | 235,6 233 309,3 1,06 10,12
LRP 19 124 2333 231,6 1,13 2,96
LRP20 | 1983 211,1 228,9 0,79 3,27
LRP 21 72,6 120,3 75,2 0,8 7,68
LRP22 | 1279 237,8 240,7 0,38 9,28
LRP23 | 1059 2314 239,3 04 5,93
LRP 24 64,9 217,3 231,7 0,7 2,53
LRP 25 78,7 130,4 203,3 0,04 3,13
LRP 26 74,8 79,7 83,8 0,53 2,46
LRP 27 97.4 203,3 241 0,06 6,46
LRP 28 | 243,7 219,4 351,3 2,47 8,27
LRP 29 78,9 169,4 197 0,03 1,01

LRP 30 | 235,6 233 309,3 1,06 10,12
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Abstract

Increased levels of factor VIll (FVIIl) are a prevalent and independent risk factor for deep venous thrombosis (DVT). After a
median of 10 years of the first DVT, we evaluated FVIIl coagulation levels in 55 patients with DVT of the lower limbs and previous
high levels ef FVIll and in 74 contrels. Subsequently, we analyzed the presence of pest-thrombeatic syndrome (PTS) in patients and
its relationship with FVIIl levels. After a median of | O years of the first DVT, the FVIll levels were still significantly higher in patients
when compared to controls (P < .001). Patients with severe PTS showed increased levels of FVIIl when compared to patients with
moderate or absent PTS (P < .001). We demonstrated a persistent increase in FVIIl levels ina subset of patients with DVT, butina
lower magnitude after 10 years of the first DVT episode. Moreover, we observed a significant association between increased FVIIl

levels and severe PTS.
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Introduction

Deep venous thrombosis (DVT) is a multifactorial disease, and
increased levels of coagulation factor VIII (FVIIIL) have been
established as a risk factor for DVT."* The main determinants
of FVIII in plasma are the von Willebrand factor (VWF) and
the ABO blood group.®® We recently demonstrated that
increased levels of FVIL is a risk factor for DVT in Brazilian
patients (Odds ratio [OR] = 3.0; 95% confidence interval [C1
95%] 1.6-5.7; P < .001).” Although FVIII is an acute phase pro-
tein, results from previous studies suggested that increased
FVIII levels in patients with DVT are independent of an acute
reaction.®”

The nature of the relationship between inflammation and
DVT is not yet established. C-reactive protein (CRP) does not
appear to be useful in predicting future or diagnosis of acute
DVT.'%!" Several markers of inflammation are elevated in
acute DVT, and this altered inflammatory profile is more likely
to be a result rather than a cause of DVT,'>"

The median follow-up of previous studies that analyvzed
persistent increase in FVIII in patients with DVT was about
1 to 5 years,”"*'" and in this study we evaluated a subset of
patients with high levels of FVIII after a median of 10 years
of the first thrombotic episode.

Post-thrombotic syndrome (PTS) is a long-term complica-
tion of DVT of the lower limbs, which is present in 20% to
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50% of symptomatic patients."™'” The many factors that

contribute to the incidence and severity of PTS, such as age,
gender, obesity, residual DVT, location, and extent of DVT,
are controversial.” The PTS can be a confounding effect in
studies evaluating the association of DVT and inflammatory
biomarkers because it is associated with a chronic inflam-
matory process and despite the increase of FVIII levels are
not associated with acute reactions, may be the stimulus for
this alteration may contribute to this increase. The relation-
ship between PTS and inflammatory markers is still
controversial.'"*"

In the present study, we evaluated FVILI levels in a subset of
patients with DVT, after a median of 10 years of the first
thrombotic episode, and previous high levels of this
coagulation factor. Moreover, since chronic inflammation of
affected member can be present, and constitute a stimulus to
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Table 1. Clinical Characteristics of Padents With Deep Venous Thrombosis and the Control Group.

Patients With DVT (N = 55) Controls (N = 74) P
Gender; malefemale 16/39 (29.4%/70.6%) 28/46 (37.8%/62.2%) 35
Age; median (minimum-maximum) 47 (20-70) 45 (21-70) 27
Ethnicity; caucasian/Afro-descents 40015 (7279127 .3%) 56/18 (75.77%/24.3%) T4
ABQ blood group; Non-0/0 37/18 (67.3%/32.7%) 50/24 (67.6%/32.4%) 88

Abbreviation: DVT, deep venous thrambasis.

increase FVIII levels, we also analyzed the association between
clinical PTS and FVIII levels.

Design and Methods
Patients and Controls

Our initial cohort consisted of 230 adult patients with a first epi-
sode of acute DVT of lower limbs, between January 1990 and
September 2004, followed up at the outpatient clinic of Univer-
sity of Campinas. Patients with cancer, liver, renal, or systemic
inflammatory diseases were excluded. Deep venous thrombosis
was confimmed by imaging tests. In 2004, in a first assessment,
FVIII levels were evaluated in all these patients and in 230
matched controls. In 2011, all patients from this initial cohort
who originally presented with FVIII levels above the 90th per-
centile (n= &1) were recruited for a second assessment of FVIII
activity. In total, 55 patients (68%) agreed to participate and pro-
vided informed consent. Totally, 74 healthy controls were again
selected according to age, gender, ABO blood group, and the
same exclusion critenia were used for the study entry.

Laboratory Methods

Factor VIII levels were measured by a l-stage clotting assay
with FVIII-deficient plasma (Siemens, Marburg, Germany).
The FVII tests were performed in duplicate on an automated
coagulation analyzer (BCS XP, Siemens). C-reactive protein
levels were determined in the same samples by a nephel ometric
method (Siemens). Factor VIIT levels were considered only in
the presence of normal CRP levels. ABO blood group was
determined by agglutination and adsorption-elution test.

Determination of PTS

The severity of PTS was evaluated by the clinical score (range
0-6) of the revised Clinical, Etiologic, Anatomic and
Pathophysiologic (CEAP) classification”’ In the CEAP
classification, patients with class 0 represent no visible or
palpable signs of venous disease symptoms of PTS; class 1
telangiectasias, reticular veins, or malleolar tlare; class 2 vari-
cose disease; class 3 edema without skin changes; class 4
skin changes ascribed to venous disease (pigmentation,
lipodermatosclerosis); class 5 skin changes with healed ulcer;
and class 6 skin changes with active ulceration. Post-thrombo-
tic syndrome was defined as absent for classes 0 to 2, moderate
for classes 3and 4, and severe for classes 5 and 6.
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Statistical analysis

Factor VIII levels were described as median (minimum-maxi-
mum). Medians between patients and controls were compared
by the Mann-Whitney test. Medians of FVIII between the first
and second analyses in both groups were compared by the
analysis of variance test for repeated measures. Clinical
characteristics (age, gender, ethnicity, ABO blood group)
between patients and controls were compared by the Fisher
exact and Mann-Whitney tests. A P value <.05 was considered
statistically significant. All analysis was performed using the R
Foundation for Statistical Computing, version 2.13.2.

Results

Median age of the 55 patients (16 male and 39 female) was
47 years (range 20-70), and median of the first DVT episode
was 10 vears (range 8-15). In the first measure of FVIIL, in our
initial cohort, the median of the first DVT episode was 3 years
(range 1-8). The control group consisted of 74 participants
(28 male and 46 female) with a median age of 45 years
(range 21-70). There was no significant difference between
patients and controls related to gender, age, ethnicity, and ABO
blood group (see Table 1).

Deep venous thrombosis was spontaneous in 17 (31%)
patients. In the remaining 38 (69%) patients, associated risk
factors were surgery (§3%), immobilization (20.5%), oral
contraceptive use (22.5%), pregmancy and puerperium
(13.5%), among other less prevalent causes (4.2%).

Factor V111 levels were significantly higher in patients when
compared to controls (158.0 1U/dL, 82.0-216.0 vs 126.1 [U/dL,
83.4-187.1; P < .001). Those patients also showed higher
plasma FVIII when compared to controls (235.8 IU/dL,
2003-510.0 vs 127.2 TUML, 80.1-211.0; P < .001) when
previously analyzed with a median of 3 years after venous
thrombosis. Factor VIII levels were significantly lower at the
moment when compared to the initial assessment (P < .001),
with a mean reduction of 33%.

Importantly, only 17 (30.9%) of 55 patients included in this
study still presented increased FVIII levels (above P90).
C-reactive protein levels in patients with DVT were between
normal values (0.13 mg/dL) but significantly lower when
compared to the first measure with 3-year median after venous
thrombosis (0.22 mg/dL; P = .003).

Unfortunately, only 68% of'the patients analyzed in the first
assessment and with FVIIT levels above 90th percentile were
included in this study. So, we also compared the FVIII levels
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Table 2. Factor VIll and C-Reactive Protein Levels According to the Clinical, Etiologic, Anatomic and Pathophysiologic Classification.”

No PTS PTS Severe PTS p
Prevalence, N (%) 24 (43.7%) 23 (41.8%) 8 (145%) NA
FVIII, IU/dL, median (min-max) 154 (112-189) 156 (82-184) 182 (171-216) <001
CRP, mg/dL, median (min-max) 0.109 (0.017-0.381) 0.197 (0.017-0.5) 0.117 (0.017-05) 48

Abbreviations: CRP, Ceactive protein; FVIIL, factor VIII; PTS, post-thrombatic syndrome NA = not avallable.

*Mormal ranges: FYIILC (62-151 IU/ dL), CRP (< 0.5 mg/dL).

between this group and those who did not respond to our
invite, and there was no significant difference (235.8 IU/dL vs
256.1 1UMdL; P = .26).

egarding PTS, a total of 31 (56.3%) of 55 patients presented
PTS and 8 (14.5%) were classified as severe PTS. Table 2
shows the median of FVIII and CRP levels according to the
PTS classification. Classes 5 and 6, representing severe PTS,
were associated with significantly increased levels of FVIII
(182.0 IU/AL, range 171-216), when compared to patients with
moderate PTS (155.5 UL, 82-184: P = .002) or no PTS
(154.0 1U/L, 112-189; P < 001). There was no statistical
comrelation or difference between CRP levels and PTS
classification.

Deep venous thrombosis recurrence was observed in 12
(21.8%) of 35 patients, but there was no difference in FVIII
levels between patients with and without recurrence (160.0
1U/dL vs 158.0 IU/dL:; P = .14). The majority of the patients
with DVT recurrence presented PTS (83%), and this
prevalence was significantly different from the patients without
recurrence (49%), (P = .049).

Discussion

Previous studies demonstrated mcreased FVII levels in
patients with DVT after a median of 5 years of follow-up,”"*'*
In this study, we showed that patients with a median of 10 years
after the first episode of DVT presented higher FVIII levels
when compared to healthy controls, but the magnitude of this
difterence was significantly lower than that observed at earlier
time points, and only a minoritv of patients still presented
FVIII levels above the 90th percentile. It is important to point
out that in our study we established an appropriate reference
range of high FVIII levels, using a percentile value. These
findings suggest the presence of stimulus to increase FVIII
levels that could be stronger during the initial years of the DVT
episode. On the other hand, we could not rule out the possibility
that those patients present an increased basal FVIII level that
could contribute as a causal factor for the first episode of DVT.

There is general consensus agreement that increased FVIII
is a risk factor for the first DVT episode and that in several
cases, these increased FVIII levels represent a genetic charac-
teristic of the patient, as opposed to a mere inflammatory
response.”” However, whether higher FVIII levels increase the
risk of recurrent DVT is still controversial.'** A possible
explanation for these apparent discrepant results is the fact that
in a proportion of patients followed in these studies, increased
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FVIII resulted from acquired causes such as PTS or other more
subtle proinflammatory state, not revealed by CRP levels.

Inarecentprospective study, Tichelaar et al demonstrated that
following acute venous thrombosis, although FVIIL:C levels
remained persistently elevated in 72'%, of participants for at least
6months, the CRP levels had corrected to within the normal range
by 3 months in the majority of patients. These findings clearly
suggest that in patients with elevated plasma FVII levels, the
post-thrombaotic acute phase response is of minor importance, and
other more important unidentified factors are responsible for
maintaining high FVIII levels in the longer term. >

So, we investigated the possibility that PTS, a common
complication of DVT characterized by a chronic inflammation
of the affected member, such as edema, increased temperature,
and skin lesions, could be related to the FVII levels. We used
CEAP classification, which is a sensitive and specific method
to define PTS. According to this method, we demonstrated that
56.3% of the patients presented PTS, with 14.5% classified as
severe. The most interesting finding was the significant
association between increased FVIIL levels and severe PTS.
Post-thrombotic syndrome was not associated with CRP levels,
in accordance with a previous study."*The VWF plays a critical
role in regulating plasma FVIII levels. A possibility 1s that in
severe PTS, the vascular injury with increased endothelial cell
secretion of VWF could contribute to the increased plasma
FVIII levels found in those patients.”

In this subset of patients the recurrence was 21.8% in a median
of 10 years, which is similar to that described in other popula-
tions.”® However, the number of patients in our study is much
smaller than previous studies. Although there was no difference
in FVIII levels between those with and without recurrence, PTS
was more common in the first one. One explanation for this asso-
ciation might be the fact that PTS andrecurrent DVT share similar
risk factors. We could also speculate that recurrence could con-
tribute to the PTS development. Most of the patients (10 of 12)
with recurrent DVT presented with mild PTS, which is not clini-
cally associated toan important local limb inflammation, and may
be this could explain why they did not show higher FVIII in com-
parison to those without recurrence. The number of patients of this
study is small and studies with larger numbers of patients with
DVT are necessary to confirm and expand these data and results.

Conclusions

In conclusion, we demonstrated a persistent increase in FVIII
levels in a subset of patients after 10 years of the first DVT, but
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in a much lower magnitude than that observed in the first 3
years of the disease. In addition, according to our predefined
criteria, only one-third of patients with mitially increased FVIII
levels still presented this alteration. Finally, we observed a
significant association between increased FVIII levels and
severe PTS. These data highlight the importance that PTS 1s
to be regarded as a potential confounding effect in studies that
evaluate the association of DVT with FVIIL
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