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Resumo

0 Tromboembolismo venoso (TEV) é uma doenca multifatorial que engloba a Trombose
Venosa Profunda (TVP), associada ou ndo a Embolia Pulmonar (TEP). Cerca de 50 - 60% dos
casos de TEV sao causados por fatores de risco genéticos ou adquiridos, no entanto, 50% dos
casos permanecem ainda sem etiologia definida. Acresce ainda que a correlagao entre os
niveis de fator VIII (FVIII) e de fator de von Willebrand (FVW) e o risco de desenvolvimento de
TEV ainda nao estarem completamente definidas.

Foi desenvolvido um estudo caso-controlo, abrangendo 12 doentes com um evento
trombdtico venoso sem trombofilia associada (grupo em estudo) e 15 dadores de sangue
sauddveis (grupo controlo). Foram comparados os niveis de FVIIl e FvW.

A média dos niveis de FVIII no grupo dos doentes foi de 1,62U/mL e no grupo controlo foi de
1,09U/mL (p=0,002), enquanto que a média dos niveis de FvW no grupo dos doentes foi de
1,63U/mL e no grupo controlo foi de 0,93U/mL (p<0,001). Ambas as varidveis em estudo
revelaram-se estatisticamente significativas, ou seja, podemos admitir que existe uma
associacao entre o TEV e os niveis de FVIll e FYW.

Este estudo, apesar das suas pequenas dimensodes, corrobora os resultados existentes na

literatura.

Palavras-chave: Trombose Venosa Profunda; Fator VIII; Fator de von Willebrand: Embolismo

Pulmonar; Fator de risco pré-trombdético.



Abstract

Venous thromboembolism (VTE) is a multifactorial entity that comprises both deep vein
thrombosis (DVT) and pulmonary embolism (PE). Between 50 - 60% of VTE events present
genetic and/or acquired risk factors. Up to 50% of cases remain idiopathic. Furthermore, the
association factor VIII (FVII) and von Willebrand factor (vWF) levels with the risk of
development of VTE has not been completely defined.

Case-control study: we studied 12 patients who presented VTE and no known thrombopbhilia
(study group) and compared them with 15 healthy blood donors (control group). FVIIl and vWF
levels were compared between the two groups.

The average FVIIl levels in the patient group were 1.62U/mL and in the control group was of
1.09U/mL (p=0.002). Mean vWF levels in the patient group were 1.63U/mL and in the control
group were 0.93U/mL (p<0.001). Both were statistically significant. We cantherefore assume
that both FVIIl and vWF levels may play arole in VTE.

Despite the small sized population, this study corroborates previous findings in the literature.

Keywords: Deep Vein Thrombosis; FVIII; VWF; Pulmonary Embolism; Thrombotic Risk Factor.
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1. Introducao

0 Tromboembolismo Venoso (TEV) é uma entidade vasta que engloba a Trombose
Venosa Profunda (TVP) associada ou nao a Embolia Pulmonar (TEP) (1). Estima-se que a
incidéncia anual de casos de TEV na populacao europeia se situe entre 104 e 183 casos por
100 000 habitantes/ano, sendo considerada a terceira doenca cardiovascular mais frequente
23).

A fisiopatologia do TEV envolve uma série de interagcdes complexas entre a superficie
endotelial, as plaquetas e ativacao de fatores de coagulacao, resultantes do desequilibrio do

funcionamento normal do Sistema Hemostatico e consequente dano endotelial e tissular (4).

1.1. Sistema Hemostatico

Este sistema contribui para as caracteristicas reoldgicas do sangue e sua homeostase
através daregulacao simultanea dos mecanismos pro- e anticoagulantes, de modo que nao se
verifiguem nem tendéncia a hemorragia, nem formacao excessiva e descontrolada de
trombos (Figura 1) (5). Deste sistema fazem parte as plaguetas, o endotélio, os fatores da

coagulacao, os anticoagulantes naturais e o sistema fibrinolitico (6).

< S > ~AnBCoa
e a8 X ~~—
=)
U
Thrombosis Bleeding

Figura 1: Balango hemostatico. Regulagao dos mecanismos pré e anticoagulantes. Adaptado de Lippi G, et al (7).

1.1.1. Plaquetas

As plaquetas sao pequenos fragmentos celulares anucleados, discdides, que derivam
dos megacaridcitos, através da megacariopoiese, com uma semi-vida de 8 a 10 dias. A
concentracao plaquetdria habitual no adulto saudavel varia entre 150 - 450x10° /L (8-10).

O seu citoesqueleto contém microtibulos que sao responsaveis pela sua

adaptabilidade e locomocao sempre que sejam recrutadas, tendo a capacidade de mudanca



de forma consoante o estado de repouso (discéide) ou ativada (esféricas com emissao de
pseuddpodes) (11).

Sao compostas por uma membrana externa ou glicocdlix onde se localizam vdrias
glicoproteinas (Gp), incluindo os complexos Gpllb/llla e Gplb/IX/V, que tém um papel
relevante sempre que ha lesao do endotélio e disrup¢ao do seu normal funcionamento. Estes
complexos de glicoproteinas estao envolvidos na ativacao, adesao e agregacao plaquetaria, e
ainda na retracao do coagulo a par de muitas outras Gp (11).

A par das Gp, as plaquetas contém diferentes tipos de granulos (granulos alfa e
granulos densos), que contém diversas quimiocinas e fatores coagulacdo e um sistema
canicular aberto, relevantes para as suas mudancas de forma e libertacao do contetido
granular (11).

Os granulos alfa sao maiores, mais abundantes e heterogéneos. Contém albumina,
fibrinogénio, fator de von Willebrand (FvW), FV, FVIII, fibronectina, fator plaquetario-4 (PF4) e
R-tromboglobulina (9,11). Os granulos densos sao mais pequenos e em menor numero,
contendo adenosina trifosfato (ATP), adenosina difosfato (ADP), histamina, epinefrina,

serotonina, cdlcio e magnésio (9,11). Na Figura 2 podemos observar a estrutura da plaqueta.
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Figura 2: Estrutura da Plagueta. Adaptado de Zapata JCet al (12).

1.1.2. Endotélio

0 endotélio é formado por células endoteliais que revestem a parede interna dos vasos
sanguineos, apresentando funcdes de: transporte intracelular, requlagao do ténus vasomotor
e manutencao das propriedades reoldgicas do sangue (13).

As células endoteliais, em condicoes fisioldgicas, tém a capacidade de manter o fluxo

laminar sanguineo, prevenindo a formacao de trombos de forma nao controlada e a perda de



sangue extravascular, através da sintese de diversas moléculas. Essas moléculas podem ter

acao anticoagulante ou procoagulante, como podemos observar nas Figuras 3 e 4 (13).

Inhibitory properties of endothelial cells
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Figura 3: Esquema dos mensageiros quimicos com fungao anticoagulante nas células endoteliais. Legenda: E-
NTPDasel - Ectonucledsido trifosfato difosfohidrolase-1, PLG — Plasminogénio. Adaptado de Neubauer K et al
(13).
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Adaptado de Neubauer K et al (13).

Tanto as moléculas com acao anticoagulante, como procoagulante sintetizadas pelas

células endoteliais estao presentes no subendotélio. A Tabela 1 resume as diferentes

moléculas existentes e as suas funcoes (13).



Tabela 1: Moléculas presentes no endotélio vascular com fungdes anticoagulante ou procoagulante. Adaptado de
NeubauerK etal (13)

Tipo de Acao Moléculas Funcao
Anticoagulante Sulfato de heparano (cofatorda  Previne ativacao das plaquetas
antitrombina) e a coagulacao
Anticoagulante Inibidor da via do fator tecidular = Inibe o complexo FT/FVlla/Xa
(TFPI)
Anticoagulante Trombomodulina (TM) Inativa a trombina
Anticoagulante Proteina C (+ Proteina S) Inativa os fatores Vae Vllla
Anticoagulante Prostaglandina (PGl) e Oxido Vasodilatadores: inibem a
nitrico (NO) agregacao plaquetdria
Procoagulante Endotelina Estimula agregacao
plaquetaria e a vasoconstricao
Procoagulante FvW Glicoproteina que temum papel
importante na adesao
plaquetdria
Procoagulante Trombospondina Promove a agregacao
plaquetdria
Procoagulante Fator tecidular (FT) Inicia a ativacao dos

mecanismos de coagulacao.
Expresso em vdrios drgaos
(pele,  cérebro, intestino,
pulmao, placenta, membrana
adventicia dos vasos
sanguineos, monacitos,
macréfagos e fibroblastos).

1.1.3. Fatores da coagulacao

O papel dos fatores da coagulacao na geracao de trombina, que culminam na
conversao do fibrinogénio em fibrina e na formacao de coagulo, foi descoberto nas décadas de
40e50do séc. XX. A suanomenclaturainicial deveu-se quer a epénimos, quer ao estudo da(s)
proteina(s) precursora(s), ou ainda a doenca hemorrdgica/prétrombdtica. Atualmente a
nomenclatura utilizada para designar os fatores da coagulacao consiste no uso de numeracao

romana, de acordo com a sua ordem de descoberta, como se pode observar na Tabela 2 (5).



Tabela 2: Fatores da coagulacao. Adaptado de Palta S et al (9).

Fator Coagulacao
Nimero Nome
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v

Vi
Vil

Viil

IX

Xl

Xi

X1l

XIv

XV

XVI

Xvii

XVl

XIX
XX

Fibrinogénio
Protrombina

Fator Tecidular
Célcio

Pré-acelerina, Fator
labil

Nao designado
Fator estavel, Pré-

convertina

Fator Anti
hemofilico A

Fator Anti-
hemofilico B ou
Fator Christmas
Fator Stuart-
Prower

Precursor da

Tromboplastina
Fator de Hageman

Fator estabilizador
dafibrina
Pré-calicreina

HMWK
(Cininogénio
peso molecular,
High molecular
weight Kininogen)
Fator de von
Willebrand (FvW)

alto

Antitrombina

Cofator da heparina
I

Proteina C

Proteina S

Inibidor da
fibrindlise ativado
pela trombina
(TAFI)

Funcao

Formacao do coagulo
Ativacao dos fatores |, V,
VI1, VI, XI, XII, Proteina C,
Plagquetas

Cofator FVlla

Facilita a coagulacao
através da ligacao dos
fatores aos fosfolipidos
Cofator do complexo
Protrombinase — X

Ativa os fatores IX, X;
circula como zimdgeno
Cofator do complexo
tenase — IX

Ativa o FX: Forma o
complexo tenase com o
FVill

Ativa o FIll: Complexo
Protrombinase como FV
Ativao FIX

Ativa os FXI, FVIl e a
Precalicreina
Estabilizacao das malhas
de fibrina

Ativao FXII

Clivao HMWK

Cofator

Ligacaoao FVIIl, intervém
na adesao das plaquetas
ao subendotélio

Inibe o Flla, Xa e outras
protéases

Inibe o Flla

Inativao FVae FVlla
Cofator ativador da
Proteina C

Protege o codgulo da
fibrindlise

Semi-vida
Plasmatica
(h)

90

65

15

10

25

40

45

200

35

150

12

72

60

0.4

Concentracao
Plasmatica(mg/L)

3000
100

10
05

0.1

10

30

10 pg/mL

0.15-0.2 mg/mL



A maioria dos fatores da coagulacao sao produzidos no figado. Circulam na corrente
sanguinea na forma de zimogénios (forma inativa); apGs clivagem por protéases plasmadticas
e sua ativacao, é adicionado o sufixo “a” para denotar a ocorréncia deste processo (6,9).

Os fatores da coagulacao podem ser classificados em 3 grupos: familia do fibrinogénio,
dependentes da vitamina K e familia de contato.

No primeiro grupo estao incluidos os fatores: Fibrinogénio ou FI, 0 FV, o FVIIl e o FXIII,
consumidos durante o processo de formacao do coagulo.

No grupo dos dependentes da vitamina K estao incluidos os fatores: Fll, FVII, FIX e FX.
Como o nome indica, sao dependentes da vitamina K, pois necessitam de carboxilacao de
residuos especificos de dcido glutamico, através da vitamina K (cofator), para formar o dcido-
gama-carboxiglutamico, aminoacido presente nos fatores de coagulacao e que se apresenta
ligado ao calcio.

No grupo da familia de contato, os fatores incluidos sao: FXI, FXII, précalicreina e o

HMWK. Nao sao consumidos durante o processo de formacao de codgulo e estao envolvidos

na via intrinseca da coagulacao (9).

1.1.4. Anticoagulantes Naturais
De forma amanter ahomeostase sanguinea, sao produzidos anticoagulantes naturais:
Antitrombina, Proteina C, Proteina S e o Inibidor da via do fator tecidular, que tém um papel

regulador sobre atividade procoagulante, evitando a ativacao excessiva da formacao de

trombos e a oclusao vascular (9). _@ 'x/*@m' &
A Antitrombina é produzidano figado, e, = ) ' < oW
através do Sulfato de heparano presente nas M i :
células endoteliais ao ser ativada liga-se e T @ e S $ G wm
inativa os fatores FIXa, FXa, FXla e FXlla.

A Proteina C, uma proteina dependente
da vitamina K, produzida no figado, é ativada ‘ - g
, : LT TN PC o'
pelo complexo trombomodulina — trombina, e m @

necessita da Proteina S como cofator para Thiombin-TM complax

inativar os FV e FVIII. A atividade da Proteina C Figura 5: Representagéo esquema’tica da
atividade dos anticoagulantes naturais na
regulacao da atividade procoagulante. Adaptado

Proteina C (APC) as células endoteliais (9,14). deMannKGetal (14)

é potenciada pela ligacao ao recetor da



Por sua vez, a Proteina S é produzida nas células endoteliais e nos hepatdcitos. E também
dependente da vitamina K. Cerca de 40% da Proteina S, circula livre no plasma. Os restantes
60% circulam em complexos com o C4h, ndo atuado como cofator da Proteina C (9,14).

O Inibidor da via do fator tecidular € um polipéptido produzido pelas células endoteliais
ou por plaquetas ativadas, que intervém na via extrinseca da coagulacao, inibindo o complexo

FVlla/FT/Xa (9,14). Na Figura 5 observam-se os mecanismos reguladores da coagulagao.

1.1.5. Sistema Fibrinolitico
Este sistema é ativado simultaneamente com o processo de formacao do codgulo,

para limitar a extensao do coagulo, através da fibrindlise, como podemos observar na Figura 6

(9).

Liberacao

Captacdo
hepatica k@

Figura 6: Visao geral do sistema Fibrinolitico. Legenda: PAI — Inibidor do ativador do plasminogénio, t-PA —
ativador do plasminogénio do tipo tecidular. Adaptado de Amaral Baruzzi AC et al (15)

0 processo de fibrindlise € iniciado pela libertacao de duas serinoproteases: o ativador
do plasminogénio do tipo tecidular (t-PA) e o ativador do plasminogénio do tipo urocinase (u-
PA), por parte das células endoteliais. Estas duas proteases convertem o plasminogénio em
plasmina, que, por sua vez, degrada a fibrina em produtos de degradacao da fibrina ou D-
dimeros, levando a dissolugao do coagulo (13).

Paramanter o equilibrio e evitar a hiperfibrindlise, as células endoteliais produzem dois
fatores, o inibidor do ativador do plasminogénio e a alfa-2-antiplasmina.

0 inibidor do ativador do plasminogénio impede a conversao do plasminogénio em

plasmina, e a alfa 2 antiplasmina inibe a acao da plasmina, impedindo a degradacao da fibrina

(9).



1.2. Hemostase

A Hemostase é um processo complexo, e, apesar de amplamente estudado, persistem
ainda duvidas. Atualmente o processo de hemostase considera-se dividido em trés fases: a
Vasoconstricao, a Hemostase Primaria e a Hemostase Secunddria. Quando existe uma lesao
vascular ha uma alteracao do fendtipo do endotélio de anti- para procoagulante, levando a
libertacao de quimiocinas pelas células endoteliais, que, juntamente com as plaquetas
ativadas, irao provocar vasoconstricao. O musculo liso do vaso sanguineo diminui o seu
diametro, com consequente diminuicao do fluxo, enquanto se forma o tampao plaquetario e
ocorre o inicio do processo de coagulacao (13).

Apdés a vasoconstricao inicia-se a Hemostase Primaria, a qual leva em segundos a
formacao do trombo plaquetdrio no local da lesao - passo limitante na contenc¢ao das perdas
sanguineas (9). A formacao do trombo plaquetdrio depende de trés fases: a Adesao
plaquetdria, onde o FYW desempenha um papel primordial, permitindo a ligacao entre o
colagénio subendotelial e as plaquetas, sequidas da Ativacao e Agregacao plaquetdrias.
Aquando da lesao vascular, as células endoteliais libertam o FvW, armazenado nos Corpos
Weibel-Palade, que se vai ligar ao colagénio exposto na parede do vaso sanguineo. As
plaquetas circulantes, através do recetor de superficie complexo Gplb/V/1X, vao interagir com
o colagénio, funcionando o FYW como elo (Adesao) (9,13).

Apds adesao, as plaquetas sao ativadas (Ativacao) e da-se a sua desgranulacdo. O
conteudo granular, incluindo o Tromboxano A2, ADP, serotoning, cdlcio, colagénio e trombina
permitem o recrutamento e a adesao plaquetaria, com a formagdo de uma monocamada
plaquetdria e posterior ativacao do recetor de superficie da plagueta complexo Gp llb/llla
(9,13).

A ativacao do recetor de superficie da plaqueta (complexo Gp lIb/Illa) vai permitir a
ligacao do fibrinogénio, formando uma ponte entre plaquetas ativadas e, permitindo uma
maior estabilidade do trombo plaquetdrio - Agregacao (13).

Na Hemostase Secunddria ocorre a estabilizacao e reforco do trombo plaquetario,
através da ativacao de fatores da coagulacao, levando a formacao de trombina, e conversao
do fibrinogénio em fibrina (13).

O Modelo Classico da coagulacao foi proposto em 1964 por Macfarlene, Davie e
Ratnoff, que propuseram um modelo de cascata para explicar o processo da coagulacao,

conforme a Figura 7 (16). Neste modelo em cascata, a coagulacao esta dividida em duas vias:



extrinseca ou dependente do FT, e a intrinseca; ambas culminam na via comum. A via
extrinseca ou dependente do FT é considerada o primeiro passo da cascata, sendo ativada
quando existe umalesao vascular, que leva alibertacao do FT e sualigacao ao FVlla e ao calcio,
promovendo a conversao do fator X em Xa (9). Alternativamente, ocorre a via intrinseca ou de
contato, que é ativada através do contato com superficies carregadas negativamente. Nesta
via todos os fatores necessadrios estao presentes em circulacao. Inicia-se com a ativacao do
FXIl através da acao da Précalicreina, da Calicreina e do HMWK, que levam ativacao do FXI, e,
posteriormente, ativacao do FIX e do seu cofator, FVIII, culminando na ativacao do FX (9). Por
fim, na via comum, o FX ativado forma o complexo protrombinase com o seu cofator, FV, os
fosfolipidos e o calcio, que converte a protrombina em trombina. A trombina converte o
fibrinogénio em fibrina, e, simultaneamente, ativa o FXIII que estabiliza as malhas de fibrina,

evitado a fibrindlise (9).

VIA INTRINSECA VIA EXTRINSECA
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Figura 7: Modelo Cldssico da Coagulacao. Legenda: Pré-K-Fator de Fletcher; Ca++-ido calcio; PL-Fosfolipidios
plaquetarios. Adaptado de Gongalves de Souza A et al (17).

O Modelo Classico da coagulacao é muito Util na compreensao dos testes de
coagulacao in vitro, no entanto, falha na explicacao de algumas observacées in vivo.
Exemplificando, o prolongamento do tempo de tromboplastina parcial ativada (@PTT) nem
sempre estd associado a tendéncia hemorragica. Enquanto, os défices de FXIl e HMWK nao

cursam com fendtipo hemorrdgico, os défices de FVIII, FIX e FXI estao associados a



coagulopatia de gravidade variavel. Seria expectdvel de acordo com este modelo que a via
extrinseca anulasse a tendéncia hemorrdgica dos défices de fatores (por serem vias
independentes), no entanto, tal ndo se verifica in vivo (9).

Pararesponder as questdes colocadas acerca (s INITIATION
dos mecanismos da coagulacao in vivo foi proposto
um modelo da coagulacao baseado nas superficies
celulares, na qual foi descrita uma interacao entre os

fatores da coagulacao e a membrana celular das

plaquetas. Este modelo estd divido em trés etapas , ampLIFICATION

principais: a iniciagao, a amplificacdo e a propagacao, F Bearing Col (v
@Y NWF
como representadas na Figura 8 (18).

Quando existe quebra daintegridade vascular,
o0 FT do subendotélio é exposto ao FVII, ativando-o 3 Platelet ‘—":,‘i‘;:,:f

formando o complexo tenase (FT/FVII) (5).

(© PROPAGATION
0 complexo FT/FVII é responsavel por ativar

pequenas quantidades de FIX e FX. O FXa vailigar-se
ao seu cofator, o FV, e forma um complexo Activated Platelst
protrombinase, que tem como papel transformar
pequenas quantidades de protrombina em trombina -

Figura 8: Modelo da coagulacao
iniciacao (5). baseado em superficies celulares.

A pequena quantidade de trombina gerada na Adaptado de Smith SA. (5}
fase de iniciacao ativa as plaquetas e intervém na dissociacao do complexo FVW/FVIII,
provocando uma reacao de feedback - amplificacao. A ativacao das plaquetas leva a uma
alteracao da permeabilidade membranar permitindo a entrada de calcio e alibertacao de varios
fatores de coagulacao, nomeadamente, FV e FVIII. A trombina gerada vai quebrar o complexo
FVW/FVIII, possibilitando aintervencao do FvW naadesao e agregacao plaguetdrias. Durante
esta etapa, existe também a ativacao do FXI na superficie da plaqueta (16,18).

Na dltima etapa - a propagacao- ha recrutamento de plaquetas para o local dalesao e
formacao dos complexos tenase e protrombinase na superficie das plaquetas ativadas. O FXI
ligado as plaquetas vai ativar o FIX, que se liga ao FVIII na superficie plaquetaria, formando o
complexo tenase. 0 Complexo FIX/FVIll ativa o FX, que se liga ao FV na superficie plaquetaria

e forma o complexo protrombinase, responsavel por converter uma grande quantidade de
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protrombina em trombina, e posteriormente converter o fibrinogénio em monémeros de
fibrina, de modo a consolidar o tampao plaquetdrio inicial num codgulo estdvel de fibrina
(16,18).

De forma a garantir a estabilidade do codgulo de fibrina, a trombina gerada ativa dois
componentes importantes: o FXIII e o Inibidor da fibrindlise ativado pela trombina (TAFI). O

FXIIl liga-se de forma covalente aos polimeros de fibrina, estabilizando o coagulo (5).

1.3. Caracterizacao/enquadramento do Evento Trombético venoso

O TEV resulta de uma de interacao complexa entre diversos intervenientes, desde a
superficie endotelial, as plaquetas, aos fatores da coagulagao e microparticulas e a presenca
de fatores de risco congénitos e/ou adquiridos, que levam conjuntamente a formacao de
trombos, os quais se podem propagar pela corrente sanguinea para outros locais. Esta
condicao clinica pode ocorrer em qualquer ponto do sistema venoso, no entanto, é
predominante nos membros inferiores (TVP) (19,20). Na TVP dos membros inferiores pode
haver mobilizacao do codgulo ou de um fragmento, com consequente embolizagao no tronco
pulmonar, provocando o TEP (21). Na Figura 9 podemos observar as interacdes no

desenvolvimento da trombose venosa.
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Figura 9: Interagdes no desenvolvimento da trombose venosa. Adaptado de Koupenova M et al (22)
1.3.1. TEV - Epidemiologia

O TEV afeta cerca de 10 milhdes de pessoas em todo o mundo (19). Apesar de vérias

campanhas de sensibilizacao para a sua prevencao, sera provavelmente ainda
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subdiagnosticado, pela nao suspeicao clinica atempada, devido a sintomas inespecificos,
também presentes noutras doencas, pelo que nao é possivel precisar com exatidao a sua taxa
de incidéncia (19). Estima-se uma incidéncia anual na populacao europeia de cerca de 104 a
183 casos por 100 000 habitantes, sendo considerada a terceira doenca cardiovascular mais
frequente (2).

Anualmente, napopulacao europeia, o TEP é responsavel por cerca de 8-13 mortes por
1000 mulheres e 2-7 mortes por 1000 homens, com idades compreendidas entre 15 e 55
anos(19).

Cerca de dois tercos dos casos de TEV manifestam-se por TVP, e, um terco, por TEP,
precedido ou nao de TVP. As consequéncias variam entre a sindrome pds-trombatica, e, no
limite, a morte. Mesmo sem um desfecho fatal, o TEV condiciona muitas vezes diminuicao da
qualidade de vida dos doentes (2,19).

Cercade 25% dos doentes que sofremum TEV témum segundo evento trombdtico no
prazo de 5 anos, porém, esta incidéncia varia de acordo com os fatores de risco genéticos ou
adquiridos apresentados pelo doente (23).

Em Portugal ndo existem dados suficientes acerca da epidemiologia do TEV. Em 2016
foi publicado um estudo com base nos dados da Administracao Central do Sistema de Saude
(ACSS 2003-2013), com o objetivo de caracterizar o TEP em internamento hospitalar e avaliar
a sua mortalidade intra-hospitalar (3).

Neste estudo foi observado que entre 2003 e 2013 houve 35 200 episddios de
internamento de adultos, tendo sido o TEP o diagndstico principal em 67% dos internamentos.
A taxa de incidéncia estimada em 2013 foi de 35 casos por 100 000 habitantes. No periodo
analisado, apesar do numero anual de episddios ter aumentando ao longo do tempo, a taxa de
mortalidade intra-hospitalar diminuiu, pela menor gravidade dos episédios (reconhecimento

precoce do evento) e melhoria da terapéutica instituida (3).

1.3.2. TEV - Fisiopatologia

O TEV foi mencionado pela primeira vez 600 a.C., por Sushruta Samhita, um cirurgiao
italiano que descreveu “Um inchaco, .., assume uma tonalidade amarelada. E macio e flutua
sob pressao, e € marcado por um acumulo de sangue em seu corpo..., acompanhado por uma

sensacao de queimadura, a dor de succao” (21).
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Vdrios séculos depois, em 1884, Rudolf Ludwig Karl Virchow, propds a triade
posteriormente designada com o seu nome, em que identificou a hipercoagulabilidade, a lesao
do endotélio e a estase venosa como fatores responsaveis pela trombose venosa (Figura 10)

(24).

Triade de Virchow

Idade avancada

s Cirurgia
Imobilizacao prolongada Artocadantos Ao TP
AVC~ Acessos venosos
Lesao medular
; Trauma
Anestesia Lot
Sépsis

Insuficiéncia cardiaca

Hiperviscosidade Vasculites

Hipercoaqulabilidade

CARIROmES Def. de proteina C, S, ou AT llI

E‘str(')g'enlosv ; Resisténcia a Prot. C activada
Historia familiar . e
e Hiperhomocistinémia
Sépsis ; st
S e Ac. antifosfolipideos
RAop Mutacao 20210 da protrombina
heparina

Figura 10: Triade de Virchow. Adaptado de Alves ECP et al (21)

Apesar da investigacao continua, a fisiopatologia do TEV ainda nao estd
completamente esclarecida. Nos ultimos anos, em relacao com a pandemia COVID-19,
consubstanciou a acao sinérgica entre trombose e inflamacao, apresentando-se esta ultima
como fator de risco para o TEV. Devido a fatores intrinsecos e/ou extrinsecos, que atuam
conjuntamente, ocorre lesao endotelial, que desencadeia o processo de formacao do tromho
patogénico. Com o episddio agudo de trombose ha libertacao de citocinas pro-inflamatdrias
(p.e. fator de necrose tumoral alfa, TNF-), outras quimiocinas, a par da atividade leucocitaria
(atividade das selectinas), que desencadeiam inflamacao na parede endotelial e do prdprio
trombo, levando ao seu crescimento e organizagao (21).

As selectinas sao glicoproteinas que surgem a superficie de células ativadas e tém um
papel de sinalizacao e facilitacao da adesao das células as areas de lesdo e inflamacao (21).

Existem trés tipos: as L-selectinas, presentes nos leucdcitos; as P- selectinas,
presentes nas plaquetas e células endoteliais e as E-selectinas, presentes no endotélio (21).
Conforme expresso na Figura 11, quando a P-selectina se liga ao seu ligando - Ligando da
Glicoproteina P-Selectina 1 (PSGL-1) - sao produzidas microparticulas (fosfolipidos da

membrana celular), as quais promovem a amplificacao do processo de coagulagao e levam ao
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crescimento do trombo, através da estimulacao da formacao de fibrina pelo complexo

FT/FVlla(19,21).
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Figura 11: Fisiopatologia do TEV. Adaptado de Khan F et al (19)

A trombofilia é caracterizada por uma alteracdo da coagulabilidade do sangue (estado
de hipercoagulabilidade) devido anomalias hereditarias ou adquiridas da hemostase que

predispde a trombose venosa (23).

1.3.3. TEV - Fatores de risco
A incidéncia de TEV aumenta com o envelhecimento, sendo a idade um dos maiores
fatores deriscopara TEV (25). 0 TEV ocorre predominantemente em idade avancada — é muito

raro antes do final da adolescéncia (26).
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Na populacao pedidtrica, o grupo que tem um maior risco de ocorréncia de
complicagées tromboembdlicas sao as criangcas com comorbilidades, sobretudo os recém-
nascidos portadores de cateter venoso central (CVC); a incidéncia de TEV diminui ao longo do
primeiro ano de vida, e hd um seqgundo pico de aumento de incidéncia na adolescéncia (26).

A ocorréncia de TEV nas mulheres em idade fértil prende-se sobretudo com fatores
inerentes a gestacao e/ou periparto, ou ainda devido a toma de anticoncecionais orais
combinados. Comparando ambos os sexos, em idade pds-menopausica, a incidéncia de TEV é

superior no sexo masculino, como podemos observar na Figura 12 (19).
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Figura 12: Incidéncia anual de TEV distribuida por sexo e idade. Adaptado de Heit JA et al (2)

Considerando outros fatores de risco para TEV, constata-se a contribuicao do grupo
sanguineo e da etnia — a nivel global a incidéncia do TEV na populacao Afro-americana tende
a ser mais elevada, contrastando com Asidtica e Indigena Americana que se verifica uma
menor incidéncia (27).

Atualmente, os fatores de risco associados ao TEV sao classificados como genéticos
e adquiridos, como podemos observar na Tabela 3, e representam cerca de 50% a 60% dos

casos reportados (28,29).
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Tabela 3: Fatores de risco do TEV, Adaptado de F. R. Rosendaal (29)

Riscos Adquiridos
Médicas

Idade

Cirurgia

Neoplasias

Trauma

Imobilizacao
Dispositivos
implantados
(p.e.CV(Q)
Neoplasias
mieloproliferativas
Trombocitopenia
induzida
heparina
Hipertiroidismo
Sindrome de Cushing
Cirurgias ortopédicas
Anticoagulante
Ldpico

pela

Farmacos
Contracetivos orais
Fertilizacao in vitro

Farmacos
quimioterapia
Farmacos
psicotrdpicos e drogas
de usorecreativo
Talidomida
Corticosterdides

para

Comportamentais
Obesidade
Viagens de longo
curso

Tabagismo

Sedentarismo

Cafeina
Alcool

Ricos Genéticos

Grupos sanguineo nao-0
Deficiéncia de Antitrombina

Deficiéncia de Proteina C

Deficiéncia de Proteina S

Fator V de Leiden (rs6025)

Protrombina G20210A
(rs1799963)

Fibrinogénio 10034 T
(rs2066865)

No grupo dos fatores de risco genético, a homozigotia para o défice de antitrombina,

proteinas Ce S condiciona um fendtipo pré-trombdtico grave, embora muito raro na populacao

(29).

Outros fatores de risco genético, e, portanto, nao modificaveis, incluem os que

provocam ganho de funcao e aumentam o risco de ocorréncia do evento trombdticoem2a 8

vezes, tais como a presenca de grupo sanguineo nao — O (niveis de FVIIl elevados), variantes

patogénicas Fator V Leiden, Protromhbina G20210A e Fibrinogénio 10034T. Estas mutacoes

com ganho de funcdo sao relativamente frequentes na populacao geral (29).

Na Tabela 4 podemos observar a frequéncia dos fatores de risco genético na

populacao geral em doentes que sofreram um evento tromhbético venoso, a par do aumento do

risco relativo de TEV.

16



Tabela 4: Frequéncia dos fatores de risco genéticos na populacao, Adaptado de Middeldorp S (23)

Deficiéncia Deficiéncia Deficiéncia Fator V Protrombina
Antitrombina ProteinaC Proteina S Leiden G20210A
Prevaléncia na 0,02% 0,2% 0,03%-013%  3%-7% 0,7%-4%
populacao em
geral
Risco Relativo 5-10 4-65 1-10 3-5 2-3
paraum TEV
Risco relativo 19-2,6 1,4-18 10-14 14 14
para TEV
recorrente

Como podemos ohservar na Tabela 3, os fatores de risco adquiridos estao divididos
em trés categorias: médicos, farmacoldgicos e comportamentais. Dentro dos fatores de risco
associados a comorbilidades médicas, a causa mais comum sao as neoplasias, que aumentam
o risco de ocorréncia de TEV em mais de 50%, nos primeiros 6 meses apos o diagndstico da
doenca, dependendo da neoplasia (29).

Uma outra causa de aumento de risco sao as cirurgias, razao pela qual, esta
implementada a prescricao de tromboprofilaxia no periodo perioperatdrio (4,29).

Outros fatores de risco modificaveis — comportamentais — incluem os habitos, tais
como o sedentarismo, o tabaco, o dlcool, a cafeina e a obesidade (29).

A presenca de um fator de risco genético ou adquirido, caracterizado como trombofilia,
nao é preditiva da ocorréncia de um evento tromhbdtico, no entanto, aumenta a probabilidade
da sua ocorréncia. No caso das trombofilias hereditarias, a histéria familiar desempenha

igualmente um papel relevante (4).

1.3.4. 0O papel desempenhado pelos FVIIl e FvW

Cerca de 40% dos casos de TEV diagnosticados sao de etiologia idiopdtica (28). A
literatura tem sugerido que a presenca de valores elevados de FVIIl e FvW no plasma de
doentes que sofreram um evento tromhético venoso pode representar um fator de risco. O
primeiro estudo em que o FVIII foi associado ao TEV foi o The Leiden Thrombophilia Study
(30), no qual foram estudados 301 doentes que tinha sofrido um TEV ha mais de 6 meses. Os
autores concluiram que niveis plasmaticos de FVIII > 150 IU/dL estavam associados a um
aumento de 5 vezes do risco de ocorréncia de um evento trombdtico venoso, quando
comparados com valores de FVIIl inferiores a 100 IU/dL (e portanto, em valores fisioldgicos)

(30-32).

17



O FVIIl e 0 FYW sao indissociaveis na sua acao. Durante muitos anos o FVIII foi
associado apenas a Hemofilia A - défice de fator. Todavia, valores supra-fisiolégicos de FVIII
podem associar-se a trombose venosa (31).

O FvW é uma proteina multimérica presente nas plaquetas e células endoteliais e 0 seu
papel principal é a adesao das plaquetas aos locais de lesao vascular. Uma outra funcao do
FvW é ligar-se ao FVIIl, protegendo-o de inativacao, por degradacao proteolitica, como

podemos observar na Figura 13 (33,34).
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Figura 13: As trés funcées extracelulares do FvW. Adaptado de Michels A et al (35)

Ambas sao proteinas de fase aguda, ou seja, em estados inflamatdrios, de stress e
pds-TEV aumentam, pelo que € necessario realizar os estudos fora da fase aguda (3-6 meses
apds o evento), tal como os outros estudos de trombofilia (31,34). Estudos observacionais
constataram que os niveis de FVIIl e FvW aumentam com a idade, sendo considerados um
fator de risco de TEV dependente da dose nos idosos (31).

Através de estudos populacionais observou-se que os niveis de FVIIl e FvW eram
influenciados pela etnia, verificando-se valores mais elevados em Afro-americanos do que
nos Caucasianos. O mecanismo fisioldgico que justifique esta observacao aindanao é claro, no
entanto, pensa-se que estara relacionado com percentagem de individuos do grupo O na
populacao caucasiana (31).

Existe também uma relacao entre os valores plasmaticos dos FVIIl e FvW e os grupos
sanguineos. Vdrios estudos concluiram que individuos do grupo ndo-0 (grupos A, AB e B) tém
valores de FVIIl e FvW mais elevados, em comparacao com individuos do grupo O. Isto deve-
se aos determinantes antigénicos A e B estarem ligados a cadeia N de oligossacarideos dos

mondmeros de FvW, Figura 14 (32).
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Figura14: Ligacao dos determinantes antigénico A e B aos mondmeros de FvW. Adaptado de Ward SE, et al (36)

Através dalliteraturarecente, podemos concluir que niveis de FVIll e FvW elevados sao
nao s6 um fator de risco para a ocorréncia de um primeiro evento trombdtico venoso, mas
também estao associados a um aumento significativo do risco de desenvolver episddios
trombadticos recorrentes (31).

Apesar de existirem alguns estudos em que se observa a associa¢ao do FVIIl e FvW
com o TEV, o seu mecanismo fisiopatoldgico ainda nao estd completamente descrito, assim

como o papel independente do FvW no TEV (33,37).
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2. Objetivo

Este estudo teve como objetivo verificar se valores elevados dos fatores da
coagulacao, FVIIl e FvW, poderao vir a ser considerados fatores de risco associados a um
evento trombdtico venoso em doentes que tinham tido um TEV ha mais de 3 meses, sem
trombofilia diagnosticada e que tivessem sido referenciados para o Servico de

Imunohemoterapia Centro Hospitalar e Universitario de Sao Jodo (CHUS)).

3. Métodos

Realizou-se um estudo caso-controlo. A populacao em estudo consistiu em doentes
que tinham sofrido um evento trombdtico venoso ha mais de 3 meses sem trombofilia
identificada (n=12). A populacao controlo foi formada por dadores de sangue saudaveis, sem
fatores de risco identificados para TEV (n=15).

O protocolo utilizado foi autorizado pelo Conselho de Administracao do CHUSJ a19 de
janeiro de 2023, depois do parecer favoravel da Comissdo de Etica e do Encarregado de
Protecdo de Dados (Anexo 1). Os registos foram pseudo-anonimizados garantindo a

confidencialidade dos valores utilizados.

3.1. Procedimento
No processo de selecao da populacao e respetiva amostra a incluir no presente estudo
foram aplicados critérios de inclusao e exclusao, a cada um dos grupos — doentes e controlo.
Foram definidos como critério de inclusao:
e doentes diagnosticados com um evento trombdtico venoso hd mais de 3 meses,
seguidos na Consulta Externa de Trombofilia do CHUSJ, entre 1de novembro de 2022
e 30 dejunhode 2023;
e idades compreendidas entre os 18 e 0s 60 anos;
e auséncia das sequintes trombofilias/ fatores de risco: défice de Proteina C, Proteina S
e Antitrombina, variante fator V de Leiden, variante protrombina G20210A; medicacao
prévia (contracetivos orais comhinados); e nao ter nenhum fator de risco adquirido
previamente a ocorréncia de TEV: cirurgia, trauma, gravidez e imobilizagao.
0 nao cumprimento de qualquer um destes fatores foi considerado fator de exclusao do

estudo. Todos os doentes antes de serem reencaminhados para a Consulta Externa de

20



Trombofilia do CHUSJ, foram triados medicamente de forma a excluir os que tiveram o evento
trombdtico como consequéncia de doenca aguda.

Todos os doentes incluidos no estudo suspenderam a toma de anticoagulantes orais
cerca de 3 semanas antes da data da colheita.

Para o grupo controlo foram incluidos dadores de sangue sauddveis, sem fatores de
risco conhecidos ou identificados na consulta pré-dadiva, com idade compreendida entre os
18 e 60 anos. Tal como no grupo de doentes, o nao cumprimento de qualquer um destes
fatores foi considerado fator de exclusao do estudo.

No desenho do estudo foram definidas as varidveis, que estao representadas na Tabela 5.

Tabela 5: Varidveis em estudo

Varidvel Operacionalizacao Classificacao

Sexo M/F Qualitativa Nominal
Idade Numérica Quantitativa Continua
Data do evento Més e Ano Quantitativa Ordinal
Tipo de Trombose Local do evento Qualitativa Nominal
Grupo Sanguineo A B ,ABeO Qualitativa Nominal
Hemoglobina Numeérica Quantitativa Continua
FVIII Numérica Quantitativa Continua
FvW Numérica Quantitativa Continua

3.2. Obtencao de resultados analiticos

A informacado relativa aos doentes seguidos na consulta de Trombofilia foi obtida
através darecolha de dados clinicos nos programas de dados Sislab (Glintt) e S-clinico (SPMS).
Para cada doente foram recolhidos os seguintes elementos: idade, sexo, data e local do evento
trombético, identificacao de trombofilia (défice de proteina C, S ou antitrombina, variante fator
V de Leiden ou variante protrombina G20210A), grupo sanguineo, valor de hemoglobina e
niveis de FVIIl e Antigénio do FvW (FvW:Ag).

Os dados relativos a amostra de controlo para o estudo foram obtidos no Banco de
Sangue do CHUSJ, tendo sido elaborado um panfleto informativo e um documento de
consentimento informado (entregues conjuntamente na consulta pré-dadiva aos dadores de
sangue) a explicar o ambito do estudo (Anexos 2 e 3). Apés verificacdo dos critérios de
elegibilidade, esclarecimento do dador e assinatura de consentimento informado, foi colhida
uma amostra de sangue venoso (4,5 mL) num tubo de citrato BD Vacutainer® (citrato sédio a
3,8%), que posteriormente foi centrifugado durante 15 minutos a 2000 g numa centrifuga

refrigerada (SIGMA 4-16KS).
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Os doseamentos de FVIII e de FvW:Ag foram realizados no equipamento Sysmex®
CS-5100 System (Siemens), pelos métodos coagulométrico e imunoturbidimétrico,
respetivamente, cujos principios e explicacées dos métodos estao referidos no Anexo 4.

Para além dos doseamentos dos fatores da coagulacao, foram obtidos os seguintes
dados dos dadores de sangue: sexo, idade, antecedentes pessoais, incluindo histdria pessoal

e familiar de TEV e medicacao habitual.

3.3. Tratamento e analise dos dados
Todos os dados clinicos obtidos foram armazenados em base de dados do programa
Excel (Microsoft Office), com acesso restrito, cumprindo os requisitos de confidencialidade.
Como a amostra do presente estudo é reduzida e nao seque uma distribuicao normal,
no tratamento dos dados foi realizada uma analise estatistica descritiva e inferencial com
recurso a testes nao paramétricos, nomeadamente o teste Mann-Whitney, para um nivel de
significancia 0,05. Para a realizacao da andlise estatistica foi utilizado o programa Statistical

Package for Social Science (IBM SPSS™ Statistics).
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4. Resultados

Entre o dia1de novembrode 2022 e o dia 30 de junho de 2023, foram recolhidos dados
de 32 doentes que tinham sofrido um evento trombdtico venoso e estavam a ser
acompanhados na Consulta de Trombofilia do Servico de Imunohemoterapia do CHUSJ. Apds
andlise dos antecedentes e histéria da doenca atual de cada doente, foram excluidos 20
doentes por apresentarem fatores de risco/trombofilia/trombose provocada: 2 doentes
(6,25%) com défice de proteina C, 5 doentes (15,63%) com défice de proteina S, 4 doentes
(12,50%) por apresentarem a variante fator V de Leiden, 3 doentes (9,38%) por apresentarem
a variante protrombina G20210A e 6 doentes (18,75%) com trombofilia provocada, (Figura15).

Resultando numa amostra de 12 doentes, conforme expresso na Figura 16.

k Défice proteina S
\ Variante do Fator V Leiden

= Variante da protrombina
0,
13% G20210A

= Doentes sem trombofilias

= Défice proteina C

6% = Doentes com Trombose
16% provocada

Figura 15: Avaliacao dos fatores de inclusao exclusao da amostra obtida entre 1 de novembro de 2022 e 30 de
junho de 2023

Para a populacao de controlo do estudo foram selecionados 17 dadores de sangue
saudaveis, no entanto, 2 foram excluidos por apresentarem niveis elevados do FVIll e FvW (os
niveis elevados foram associados a prdtica de exercicio pré-dadiva/stress e habitos
tabdgicos pré-dadiva).

Como controlo deste estudo foi utilizada uma amostra de 15 dadores (n=15).
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do CHUSI

32 doentes entre 1/11/2022 e
30/6/2023 que tiveram TEV e

seguidos na consulta de trombofilia

20 doentes foram

excluidos

12 (n=12)  doentes
cumpriam os critérios de

inclusao.

14 doentes por apresentarem
trombofilia:

- Défice proteina S,

- Défice proteina C,

- Variante fator V Leiden,

- Variante protrombina G20210A.

6 doentes por tromhofilia provocada:
- Doenca Mieloproliferativa,

- COoVID,

- Sindrome Antifosfolipidica,

- Doenca Renal Crénica,

- Pancreatite.

Figura 16: Fluxograma de selecdo dos doentes.

A idade média dos doentes selecionados para o estudo foi de 41,5 anos (27-59 anos),

com um desvio-padrao de 9,24 anos, sendo 83,3% do sexo feminino. A faixa etdria em que

houve mais eventos trombdticos venosos foi entre os 36 e 40 anos de idade.

Relativamente ao grupo controlo, a idade média dos dadores foi de 39,3 anos (21-55

anos), com um desvio-padrao de 11,07 anos. Neste grupo houve uma distribuicao mais

equilibrada da varidvel sexo: 53,33% individuos do sexo feminino e 46,67% do sexo

masculino. Podemos observar estes dados nas Figuras 17 e 18.
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Figura 17: Distribuicdo dos doentes e controlos em funcdo da faixa etaria.
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Figura 18: Distribuicao dos doentes e controlos em funcao do sexo.

Relativamente ao grupo sanguineo, no grupo dos doentes, 5 eram do grupo nao-0 (83,3%), 1
do grupo O (16,7%). Em 6 doentes nao foi possivel obter o grupo sanguineo (ndo estava
presente nos registos clinicos consultados), pelo que nao foram considerados para andlise
desta variavel. No grupo controlo, 5 dadores (33,3%) apresentavam grupo nao-0 e 10 eram do

grupo 0 (66,7%), como podemos observar na Figura 19.
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Figura 19: Distribuicao dos doentes e controlos em fungao do grupo sanguineo.

Ao analisar aos valores de hemoglobina, verificamos que a média de hemoglobina no
grupo dos doentes do sexo feminino foi: 11,54 g/dL (12,3 - 14,2 g/dL) e nos doentes do sexo
masculino foi: 14, 4 g/dL (13,2 - 15,6 g/dL). Enquanto que no grupo controlo, a média de
hemoglobina no sexo feminino foi: 14,0 g/dL (12,7 - 15,5 g/dL) e no sexo masculino foi: 15,9
g/dL (15,3 g/dL - 16,8 g/dL) [Figura 20].

Varidvel Sexo

0 5 10 15 20
Valor de Hemoglobinaemg/dL

u Controlos m Doentes

Figura 20: Valores médios de hemoglobina (g/dL) no grupo dos doentes e controlos.

Neste estudo foram incluidos 7 doentes com TVP (58,3%), 3 doentes com TEP
(25%%),1doente com TVP +TEP (8,3%) e 1doente com trombose da veia porta (8,3%) [Figura

21]. Apés andlise dos dados, podemos observar que a maioria dos eventos trombdticos
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venosos ocorreram na época da primavera, com 6 casos no més de junho (50%), 2 casos no

més de fevereiro (16,67%) e 1 caso nos meses de julho, agosto, outubro e novembro (8,33%),

como refletido na Figura 22.
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Figura 21: Frequéncia do tipo de evento trombético venoso nos doentes.
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Figura 22: Distribuicao dos eventos tromhéticos venosos por més de ocorréncia.

4.1. Papel do FVIIl e do FYW no evento trombdtico venoso

Na Tabela 6 podemos observar os valores e médias de FVIIl e FvW por grupo: doentes

e controlos.
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Tabela 6: Estatistica descritiva de FVIIl e FvW (U/mL) distribuido por doentes e controlos.

FVviil FvW
Minimo Maximo Média Desvio- Minimo Madaximo Média Desvio-
padrao padrao
Doentes (n=12) \0,85 3,08 162 0,58 0,82 2,90 163 0,64
Controlos (n=15) | 0,76 1,42 1,09 0,21 0,62 1,19 093 021

Em ambos os doseamentos foram encontrados 3 resultados outliers,1no doseamento
do FVIll e 2 no doseamento de FvW, como podemos observar nas Figuras 23 e 24.

Apds arealizacao do teste de Mann-Whitney para comparar valores de FVIII (p=0,002)
e FvW (p<0,001) plasmaticos entre os grupos (doentes e controlo), verificamos que

apresentam diferencas estatisticamente significativas.

Valor de FVIIl

1,50
mu %

Doentes Controlo

Grupos

Figura 23: Distribuicao dos niveis FVIII (U/mL) por grupo.

Valor de FvW

Doentes Controlo

Grupos

Figura 24: Distribuicao dos niveis de FvW (U/mL) por grupo.
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Na Tabela 7 podemos observar a estatistica descritiva dos niveis de FVIIl e FvW por

estacao do ano. Nao existem diferencas estatisticamente significativas nos valores de FVIll e

de FvW entre as diferentes estacdes do ano: Primavera - p=0,182 parao FVIll e p=1,000 para

o FvW; Verao — p=0,121 para o FVIil e p=0,439 para o FvW; Outono — p=0,739 paraFVllle p

=1,000 para FvW; Inverno — p=0,505 paraFVIll e p=0,739 para FvW.

Tabela 7: Estatistica descritiva de FVIIl e FvW (U/mL) segundo a estagdo do ano.

Epoca do ano

Fvii

Fvw

Primavera (n=6)
Verdo (n=2)
Outono (n=2)
Inverno (n=2)

Minimo Madximo Média

0,85
2,01
1,37
1,34

3,08
211

154
1,76

1,55
2,06
1,45
1,55

Desvio-
padrao
0,79
0,70
012
0,29

Minimo Madaximo Média

0,82
1,43
130
1,42

2,90
159
1,56
1,84

1,75
1,51

1,43
1,63

Desvio-

padrao
0,92
01
018
0,29

Na Tabela 8 esta representada a estatistica descritiva do FVIIl e FvW nos diferentes

locais onde ocorreram os eventos. Ao realizar a comparacao dos resultados obtidos nos

doseamentos de FVIIl e FYW por tipo de evento tromhdtico venoso observado, nao

encontramos diferencas estatisticamente significativas: TVP - p=0,425 para FVIll e p=0,425
para FYW; TEP — p=0,180 para FVIll e p=0,180 para FvW; TVP+TEP — p=0,827 para FVIll e
p=0,513 para FvW; Trombose da Veia Porta— p=0,513 para FVIll e p=0,513 para FvW.

Tabela 8: Estatistica descritiva de FVIIl e FvW (U/mL) por tipo de evento.

Local do Fvi FvW
evento

Minimo Maximo Média Desvio- Minimo Maximo Média Desvio-

padrao padrao

TVP (n=7) 0,85 3,08 1,75 0,73 0,82 2,90 1,76 0,82
TEP (n=3) 134 154 1,41 0,10 1,30 156 1,43 013
TVP+TEP (n=1) | - - 1,76 - - - 1,84 -
Trombose da | - - 117 - - - 116 -

Veia Porta (n=1)

Devido ao reduzido nimero da amostra do presente estudo, observaram-se varidveis

em que so foi registado 1 caso, pelo que nessa situacao nao é possivel apresentar todos os

dados da tabela anterior, nomeadamente o minimo, o maximo e o desvio-padrao.

Seguidamente, fomos analisar os resultados dos fatores da coagulacao em funcao do

sexo nos dois grupos, doentes e controlo (Tabela 9).
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Tabela 9: Estatistica descritiva de FVIIl e FvW (U/mL) em funcao do sexo, nos dois grupos.

FVviil FvW
Minimo Maximo Média Desvio- Minimo Mdaximo Média Desvio-
padrao padrao
Casos F 0,85 3,08 1,64 0,64 0,82 2,88 1,51 0,56
(n=10)
M 1,41 1,66 154 017 1,66 2,90 228 087
(n=2)
Controlos | F 0,79 1,42 113 0,26 0,73 115 090 014
(n=8)
M 0,76 127 1,06 0,16 0,62 1,40 096 0,26
(n=7)

Apesar das diferencas nos valores do FVIIl e do FvW nos grupos dos doentes (FVIII: p
=0,830; FvW: p =0,086) e do controlo (FVIII: p=0,237; FVW: p=0,797), a varidvel sexo nao é
estatisticamente significativa.

No que dizrespeito a varidvel idade, ap6s comparacao dos valores de FVIlle FvW entre
as diferentes faixas etdrias em ambos os grupos, doentes (FVIII: p =0,301; FvW: p =0,301) e
controlo (FVIII: p=0,685; FVW: p=0,195), observa-se que estatambém nao é estatisticamente
significativa. Como podemos observar nas Figuras 25 e 26, no grupo dos doentes, existe um
pico na faixa etdria dos 36 - 40 anos, e na faixa etaria 55-60 anos os valores estao um pouco
mais elevados em comparacao com as faixas etarias anteriores; no grupo do controlo existe

uniformidade nos valores.
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Figura 25: Distribuicdo da concentracao média do FVIIl e do FvW (U/mL), em fungdo da idade no grupo dos
doentes.
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Figura 26: Distribuicao da concentracao média do FVIIl e do FvW (U/mL), em funcao da idade no grupo do
controlo.

4.2.Grupos sanguineos e valores de FVIIl e FvW

Ao analisar os valores de FVIIl e FvW entre os grupos sanguineos O e nao-0, nao
fazendo a distincao entre doentes e controlo, observaram-se diferencas estatisticamente
significativas. No grupo O, o valor médio de FVIII foi de 0,95 U/mL (0,76 - 1,50 U/mL) e no
grupo nao-0 foi de 1,36 U/mL (1,00 - 1,76 U/mL) (p=0,017). Relativamente a média do FvW,
no grupo O foi de 0,83 U/mL (0,62 - 1,03 U/mL) e no grupo nao-0 foi de 1,49 U/mL (0,81 -
2,90 U/mL) [p<0,001].

Quando analisamos os resultados obtidos neste estudo distribuido por grupo, doentes
e controlo, observamos que, em ambhos, os valores de FVIIl e FvW, sao mais elevados no grupo

sanguineo nao-0, comparado com o grupo sanguineo O, conforme na Figura 27.
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Figura 27: Valores médios do FvW e FVIII (U/mL) em funcao do grupo sanguineo, nos dois grupos.
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5. Discussao

Neste estudo foi avaliado o papel do FVIIl e do FvW no evento trombdtico venoso sem
fatores de risco previamente identificados.

Ao analisar os doentes que foram admitidos inicialmente no estudo, foram excluidos
14 doentes por apresentarem trombofilias hereditarias, nomeadamente, défice de proteinas S,
C e variantes patogénicas do fator V de Leiden e da protrombina G20210A. Estes resultados
sao corroborados pela literatura (38), que identifica as 5 trombofilias genéticas (défice de
proteina S, C e antitrombina, variante do fator V de Leiden e da protrombina G20210A) com
uma frequéncia de cerca de 30% em doentes que tiveram um evento trombatico venoso,
sendo a variante do fator V de Leiden a mais prevalente na populacao com TEV: 20%. Foram
também excluidos 6 doentes por trombose provocada ou por apresentarem outras condicoes
pro-trombdticas, nomeadamente, por apresentarem sindrome mieloproliferativa, COVID-19,
sindrome antifosfolipidica, pancreatite aguda a condicionar trombose portal e doenca renal
crénica com trombose de fistula arteriovenosa. Segundo a literatura (39-42), doentes que
apresentam as patologias anteriores tém uma maior probabilidade de sofrerem um evento
trombdtico venoso.

De acordo com os valores de hemoglobina obtidos, podemos excluir a suspeita
diagnéstico de policitémia vera (PV), dado os valores de hemoglohina encontrarem-se dentro
dos parametros de referéncia. Segundo diretrizes da Organizagao Mundial da Satide (OMS), no
sexo feminino os valores de hemoglobina superiores a16 g/dL e no sexo masculino superiores
a16,5 g/dL justificam estudo para exclusao de PV (43,44).

Neste estudo optou-se por seguir as praticas recomendadas pela International Society
on Thrombosis and Haemostasis (ISTHN) e pela British Society for Haematology (BSH)
através das suas guidelines de diagndstico da TEV. Todos os doentes admitidos a estudo pro-
trombético (incluindo doseamentos de FVIIl e FvW) suspenderam a toma de anticoagulantes
orais cerca de 3 semanas antes da data da colheita (45,46), apesar de existirem estudos que
referem que os anticoagulantes orais ndo interferem nos niveis de FVIIl e FvW (47).

Ao avaliar o contributo do FVIIl e do FvW no TEV, constatou-se que ao comparar 0s
valores médios plasmaticos entre os dois grupos, doentes e controlo, sao estatisticamente
significativos, ou seja, podemos apoiar a deducao de que valores elevados de FVIIl e FYvW
podem contribuir para o risco de ocorréncia de eventos trombaticos venosos em doentes que

nao tém outros fatores de risco conhecidos. Esta observacao esta de acordo com diversos
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estudos (30-32,47,48), sendo o primeiro estudo que reportou uma associacao entre o FVIII, o
FvW e o risco de ocorréncia de eventos trombdticos venosos o The Leiden Thrombophilia
Study (30).

Atualmente varios estudos (28,47,49) tém demonstrado uma associacao do FvW
independente do FVIII ao risco de ocorréncia de eventos trombadticos venosos. O FvW é um
biomarcador inespecifico, e valores altos sao sinal de ativacao plaquetaria, nomeadamente
ativacao do endotélio celular. Uma das funcées do FYW é a sua interacao com o FVIII,
protegendo-o contra a degradacao proteolitica e sua clearance prematura. Recentemente tem
sido também reportado o papel do FvW em varias outras entidades clinicas, na presenca ou
auséncia de inflamacao (49).

A acao do FvW no processo da hemostase esta bem descrita, no entanto, o seu papel
na ocorréncia de um evento trombético venoso, ainda ndo estd bem caracterizado (causa vs.
consequéncia). Para tentar compreender a sua relevancia na etiologia do TEV foram
realizados estudos em modelos animais (ratinhos). Brill et al., reportaram que ratinhos
deficientes em FvW estavam protegidos contra a ocorréncia de TEV, independentemente do
FVIII. Através da realizacao destes estudos em modelos animais, Choi et al., propuseram que
o FvW é crucial na formacao do trombo, mas que jd nao terd um papel tao relevante na
propagacao do codgulo (34). Devido a estas descobertas o FVYW poderd ser um alvo
terapéutico promissor no TEV, no entanto, sao necessarios mais estudos para elucidar os
mecanismos hiolégicos etiopatogénicos e fisioldgicos (34,49).

Neste estudo s verificamos discrepancia entre o aumento dos niveis de FYW em
relacao ao FVIlI nafaixa etaria 56-60 anos, sendo a variagao concordante nas restantes faixas
etdrias. Através destes dados nao é possivel observar uma associacao independente entre o
FvW e aocorrénciade TEV.

Esta descrito noutros estudos (29,31) que os valores de FVIIl e FvW aumentam com a
idade o que se traduz num maior risco de ocorréncia de um evento trombdtico venoso com o
envelhecimento. Este aumento da incidéncia pode ser explicado pelo aumento das
comorhilidades associadas, imobilidade, diminuicao do ténus muscular, diminuicao da
resisténcia das paredes das veias e deterioracao das valvulas venosas, originando a sua
dilatacao e a consequente diminuicao do fluxo sanguineo e estase venosa. No presente
estudo, todos os doentes e dadores admitidos tinham idade inferior a 60 anos. Segundo a

OMS, a partir dos 60 anos existem alteracdes bioldgicas significativas — senescéncia, que
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levam a maior probabilidade de desenvolvimento e manifestacao de doencas
cerebrovasculares, tais como acidente vascular cerebral (AVC), doenca corondria, doencas
respiratdrias crénicas, neoplasias e deméncia (50). No entanto, ao analisar os dados de ambos
0S grupos - doentes e controlo - nao observamos um aumento significativo dos valores de
FVIIl e FvW com aidade. Este achado deve-se muito provavelmente ao reduzido tamanho da
amostra (n=12), e ao fato desta avaliacao ter sido efetuada num tinico momento, e ndo ter sido
prospetiva.

Estudos prévios reportaram maior ocorréncia de TEV em mulheres em idade fértil,
entre os 20 e os 40 anos, quando comparadas com individuos do sexo masculino (2,29). Os
dados obtidos neste estudo estao de acordo com a literatura (37,51,52), pois a percentagem
de doentes referenciados do sexo feminino foi de 83,33%, e 16,67% do sexo masculino.

Na literatura entao descritos casos em que o FVIII desempenha diferentes papéis na
etiologia do TVP e do TEP, pois os elevados niveis de FVIIl sao mais prevalentes em doentes
com TVP do que com TEP (48,49). Ao analisar os resultados obtidos neste estudo pelos
subtipos de TEV, observamos que nao sao estatisticamente significativas, ou seja, neste
estudo nao obtivemos dados concordantes com a literatura. Esta nao concordancia pode
dever-se ao reduzido tamanho da amostra (n=12) do presente estudo.

Neste estudo foi igualmente avaliada a possibilidade de relacao entre més de estagao
do ano e a ocorréncia de TEV. A amostra é muito reduzida para serem tiradas conclusaes,
porém, observou-se que a estacao do ano em que ocorreram mais eventos trombaticos foi a
primavera, sendo junho 0 més em que foram registados mais eventos (50%). Apesar de nao
terem sido encontrados estudos direcionados para a associacao entre estacao do ano e a
ocorréncia de tromboses venosas, sabemos que viagens longas e a desidratacao provocada
pelo calor sao fatores de risco de ocorréncia de TEV, e os meses junho e julho sao
caracterizados por temperaturas elevadas e maior imobilidade pelas viagens de férias,
aumentando assim a probabilidade de ocorréncia de eventos.

Em 1960 foram publicados os primeiros estudos relativos a influéncia dos grupos
sanguineos na hemostase, sobretudo os valores de FvW e FVIIl. Desde entao foram realizados
indmeros estudos de forma a analisar se diferentes grupos sanguineos estao associados a
diferentes riscos de desenvolver TEV (53). Estima-se que cerca de 70% da variagao dos niveis

plasmdticos de FvW/FVIII seja determinada geneticamente; 30% dessa variacao estd ligada
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ao grupo sanguineo do individuo. Individuos do grupo nao-0 tém niveis de FYW 25% mais
elevados do que individuos do grupo O (53).

Um estudo realizado na Bélgica, por Wautrecht e colaboradores (54), concluiu que a
frequéncia de doentes com TVP do grupo nao-0 era significativamente maior do que nos
controlos. A observacao de maior ocorréncia de eventos tromboembdlicos em individuos de
grupo nao-0, sobretudo do grupo A, esta patente noutras patologias, como a COVID ou a
drepanocitose (55,56). Noutro estudo, Tirado e colaboradores (57), concluiram também que a
frequéncia do grupo O era mais elevada nos controlos do que nos doentes com TEV, enquanto,
que afrequéncia do grupo A era mais elevada em doentes com TEV do que nos controlos. Feliz
J.M. e colaboradores (30), concluiram que individuos do grupo sanguineo nao-0 tém um risco
de desenvolver TEV 2 vezes superior em relacao aos individuos do grupo O. Num outro estudo
efetuado em Italia por Spiezia L et al, os autores observaram que individuos do grupo
sanguineo nao-0 apresentavam um risco 2,2 vezes superior de desenvolver TVP,
comparando com individuos do grupo O (53).

Neste estudo nao foi possivel determinar o grupo sanguineo em todos os doentes,
contudo, no grupo de doentes com TEV cujo grupo sanguineo era conhecido, a percentagem
de grupo sanguineo nao-0 foi de 83,3%, e a de grupo 0, 16,7%.

No grupo do controlo a percentagem do grupo sanguineo nao-0 foi de 33,3%,
comparado com o grupo O que tem 66,7%. Os grupos sanguineos obtidos no grupo - controlo
sao aleatdrios, pois a dadiva de sangue em Portugal é voluntaria, anénima e nao remunerada.
As pessoas efetuam a sua dadiva por motivos solidarios, sem qualquer referéncia ao seu
grupo sanguineo. Durante o periodo do estudo a maioria dos dadores que recorreram ao Banco
de Sangue foram do grupo O, sendo o grupo mais representado na amostra controlo. Para além
desta situacao, alguns dadores do grupo nao - O foram excluidos, por nao cumprirem o0s
critérios de inclusao.

Relativamente aos valores médios de FvW/FVIII, observou-se que tanto no grupo de
doentes, como de controlos, os niveis sao mais elevados no grupo sanguineo nao-0,
relativamente ao grupo sanguineo O. Estes resultados sao corroborados por varios estudos
(28,30,53)

Este estudo tem algumas limitacdes relevantes, a saber: 1) amostragem do estudo é
pequena, nao permitindo ilacdes robustas sobre o tema abordado; 2) a colheita de amostras

de sangue venoso nao foi realizada no mesmo tempo para todos os individuos, nem o timing
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da colheita do estudo ap6s a trombose foiigual em todos — foi definido como critério limitante
a colheita fora do evento agudo (tendo havido doentes estudados em diversos intervalos
temporais apds a fase aguda), fator que pode ter introduzido variabilidade nos valores
observados de FVIIl e FvW, apesar de diferentes autores reportarem que os niveis de FVIll e
FvW mantém-se estdveis ao longo dos anos apds um evento trombdtico venoso (47); 3) o
FVIIl e FvW sao proteinas de fase aguda e pelo facto de nao terem sido colhidos marcadores
inflamatadrios simultaneamente, nao podemos excluir outra causa inflamatdria, para além do
evento trombético.

Nesta perspetiva, e dado que em Portugal nao existem muitos estudos sobre este
tema, seria importante futuramente realizar um outro estudo, com um periodo temporal mais
alargado, para aumentar o tamanho da amostra, e fazer também o follow-up dos doentes, de
forma avaliar a variabilidade dos valores de FVIIl e FvW com o aumento da idade. Nesse
estudo incluir-se-iam também a avaliacao dos marcadores inflamatdrios, nomeadamente D-
Dimeros e Proteina C Reativa, para excluir outra causa inflamatdria. Seria também relevante

analisar associacao dos grupos sanguineos com o risco de TEV.
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6. Conclusao

Neste estudo, foi avaliado o papel do FVIIl e FvW no evento tromhético venoso.
Através dos resultados obtidos observdamos que existe uma forte associacao entre niveis
elevados de FVIIl e FvW e o TEV, sugerindo que poderao ser fatores de risco de ocorréncia de
um evento trombdtico venoso, tal como preconizado noutros estudos.

Assim, parece-nos importante a inclusao dos doseamentos de FVIIl e FvW no estudo
pro-trombdtico do TEV de etiologia indeterminada.

Por outro lado, para melhor sustentar alguns resultados obtidos serd importante a
realizacao de estudos do tipo caso-controlo com um tamanho amostral que permita estimar a
associacao entre exposicao e o risco de desenvolver um evento trombético (estimativa do

risco relativo — Odds Ratio), a qual permitird avaliar o papel do FVIIl e FvW no TEV.
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Anexo 1- Documentos da autorizacao da Comissao de ética CHUSJ

SAO JOAO

DELIBERACAO DO CONSELHO DE ADMINISTRAGAD

Apds apreciacao e pareceres favoraveis da Comissao de Etica e do Centro de
Epidemiologia Hospitalar, considerando que se encontram reunidos os requisitos
e demais trdmites previstos no circuito para submiss3o de projetos de investigagao
no Centro Hospitalar Universitario de S. joao e em canformidade com as disposicoes
legais em vigar, o Conselho de Administracdo - ao abrigo das competéncias
previstas no Artigo 71.° dos Estatutos dos hospitais, centras hospitalares, institutos
portugueses de ancologia e unidades locais de salde, aprovados pelo Decreto-Lei
n.9 522022, de 4 de agosta - delibera:

1. Aprovar a realizacio do projeto de investigag3o:
= “Papel do FVIIl e FvW no Evento Trombdtico™.
= Servigo(s) onde decorrerd o projeto de investigag3o: Imunchemoterapia,
+ Investigador(a) principal: Cl3udia Raquel Oliveira Ferreira.
2. Remeta-se a Comissdo de Etica para os procedimentos adequados e demais

tramites convenientes.

( CONSELKD DE ADMIX STRACAD DO CENTRO HOSHTALAR LNVEASITARIO DE §. 083, 05§ » REUNIAD OF 15 TF IANEIRD DE 2003 W

Precdons do Conehe de Admingvacio

Diretar Oirico

3 Comissaa de Etica
) Centro d2 Epidemiologia Haspitalar
3 Diregao Oirica

3 CE53487202

MEC-INDY1Y-1
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P da Comissfo da [
ntro Hospitalar Uni itario de 540 Jodo / yldade de Medicin iversidade do Pa

Frojeto de investigagio: “Papel do FVIIl & FvW no Evento Trombético”
Promotor: Ndo aplicdvel.

Pertinéncia do estudo

Trala-se de um estudo realizada no 2mbite do Mestrada em Anslisas Clinicas & Saiude Publica
da Escola Superior de Saude do PP, sob crientagho da Dra, Lidia Costa, observacional, sem
intervengde, que tem como objetivos: estudar o papel do FVI & FvW em pessocas que
sofreram um evento trombético ha mais de 3 meses

O estudo & pertinente e adequade, porquanto, como afima a Investigadora: “A recente
literatura tem sugerdo gque & presenga de altos valores de FVIIl e FWW no plasma de pacientes
gue tweram evento frombético venoso representa um grande fator de risco. O chjetive do
projeto & verificar se os fatores de coagulagda: FVIIl e FvW estio associados ao risco
trombdtics, em pacientas que tiveram evento trombdtico venoso hé mais de 3 mesas sem
qualguer fator de risco conhecido. Caso s2 verifigue a associacao, pode concluir-se que o FYIN
& a FvWW s80 uma boa ferramenta para seram incluidos nos estudos pro trombdticos,”

A populagdo em estudo incluird pacientes gque sofreram um evento trombatico venoso hé mais
de 3 meses (da consulta de Trombofilia @ Dadiva de Sangue do CHUSJ), sem fator de risco
conhecido adquirido ou hereditaria; o grupo-confrolo incluird dadores de sangue, com idade
compreendida entre os 18 & os 50 anos. "0 ndmero de casos usados na amostragem & apenas
© necessario para a validagio do estudo”

Os dados do estudo gerdo recolhidos de forma anonimizada a partir dos processes clinicos de
cada doente. Todos os procedimentos serfo os que habitualmente ze realizam nos doentes
incluidos neste estude & ndo haverd deslocagbes adicionals ou especificas relacionadas com
oz objetivos do estudo,

O estudo & pertinente, importante & estd muito bem fundamentads,

0 estudo durara até 31/8/2023 & nao tem encargos financeiros para o CHUS..

O protocolo de estudn, of criténos de inclusdo & de exclusdo estio suficientemente detalhados
& nao levantam quaisquer questiss do foro &tico.

A Investigadora Principal, Claudia Ragquel Oliveira Ferreira, Técnica Superior de Diagnostico e
Terapeutica no Servico de Imunohemoterapia do CHUS., dispde das competéncias técnica e
cientifica para a realizagao do estudo.

O estudo sera realizado no Servigo de Imunohemoterapia do Centro Hospitalar de 5. Jodo,
EFE & dispde da autorizagio para a sua realizagdo pela sua Direfora, Dra. Maria do Camo
Koch, O Sanvige proponente dispde das condigbes necessanas para a realizagio do estudo.

Beneficio/Risco
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Tratando-sa de um estude gue ndo altera a pratica clinica habitual, néo requer exames
complementares adicionais, nem afectara o trataments, ndo implica por iSso qualsguer rscos
ou incémodas ao doente.

Nio haverd nenhuma deslocagao adicional do doente para realizar pracedimentos especificos
do esudo,

Respeito pela liberdade e autonomia do sujeito do ensaio

A folha de informacao submetida 4 CES contém toda a informagaa relevante relacionada com o
fipo de estudo proposto.

A gratuitidade do sujeito do ensaio em participar no estudo & igualmente garantida.

Estac consignados os direitos e referenciadas as {néic) consequéncias para o sujeito do estudo
em néo participar e, uma vez dade o seu consentimento, 1er a possibilidade de exercer o dirsito
de nao continuar no estudo sem que dal resulte qualguer modificagac dos cuidados midicos a
prestar.

Confidencialidade dos dados
A confidencialidade e privacidade dos dados sio garantidas.

Indemnizagio por danos
M&o aplicavel.

Continuaglo do tratamento
Méo aplicavel.

Propriedade dos dados
MNao aplicavel,

Conclusio
Em face da andlise do protocalo de *Papel do FVIIl @ FWW no Evento Trombitico™, propanho a
sua aprovagdo pela CE do CHUSJFMUP.

Porto, 16 de dezembyo de 2 ’

022
=2 L7 o /,{
O Relator )
/Dfﬁ Manuel Vaz Silval fj}
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Tftulﬂ dn Prujetﬂ Papel do Pl e do FoW na Evento Trombdtica

EMCARREGADO DE PROTECAD DE DADOS (EPD)
CENTRO HOSPITALAR UNIVERSITARIO DE 5. JOAO, EPE
Poulo Alevandre Moda da Sika

Encarregada da Progecds de Dados do CHUS)

epd@chs| min-saide 1

SAO ]OAO Beft CES CHUISI: 348 / 2022

Respansavel pelo tratamente|Claudia Raguel Oliveira Ferraira
Institvicio (Centro Hospitalar Universitario 530 Jo3o (CHUSS)
Escoda Superior De Sadde da Palitécnice do Porto |ESS-PP)
inwﬂigaunr Ewtermo
Contacto talefénico | 913767720 Endereco Elactranico | w01 7885
Frofissional de LigarSoNao aplicdvel
Amostral|30 Pacientes e 30 Dadores

Andlise de Rismf Tolerdvel Baixg Muito Elevado

Parecer do EPD: Data:  09,/01/7073

chsj. min-saude_pt

Finalidade: verificar se os fatores de coagulacBo: FVIll & FuW estiio associados ao risco trombético, em pacientes que tiveram
evento trombotico vencso hd mais de 3 meses sem gualguer fator de risco conhecide. Caso se verifigue a associacio, pode
concluir-se que a FVIlla o FyW s5o uma boa ferraments para seram incluidas nes estudos pré trombeticos.,

Licitude: fundamanto previsto no artigo 6{1)(a) e 9(2)(a) do RGPD |daderes)

Licitude: fundamento previste no artigo 9(2)()), com as garantias do 89{1) do RGPD, & artige 31(1) da LERGPD |pacientes)

Categorias de dados pessoais: varidveis identificadas com detalhe na AIPD, datada de 04/01/2023, ponto 13, tendo presente o
principio da minimizagio dos dados.

Conservecdo: o5 dades serfo alvo de pseudonimizaglio, armarenados em local seguro, em drea restrita com acesso limitado 2o
Investigadar Principal, com acesso a ficheiros protegido por palavea-passe, efetusndo-se a conservacio até a conclusio da
investigagdo, gue se estima ser até 30 de setembro de 2023. 0s dados recolhidos serdo destruidos agds a finalizacio da estudo.
Comunicacia de Dados: n3o ha partilha de¢ dados pessoais,

Face ao exposto, ¢ observadas as recomendages, entende-se que a presents AIPD apresenta o elementos necessarios para

FLEEgurdr gue o tratamento é realizade em conformidade com o RGPD.

Recomendacdes:

et

]

Jempre que o consentimente de titulér fer o fundamento de legitimidade adequade para o tratamento de dados, dever-se-4
AsSEEUrEr gue o mesmao & vélido nas condigbes legalmente exigiveis: umao manifestapdo de vantade livee, especifica, infarmodo e
ingquivecs . Meste contexto, o consentimento deverd ser objeto de reflexio por parte do participante fora do ambiente
haspitalar, devendo pare tal, existic a possibilidade de 0 mesmo remeter o consentimento por correio em envelope RSF.
Feforgar as medidas de seguranga previstas para a conservag3o dos documentes erm farmate de papel que impegam o acesso &

" informagi0 3 pessoas nio auterizadas, bem como 0 seU MEnUsEaments indevido;

Garantir madidas de seguranga adicionais no transporte dos dados com recurso a dispositivos electronicos de armazenamenta
(Laptop, Msco Exterma), nomeadamente através de medidas de cifragem e autenticacdo;

Garantir as madidas técnicas e organizativas para assegurar que o acesso ao sisterma de informagio ¢ efetuado apenas por
utilizadores devidamente autorizados, em razio da necessidade de conhecer ¢ da segregacSo de funcBes [privilégios de acesso
por funco).

Em caso de necessidade de extensdo de prazo ¢fou de qualquer alteragBo dos pressupostos atinentes 30 presente parecer o

" Investigadar Principal deverd selicitar a reapreciacio do projeta de investigacio junto do EPD.

lge2
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Rewisdo AIPD:

D Data da proxima revisdo: ___/___ [

Anemos:

(1L IR TR PR

Processa CES n 8 3483022

Parecar CES {16712/ 2022

AP 04/01/2023)

Cormentimesio Informado e Infarmagda ao Fartidpans

. Protocolo de Investigacsa

E}Hin carece di revisio.

Enoanmigaio de Frofepdo de Dodas

Assirnadn por: PAULD ALEXANDRE MOTA DA
SILVA

Data: 20230109 14:52 06+ 0000

Le<alizagsa: CHUS)

E CARTAD DE CiDADAD
[ N

2dei
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Anexo 2 - Consentimento informado ao participante no estudo

\L CONSENTIMENTO INFORMADO ESCLARECIDO ELIVEE J’
Ay PARA INVESTIGACAO CLINICA

Considerandna Tecarmco te Helsinquia®da A seociacin Midio
,t Mzl (Hiaksinmia 1864 Fquio 157 5 Venaza 1960 Hong Fong 1965 —
N Somersat West 1996, Edtmberpn 2000, Saoul 2006, Fortaleens 211 5) PPORTO [

SAQ JOAO

fDe:i.gru.ﬁndnEntudﬂMﬂfgmhIampmwgdsj
Papel do FVIll e do FvW no Evento Trombético

Confirmo que explijueioo participante/ representante legal, de formaodequadae compreensivel, a investigagto
referida, os benefidos, 0s riscos e possiveiscomplicagiesassociados d suarealisogio

Informacio escrita em anexo: |:| Nio |X| Sim  (N°depdginas 2 )

Qinwe stigador regponedvel
Nome: Claudia Raquel Oliveira Ferreira Data- 02 [ 12 [f2022
[rTm—— Eerr—
5 S

-
Morme:

BLFCCHD:

Participante [ Representante legal

-Compreendi a explicacdo que me foi facultada acerca do estudo que se tenciona realizar: os objetivos, os métodos
0s beneficios previstos, os riscos potenciais e o eventual desconforto.

-Solicitei todas as informacgtes de que necessitel sabendo que o esclarecimento & fundamental para uma boa decisio.
-Fui informado da possibilidade de livremente recusar ou abandonar a todo o tempo a participaco no estudo, sem
que isso possa ter como efeito qualquer prejuizo na assisténcia que me & prestada

-Declaro néo ter sido inclaido em nenbuom outro projeto de investigacio nos dltimos trés meses.

-Concordo com a participacdo neste estudn de acordo com os esclarecimentos que me foram prestados, como cons-
taneste documento, do qual me fol entregue uma cdpia

Data: / /

cgidladaia

Mome Puig/Re presentante legal e aplicdvel
BIf CCn™ Grau de parentesco:

rET——

Data_ f [

cgidladaia

£ M CESIMI04 -
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Anexo 3 — Texto informativo acerca do estudo

Projeto: Papel do FVIIl e FYW no Evento
Trombdtico Venoso

Investigadora: Cldudia Raquel Oliveira Ferreira
Técnica Superior de Diagndstico e Terapéutica — Andlises Clinicas e de Satide Publica,
Servico de Imunohemoterapia do Centro Hospitalar Universitario de Sao Joao

Contato:U017885@chsj.min-saude.pt

0 Tromboembolismo Venoso (TEV) é uma doenca caudada

pela formacao de codgulos e posterior trombose nas veias

i
A

(um tipo de vasos sanguineos). Podem ocorrer Tromboses
Venosas Profundas (TVP) e/ou Embolias Pulmonares

(TEP). Estima-se que aincidéncia anual de casos de TEV na

populacao Europeia seja cerca de 104 a 183 casos por
100 000 habhitantes, sendo considerada a terceira doenca
cardiovascular mais frequente.

Os fatores de risco associados ao TEV sao classificados como genéticos e adquiridos, e
representam cerca de 50 — 60% dos casos reportados. No entanto, existe uma percentagem
de casos de TEV em que a sua causa é desconhecida, nao se observando a presenca destes
fatores de risco.

A literatura mais recente tem sugerido que a presenca de valores elevados de Fator VIl da
coagulacao (FVII) e Fator de von Willebrand (FYW) no plasma de doentes que sofreram um
evento trombdtico venoso pode representar um fator de risco.

O FVIIl e o FYW sao fatores de coagulacao que desempenham um papel importante na
formacao do codgulo sanguineo. Um desequilibrio neste processo pode levar a formacao

excessiva de coagulos e culminar em TEV.
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Como conclusao do Mestrado em Analises Clinicas e de Saudde Publica, é proposto efetuar um
estudo caso-controlo, que vai estudar a associacao entre os FVIIl e FvW e os doentes que

sofreramum TEV.
. ~ - L. Caso Controlo
Para a realizacao desse estudo sao necessarios

2 grupos populacionais distintos: Doentes que

sofreram o evento trombdtico e os Dadores de Doentes Dadores de
Sangue

Sangue (representam a populacao sauddvel). —T ‘_’_,

( ) ( Al
( 1\ ( 1\
Sofreram TEV Representam

ha mais de 3 a populagdo

U meses | saudavel

Participacao no estudo:

e Dadores de sangue que representam a populagdo N
saudavel; V. &

e Participacao € confidencial e voluntaria, podendo a N
qualquer momento desistir da participacao no estudo *
(envio do pedido de retirada do consentimento para o contato da investigadora);

e Durante a dadiva ird ser colhida uma amostra de sangue num tubo de citrato (2,7 mL),
na qual irao ser doseados os FVIil e FvW;

e Nao tem qualquer impacto no pré e pds dadiva, nem no estado geral do dador;

e Os valores obtidos do doseamento dos 2 fatores irao ser comparados com os valores
dos doentes que tiverem um evento trombdatico;

e Osdados irao ser conservados pelo prazo de 2 anos.

Este estudo foi aprovado pelo Comissao de Etica do Centro Hospitalar

Universitdrio de Sao Joao/ FMUP.

Caso tenha dividas sobre a forma como os seus dados pessoais sao tratados, para saber mais sobre 0s seus
direitos no ambito da protecao de dados, pode entrar em contacto com o Encarregado de Protecao de Dados do
CHUSI através do endereco de email: epd@chsj.min-saude.pt.

Caso considere que os seus dados nao estao a ser objeto de tratamento legitimo, pode, a todo o0 momento,
apresentar uma reclamacao junto da autoridade competente, a Comissao Nacional de Protecao de

Dados (www.cnpd.pt)
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Anexo 4 - Principio dos métodos coagulométrico e imunoturbidimétrico

0 método coagulométrico baseia-se na formacao do codgulo de fibrina apds adicao de um
ativador da fase de contato da coagulacao e da cefalina, como alternativa aos fosfolipidos da
membrana plaquetdria. No doseamento do FVIII, a amostra em estudo é adicionado um
plasma com défice deste fator, sendo determinado o aPTT em segundos. O resultado é
interpretado utilizando uma curva de referéncia obtida com curvas de calibracao (diluices de

plasma-padrao) [Figura 28] (58).

NN

WUy UUUU

plasma de plasma de
referencia prueba
(diluido) diluido)

) (
plasma con
+ deficiencia de +
un factor

aPTT

@
-
PTT (seguny j

Tiempo de coagulacién al

Actividad (IU/dL) (escala logaritmica)

Figura 28: Método coagulométrico para o doseamento do FVIII. Adaptado de Coagulation assays (59).

O método imunoturhidimétrico utiliza particulas de poliestireno dotadas de anticorpos anti-
analito em estudo [neste caso o antigénio do FvW (FvW:Ag)], que, ao serem misturadas com a
amostra, vao ligar-se ao antigénio através de ligacoes covalentes. Esta aglutinacao é
quantificada de modo turbidimétrico pelo aumento da turbidez, que é diretamente

proporcional ao nivel de antigénio da amostra (60).
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