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1.1 Tromboembolismo venoso

O tromboembolismo venoso (TEV) € a terceira sindrome cardiovascular aguda
mais frequente no mundo, atras do infarto do miocardio e do acidente vascular
cerebral. O TEV compreende duas condicfes frequentes, a trombose venosa
profunda (TVP) e a embolia pulmonar (EP). A TVP caracteriza-se pela formacéo de
trombos no sistema venoso profundo e acomete os membros inferiores em 80 a 95%
dos casos, sendo que as principais complicacdes associadas a essa doenca séo a EP
e a insuficiéncia venosa croénica/sindrome poés-tromboética (SPT). Segundo dados
apresentados por Maffei (2002), a incidéncia estimada no Brasil para a TVP é de 0,6
casos por 1.000 habitantes/ano. Em estudos epidemioldgicos, globais as taxas de
incidéncia anual de EP variam de 39 a 115 por 100.000 habitantes; e de TVP de 53 a
162 por 100.000 habitantes (D,

Estima-se que dos pacientes que sobrevivem apds um episaddio inicial de TEV
30% apresentardo um evento recorrente em 10 anos e até 50% podem desenvolver
SPT @, Além disso, cerca de 5% a 15% das pessoas com TVP n&o tratada podem
morrer de EP ©).

O diagnéstico de TVP é feito pelo EcoDoppler colorido com compressao. A
deteccéo de niveis alterados de dimero D, embora seja altamente sensivel, ndo possui
a especificidade necesséria para a sua confirmacao, resultando na necessidade de
estudos adicionais quando o ultrassom néo esta disponivel, enquanto valores normais
exibem alto valor preditivo negativo para a afastar a TVP @,

Os quatro preditores mais importantes para recorréncia de TVP confirmados

em estudos observacionais sdo: TVP nao provocada, sexo masculino, dimero D (DD)
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13

e fator VIII elevados. Além disso, condi¢Bes inflamatérias sdo associadas a TEV

recorrente ®,

1.2 Tromboembolismo venoso provocado e ndo provocado

A TVP é classificada em ndo provocada ou provocada. A TVP provocada
resulta de um fator de risco ambiental (ou adquirido) que pode ser transitorio ou
persistente. A TVP ndo provocada ocorre sem quaisquer fatores de risco
provocadores identificaveis 7). Além disso, a TVP pode ser classificada em proximal,
aquela localizada nas veias poplitea, femorais, iliacas em membros inferiores e
subclavia, axilar e braquial em membros superiores i incluindo também a extenséo
para a veia braquiocefalica, veia cava superior e veia jugular interna. A TVP distal se
restringe as veias da panturrilha (veias fibulares, tibiais posteriores, tibiais anteriores
e musculares) e veias radiais e ulnares em membros superiores ®. Por implicacdes
no risco de recorréncia e no tempo de tratamento, muitas vezes € importante
categorizar os episodios de TEV ©). Foi demonstrado que pacientes com EP ndo
provocada apresentam maiores indices de escore de Wells e maior carga trombatica
em comparacdo com EP provocada (. Outro estudo evidenciou que um primeiro
episédio de TVP isolada ndo provocada tém 2,1 vezes mais probabilidade de
apresentar um episodio de TEV recorrente do que um primeiro episédio de EP isolada
ndo provocada ©).

Se a trombose foi provocada por um importante fator de risco transitério, como
uma cirurgia recente, h4 um risco muito baixo de recorréncia apés a interrupcao da

terapia 9. No outro extremo, se a trombose foi provocada por um fator de risco

persistente e progressivo, como 0 cancer metastatico, existe um alto risco de

Introducao
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recorréncia apds a interrupcdo da terapia 12, Pacientes sem um importante fator de
risco provocador transitorio ou persistente para trombose, que sdo frequentemente
referidos como tendo TEV né&o provocado, tém um risco intermediario de recorréncia
apos a interrupcéo da terapia (10:13),

O Registro Global de Anticoagulantes i Eventos Tromboembolicos Venosos
(GARFIELD-VTE) estudou 10.684 pacientes com TEV diagnosticado objetivamente
em 415 locais em 28 paises. Para a andlise sobre tromboembolismo provocado versus
nao provocado, 10.207 pacientes (93,9%) foram elegiveis. Um total de 1.026 (10,1%)
apresentaram fator de risco provocador persistente, 3.134 (30,7%) apresentavam fator
de risco provocador transitorio e 6.047 (59,2%) apresentavam TEV ndo provocado.
Pacientes com fatores provocadores transitorios eram mais jovens que pacientes com
cancer ativo ou TEV nao provocado (53,0 = 18,1 anos, 63,6 £ 13,4 anos e 60,3 £ 16,1
anos, respectivamente) e mais frequentemente mulheres (61,2%, 51,7% e 43,0%)
respectivamente. A TVP distal de membros inferiores foi mais frequente em pacientes
com fatores provocadores transitorios (39,7%) e TEV nao provocado (33,2%) do que
naqueles com cancer ativo (28,8%). Apds 3 meses, 79,7% dos pacientes com fatores
de risco provocadores transitorios permaneceram em terapia anticoagulante, em
comparacao com 86,3% daqueles com TEV nao provocado e 66,7% dos pacientes
com cancer ativo. Aos 6 meses, isto diminuiu para 59,1% e 71,3% para pacientes com
fatores de risco provocadores transitorios e TEV ndo provocado, respectivamente (14,

A Tabela 1 apresenta os critérios de definicdo para TVP provocada e nao
provocada seguindo as recomendacOes publicadas em 2016 pela Sociedade

Internacional de Trombose e Hemostasia (ISTH) ©).
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TABELA 11 Definicdes de TEV provocado e ndo provocado ©

58STAYyAepSa RS a¢9+ LINP@2O0OFR2 1L
LINE @2 OF R2 LR NI FIG2NJ RS NAxRaodz |

TEV PROVOCADO POR UM FATOR DE RISCO TRANSITOR

Um fator de risco é considerado importargaando estéassociado com:

1. Metade do risco de TEV recorrente ap0s interrupgédo da teri
anticoagulante (em comparac@mm a auséncia diator de risco
transitorio), quando o fator de risco ocorreu até 3 meses antes
TEV.

2. Aumento superior a 10 vezes no risco de um primeiro TEV.

Exemplo: cirurgia com anestesia geral por mais de 30min, mgaci
confinado a cama de hospital (aperiasantapara ir ao banheiro) por pel
menos 3 dias com uma doenca aguda, cesarea.

Fator de risco transitério menor (mas importante) durante os 2 meses
antes do diagnéstico de TEV.

'Y FFGE2NJ RS NRaO2 $rdodoysiraddobedklar 2
associado com:

1. Metade do risco de TEV recorrente apés interrupgdo da terapi
anticoagulante (em comparacao carauséncia déator de risco
transitorio), quando o fator de risco ocorreu até 2 meses antes
TEV

2. Aumento de 3 a 10 vezes no risco de ter pnimeiro episddio de
TEV

Exemplo: cirurgia com anestesia geral por menos de 30min, intern
hospitalar por menos de 3 dig®r doenca aguda, terapia com estrogéni
gravidez ou puerpério, paciente confinado ao leito fora do hospital por |
menos 2 dias com doenca aguda, lesdo na perna associada a mobi
reduzida durante pelo menos 3 dias

TEV PROVOCADO POR UM FATOR DE RISCO PERSISTEN

Céancer ativo
Cancer é considerado ativo se alguma das seguintes situacdes se aplit
1. Na&o recebeudratamento potencialmente curativo
2. Haevidénciagle que o tratamento néo foi curativo (recorréncia
progressao)
3. Tratamento em andamento

Condicao ndo maligna em curso associada a pelo menos 2 vezes o ris
TEV recorrente apos interrupgéo da terapia anticoagulante.
EX: doenca inflamatéria intestinal

TEV NAO PROVOCADO

Considerado quando ndo se identificanmum fator de risco provocado
(transitério ou persistente)Os pacientes devem ser identificadoesmo
tendo TEV ndo provocado se n@oeencherem os critérios para TE
provocado por um fator de risco transitério ou persistente descrito acim

Introducgao



16

A definicdo de TEV nédo provocado e provocado € ainda desafiadora pelo fato
de existir uma grande zona cinzenta para a qual ndo é possivel uma categorizacao
precisa. Muitos pacientes com TEV apresentam multiplos fatores provocadores
persistentes (predisponentes) e transitorios e esses fatores apresentam grandes
diferencas no risco de recorréncia. Um estudo mostrou que pacientes com TEV
provocado por fatores de risco menores, persistentes ou transitérios apresentam um
risco substancial de recorréncia e, como aqueles com TEV ndo provocado,
provavelmente se beneficiardo de anticoagulacdo prolongada (9. As dltimas
orientacdes emitidas pela Sociedade Europeia de Cardiologia (ESC), sugerem que 0s
pacientes com TEV de etiologia desconhecida e aqueles com fatores de risco
transitorios menores correm um risco equivalente de recorréncia a longo prazo (3%i
8% ao ano) 14,

A classificacdo do TEV em ndo provocado e provocado por fatores externos
tém implicacdes progndsticas e estratégias terapéuticas distintas.

A incerteza sobre a duracao ideal do tratamento para a prevencéo secundaria
do TEV persiste, requerendo um delicado equilibrio entre o risco de recorréncia e
outros desfechos, notadamente o risco de sangramento. A complexidade do cenario
clinico do TEV é acentuada pela recomendacao de anticoagulacdo prolongada néo
apenas para o TEV nao provocado, mas também para casos provocados transitorios
menores.

Recentemente a inflamagdo transitéria foi apresentada como um fator
provocador de TEV. Embora n&o atinja a mesma magnitude que fatores provocadores
classicos, como cirurgia e estrogénios, a presenca de inflamacgé&o ainda eleva o risco
de recorréncia do TEV nao provocado. Ressalta-se a necessidade de otimizar

modelos de previsao existentes, destacando a importancia potencial da inflamacao

Introducgéo
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transitoria em pacientes com baixo risco inicial de recorréncia, como mulheres jovens
sem comorbidades. Apesar dessas descobertas, a inflamacao transitoria ainda néo é
levada em consideracdo na pratica clinica padrdo, instigando a continuidade da
pesquisa para aprimorar as estratégias de avaliacdo de risco e terapéutica
personalizada para pacientes com TEV (16),

A duragdo do tratamento para TEV varia de acordo com o fator de ser
provocado ou nao. As diretrizes ha muito aconselham um periodo de tratamento de 3
meses para TEV provocado por um fator de risco reversivel ou uma primeira TVP
distal isolada ndo provocada, dado ao baixo risco de recorréncia (1718, Em contraste,
recomenda-se que pacientes com TVP ou EP proximal ndo provocada sejam
submetidos a terapia anticoagulante prolongada ou de duracéo indefinida devido ao
risco aumentado de recorréncias ?19. Apesar da influéncia dessa classificacdo nas
decisdes clinicas, elas ainda dependem principalmente da coleta precisa da historia
do paciente e € suscetivel a vieses de memoria e informacao.

Embora as diretrizes atuais do American College of Chest Physicians (ACCP)
preconizem tratamento anticoagulante por 3 meses em casos de TEV causado por
fatores transitorios, a pratica clinica diverge dessa recomendacdo. Resultados do
GARFIELD-VTE e do Registro Informatizado de Pacientes com Tromboembolismo
Venoso (RIETE) revelam que quase 40% dos pacientes com fatores provocadores
transitérios permanecem em anticoagulacao apds 12 meses. Essa tendéncia persiste
mesmo ao analisar fatores transitorios maiores e menores separadamente, com
minimas diferencas na proporcdo de pacientes que continuam a terapia
anticoagulante ao longo de 12 meses. Essa pratica reflete a preocupagéo continua
com a recorréncia do TEV em comparacdo com eventos hemorragicos mais graves.

A identificacdo de pacientes que nao se beneficiardo da terapia anticoagulante a longo

Introducgéo
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prazo torna-se crucial, especialmente para aqueles com fatores de risco transitorios
anteriormente ndo reconhecidos.

As diretrizes da Sociedade Europeia de Cardiologia (ESC) de 2019 sugerem
gue os médicos abandonem a dicotomizacao simplista do TEV em provocado e ndo
provocado, preferindo uma avaliacdo mais individualizada com base nos fatores de
risco do paciente. Essa abordagem € apoiada por dados do GARFIELD-VTE, que
reforcam a necessidade de considerar fatores especificos de cada paciente ao estimar

a probabilidade de recorréncia do TEV apo0s a interrupcdo da anticoagulagéao.

1.3 Biomarcadores

A relacdo entre marcadores inflamatorios e trombose € complexa e
multifacetada.

A TVP aguda é tipicamente associada a uma classica resposta inflamatoria
(vermelhiddo, calor, inchaco, dor, perda de fungdo) que pode se manifestar
clinicamente na maioria dos pacientes 9,

A inflamacdo pode afetar o equilibrio entre os fatores pré-coagulantes e
anticoagulantes no organismo. Muitos dos componentes da cascata de coagulacdo
estdo interligados com vias inflamatérias e podem ser ativados ou regulados por
citocinas e outras moléculas de fase aguda, como a proteina C reativa (PCR), que €
um marcador inflamatério amplamente estudado 9,

Sabe-se que a inflamacéao cronica pode contribuir para a formacéao de coagulos,
especialmente quando combinada com outros fatores de risco, como obesidade,

tabagismo, diabetes e doencas cardiovasculares. A inflamacéo crénica leva a uma
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disfuncdo endotelial, que pode predispor a formacéo de coagulos, e risco elevado de
TEV em condi¢des como doenca inflamatdria intestinal, COVID-19 e sepse @Y.

O trabalho de von Bruhl et al. demonstrou que o0s estagios iniciais da
patogénese do TEV sé&o incitados pela inflamagdo endotelial que facilita o
recrutamento subsequente de plaquetas e leucdcitos T predominantemente
neutrdfilos e mondcitos 2. Esses eventos culminam na ativacéo de células recrutadas
e em Ultima analise, conspiram na formacdo de armadilhas extracelulares de
neutréfilos (NETs) 3. A formacgdo de NETs desencadeia a formacao de fibrina por
meio da ativacao da via de contato da coagulacdo, enquanto os mondcitos portadores
do fator tissular (TF) iniciam a via de coagulacédo extrinseca (??. Essas descobertas
demonstram a ligacdo intrinseca entre os sistemas imunolégico e de coagulacao,
introduzindo o conce®to de fAi munotrombose

O termo 'imunotrombose’ refere-se a uma resposta imune inata desencadeada
pela formacdo de trombos no interior dos vasos sanguineos, especialmente nos
microvasos. Esta resposta é mediada por células imunes e moléculas especificas
relacionadas a trombose, desencadeando uma cascata intravascular que facilita o
reconhecimento, contencdo e destruicdo de patdgenos, protegendo assim a
integridade do hospedeiro sem causar grandes danos colaterais. No entanto, se ndo
for controlada, € um importante processo bioldgico que promove as patologias
associadas a trombose @4,

Considerando a morbidade e mortalidade significativas associadas ao
tromboembolismo venoso, um diagndstico preciso e precoce auxilia no prognostico e
no tratamento adequado. A identificacéo de marcadores moleculares pode auxiliar ndo

apenas no diagnéstico, mas também direcionar a duracdo do tratamento
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anticoagulante e prever a atividade biol6gica do trombo para manejo de pacientes com
alto risco de recorréncia e que podem se beneficiar da anticoagulagdo estendida (25,

Levando em consideracdo 0 exposto, esta pesquisa, propfe a analise
comparativa dos niveis séricos de biomarcadores em pacientes com trombose venosa
profunda provocada e ndo provocada.

Esses sdo os marcadores moleculares revisados aqui:

1.3.1 D-dimero

D-dimero (DD) € um produto soltvel da degradacéo da fibrina que resulta da
guebra de trombos pelo sistema fibrinolitico, € um marcador da ativacdo da
coagulacao e da fibrinGlise e tem papel na previsao do risco de recorréncia de TEV e
da duracdo da terapia anticoagulante 26),

Em casos de um primeiro episédio ndo provocado de TEV, testes repetidos de
DD, realizados trés meses apo0s a interrup¢do do tratamento anticoagulante, podem
identificar uma subpopulacdo de pacientes com risco reduzido de recorréncia. Essa
descoberta pode ter implicacdes na duracdo da anticoagulagdo ", Niveis elevados
de DD indicam estados de hipercoagulabilidade e estdo associados a um maior risco
de recorréncia de TEV (28.29),

Para pacientes com EP aguda, a presenca de niveis elevados de DD esta
correlacionada com maior mortalidade em curto prazo (dentro de 30 dias) e aos trés
meses subsequentes %, Esses resultados sugerem que o teste de DD pode ter
potencial para estratificacdo de risco nesse contexto clinico. A combinacdo de um
nivel de DD inferior a 500 ng/ml com um escore de Wells inferior a 2 demonstrou um

valor preditivo negativo de 100% para TEV.
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Contudo, é fundamental reconhecer as limitacdes desse teste. Ele pode ser
elevado em diversas situacfes clinicas, como doenca hepatica, gravidez, trauma
recente, cirurgia, cancer, sangramento intenso e multiplas lesées traumaticas. Além
disso, a falta de padronizacéo clinica e a ndo especificidade desse indice também
deve ser consideradas Y. Consequentemente, seu uso como guia para testes
diagnésticos de TVP em pacientes criticamente enfermos € desaconselhado, uma vez

gue ndo demonstra utilidade nesse cenario (235,

1.3.2 Fator de von Willebrand

O fator de von Willebrand (FYW) é uma molécula produzida tanto pelas células
endoteliais quanto pelos megacariécitos, sendo armazenado nos granulos alfa das
plaquetas circulantes. Ele desempenha um papel de destaque como um dos principais
reguladores da hemostasia e da formacéo de coagulos.

Uma de suas fungdes-chave é atuar como uma glicoproteina adesiva,
facilitando a ligacdo das plaquetas ao subendotélio dos vasos sanguineos. Esse
processo ocorre por meio dos receptores presentes no FvW, que interage com o
receptor de plaquetas Gplb-U-IX e com o colageno. Além disso, a molécula
desempenha um papel crucial na interacdo plaqueta-plaqueta, mediada pelo
complexo Gplib/llla.

Além de sua atividade na adesao plaquetéria e agregacao, o FvW desempenha
um papel crucial no transporte do fator VIl (FVIII), outro componente importante na
cascata de coagulagdo. O FVW transporta o FVIII até o local da lesdo, contribuindo
para a estabilizacdo da estrutura do FVIII e o protegendo da depuracéo precoce do

plasma.
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A inflamacgé&o desempenha um papel significativo na promoc¢ao da trombose,
atuando através de um mecanismo mediado pelo FVW. Niveis elevados de FYW no
plasma estdo diretamente ligados a um maior risco de ocorréncia de TVP. Esse risco
aumentado é particularmente notavel em eventos ndo provocados, onde ndo existe
uma causa clara para o desenvolvimento do coagulo 6.

Uma descoberta interessante é a relacdo dose-dependente entre os niveis
plasmaticos de FVW e o risco futuro de incidéncia de TEV, especialmente em eventos
nao provocados. Sugere-se que quanto mais alto o nivel de FvW, maior € o risco de
evento tromboembdlico no futuro 9,

Por outro lado, em situacdes de deficiéncia do fator de coagulagéo, destacam-
se duas condic¢des hereditarias comuns que resultam em distirbios hemorragicos: a

Doenga de von Willebrand (DvW) e a hemofilia A (HA).

1.3.3 Proteina C reativa

A proteina C-reativa (PCR) € uma molécula polipeptidica que pertence a familia
das pentraxinas 9. Ela é predominantemente produzida pelo figado em resposta a
citocinas pro-inflamatdrias ©7:3), A PCR é utilizada na pratica clinica como marcador
de infeccdo e/ou inflamacdo devido ao fato de sua sintese aumentar rapida e
dramaticamente (até 10.000 vezes) apos lesédo tecidual ou quadro infeccioso, o que
sugere um papel de destaque na imunidade inata na opsonizagédo, ativacdo do
complemento e ligagdo aos receptores de imunoglobulinas 9,

Existe um corpo significativo de trabalhos demonstrando que as isoformas da
PCR (pPCR e mPCR) possuem importantes propriedades pré-inflamatérias e proé-

tromboticas “%41, A pPCR e mPCR tém efeitos bioldgicos significativos na regulacéo
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de muitos dos aspectos centrais da patogénese da aterotrombose e do TEV, ativando
diretamente as plaguetas e desencadeando a via classica do complemento.

Diante desse cenario, sabe-se que individuos com TVP aguda tém niveis
circulantes de PCR mais altos em comparacdo com individuos que néo tém TVP (2042),
e uma média de PCR mais alta esta associada a chances significativamente maiores
de diagnodstico de TVP 9, Um estudo dinamarqués com mais de 10.000 participantes
descobriu que aqueles com nivel basal de PCR de alta sensibilidade (PCRa) > 3 mg/L
tinham um risco 2,3 vezes maior de TEV em comparacdo com aqueles com niveis <
1 mg/L, apés ajuste para idade, sexo e uso de estatinas ao longo de 16 anos de
acompanhamento ©9. Além disso, houve um aumento gradual no risco de TEV a
medida que os niveis circulantes de PCR aumentavam (?4. Esses achados parecem
ser particularmente proeminentes em pacientes com TEV proximal ou extenso, que
sdo mais propensos a demonstrar um nivel de PCR circulante mais alto em
comparacido com tromboses distais ou menores “3),

Varios estudos demonstraram que os niveis circulantes de PCR sdo maiores
naqueles com histéria de TEV em comparacéo com aqueles sem TEV e, em patrticular,
gue a PCR é maior naqueles com TEV ndo provocado em comparagdo com o
provocado (2224),

Além dessas elevacgfes agudas no momento do diagndéstico de TVP, os niveis
circulantes de PCR mostraram-se elevados nos 90 dias anteriores ao diagnostico de
um episédio de TEV, o que destaca a inflamagdo como um gatilho para o TEV ¢4, No
entanto, estudos também demonstraram que os niveis circulantes de PCR geralmente
caem nos dias seguintes ao diagndstico e ao inicio da anticoagulacdo, o que pode
indicar que a inflamacéo e o aumento dos niveis circulantes de PCR séo o resultado

do evento trombético e ndo a causa 2. Mais pesquisas sdo necessarias para elucidar
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completamente essa complexa interacdo, embora esses dados ndo demonstrem
causalidade, eles servem para destacar ainda mais a liga¢ao intima entre inflamacéo
e trombose no contexto de TEV.

Embora os dados clinicos sobre a utilidade do PCRa como um biomarcador na
previsdo de TEV permanecam modestos, a utilidade clinica da PCR parece ser util em
subconjuntos da populagcdo, como na previsdo de recorréncia de TEV, em TVP
associada ao cancer e naqueles com COVID-19. Portanto, dada a funcao biolégica
conhecida da PCR na amplificacdo da inflamacéo e dano tecidual, isso levanta a
perspectiva de que a PCR pode desempenhar um papel na promoc¢éao da formacao
de TEV no contexto de inflamag&o concomitante. Contudo, mais investigagbes sao
necessarias para desvendar se a PCR desempenha um papel direto na patogénese
do TEV, cuja utilidade sera o desenvolvimento de novas estratégias profilaticas ou
terapéuticas para atingir a tromboinflamacao.

No entanto, é importante considerar as suas limitagdes como biomarcador. Ela
€ produzida somente pelos hepatocitos apds um intervalo de 4 a 6 horas do estimulo,
dificultando sua deteccéo imediata em doencas cardiovasculares (DCV). Além disso,
leva véarios dias para que seus niveis retornem aos patamares basais, tornando-a
inadequada como um marcador sensivel da evolugdo do tratamento. Outra
consideracdo € que diversos medicamentos podem modular os niveis de PCR-

ultrasensivel “9),

1.3.4 Geracéao de trombina

A geracdo de trombina (GT) é um produto resultante da degradacdo da

protrombina. Ela desempenha varios papéis, atuando como ativador de plaquetas, do
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Fator V e do Fator VIII, além disso, a trombina converte o fibrinogénio em fibrina, o
gue leva a formacéao de coagulo. Esse processo é fundamental para acelerar a cascata
de coagulacéo “9),

O potencial de trombina enddgena (ETP), que representa o equilibrio entre as
forcas pro e anticoagulantes, e o pico de geracédo de trombina (PTG), que corresponde
a concentragdo maxima de trombina formada, mostraram elevacdes significativas em
pacientes com histérico prévio de TEV “4). Um estudo de coorte prospectivo identificou
pacientes com baixo risco de TEV recorrente ao medir os niveis de TG no plasma “9),
Além disso, observou-se que A GT estava reduzida em pacientes propensos a
sangramentos e aumentado em pacientes com risco de TEV “9),

Pesquisas também mostraram que um PTG elevado esta associado ao risco
de TEV recorrente, independentemente dos fatores de risco ja confirmados para TEV
(59), Enquanto um ETP elevado foi associado a um maior risco de primeiro episodio de
TVP, mas néo foi correlacionado ao risco de recorréncia b,

Niveis aumentados de GT foram observados tanto em pacientes com risco de
TEV quanto naqueles com histérico prévio de TEV, e esses niveis estavam

significativamente correlacionados com os niveis de Fator VIII ¢7).

1.3.5 Anti-Xa

O fator Xa € uma glicoproteina cuja atividade depende da presenca da vitamina
K. Ele desempenha um papel crucial na coagulacdo sanguinea, convertendo a
protrombina em trombina. Esse processo ocorre em conjunto com o fator Va, ions de

célcio e fosfolipideos.
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Os inibidores do fator Xa atuam blogueando a fungéo do fator Xa, o que resulta
na interrupcao da cascata de coagulacéo. Isso tem o efeito de prevenir a formacao de
coagulos indesejados.

Diferentemente da heparina néo fracionada (HNF) e das heparinas de baixo
peso molecular (HBPM), que atuam apenas no fator Xa livre, os inibidores diretos do
fator Xa tém a capacidade de inativar tanto a forma livre quanto a forma ligada do fator
Xa nas plaquetas sanguineas.

Existem dois tipos principais de inibidores do fator Xa: o pentassacarideo
sintético, que age indiretamente inativando a antitrombina, e os inibidores diretos. Os
inibidores diretos incluem os analogos recombinantes dos inibidores naturais do fator
Xa, bem como medicamentos que agem diretamente no sitio ativo do fator Xa. Essas
abordagens tém como objetivo prevenir a coagulacédo excessiva e sdo usadas para
tratar ou prevenir condicdes em que a formagédo de coagulos pode ser prejudicial 2,

O anti-fator Xa embora ainda nédo estabelecido para fornecer resultados

confidveis, ainda é empregado na pratica clinica como indicador para terapia

anticoagulante (2021,

1.3.6 Inibidor 1 do ativador do plasminogénio

O inibidor 1 do ativador do plasminogénio (PAI-1) exerce uma fun¢ao critica ao
bloguear a acdo do ativador de plasminogénio tecidual (tPA). Esse bloqueio, por sua
vez, resulta na inibicdo da clivagem do plasminogénio em plasmina, levando a uma
interrupcdo no processo de fibrindlise, que é responsavel por dissolver coagulos

sanguineos (3, Existem dois tipos de ativadores fisiolégicos do plasminogénio,
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diferenciados imunologicamente: o ativador tecidual do plasminogénio (t-PA) e o
ativador do plasminogénio do tipo uroquinase (u-PA) 3,

Estudos envolvendo camundongos transgénicos revelaram diversas funcdes
do PAI-1 no organismo, incluindo sua participagdo na cicatrizacdo de feridas,
aterosclerose, distirbios metabolicos como obesidade e resisténcia a insulina,
angiogénese tumoral, estresse crbénico, remodelagdo 6ssea, asma, artrite reumatoide,
fibrose, glomerulonefrite e sepse 3.

Pacientes com niveis elevados de PAI-1 frequentemente apresentam uma
deficiéncia de plasminogénio, que resulta em uma diminuicdo na capacidade
fibrinolitica e aumento da suscetibilidade a trombose. Em condi¢bes fisiologicas
normais, os niveis de PAI-1 sdo baixos, mas tendem a aumentar em varias doencas
tromboéticas como TEV, doenca arterial coronariana e infarto agudo do miocéardio ¢,

Em pacientes com TVP, a incapacidade de realizar a fibrindlise eficientemente
pode ser atribuida a niveis baixos de t-PA ou a niveis elevados de PAI-1. Um estudo
envolvendo 35% dos pacientes com trombose venosa profunda, espontanea ou
recorrente, demonstrou uma resposta fibrinolitica deficiente. Desses casos, 25%
apresentaram liberacéo insuficiente de t-PA e 75% mostraram aumento nos niveis de

PAI-1 9,

1.3.7 Inibidor da Fibrindlise Ativavel por Trombina

O Inibidor da Fibrindlise Ativavel por Trombina (TAFI) € uma molécula que

desempenha um papel fundamental na regulacao da fibrindlise e a presenca de niveis

elevados pode estar associada a um maior risco de trombose.
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O TAFI circula no sangue como uma pro-enzima inativa, sendo ativado durante
a coagulacédo. Além do seu papel na coagulacéo, foi constatado que o TAFI também
desempenha fung¢des importantes na inflamacé&o e no processo de reparo tecidual.

Uma das principais maneiras pelas quais o TAFI atua é regulando
negativamente a fibrindlise. Ele age removendo residuos de lisina C-terminal da
fibrina, que j& foi parcialmente degradada pela enzima plasmina. Além disso, a forma
ativada do TAFI (TAFla) é capaz de inativar diretamente diversas proteinas
inflamatorias, incluindo bradicinina, anafilatoxinas C3a e Cb5a, osteopontina clivada
pela trombina e quemerina clivada pela plasmina ©5).

Niveis elevados de TAFI ou TAFla sdo associados a um estado hipofibrinolitico,
ou seja, a uma diminuicdo da capacidade do organismo de dissolver coagulos, maior
propensdo a trombose. Isso pode ser um fator de risco potencial para diversas
doencas tromboticas, incluindo TEV (5671 58), acidente vascular cerebral %61 e
doenca arterial coronariana (62,

A pesquisa de van Tilburg e colegas apontou que niveis de TAFI acima do
percentil 90 estavam associados a um maior risco de trombose em pacientes com
TEV. Em pacientes submetidos a 6 meses de tratamento, verificou-se que aqueles
com trombose residual apresentaram niveis de TAFI semelhantes aos pacientes sem
trombose residual ¢,

Niveis mais elevados de TAFI foram observados em pacientes com EP em
comparacdo com um grupo controle. Os niveis de TAFI diminuiram significativamente
em 3 e 6 meses apos o diagnastico inicial, com reducdes percentuais de 12% e 36,8%

aos 3 e 6 meses, respectivamente.
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No entanto, ndo foram encontradas correlagdes significativas entre os niveis
de TAFI e variaveis como idade, sexo, tabagismo, histéria de trombose, pressao na

artéria pulmonar e niveis de DD ©3),

1.3.8 indice Neutréfilos-Linfocitos e indice Plaquetas-Linfocitos

A relacdo neutrofilo-linfocito (NLR) e a relacdo plaqueta-linfécito (PLR) sdo
métricas que tém sido estudadas para entender a relacédo entre diferentes tipos de
células sanguineas e suas implicacdes em diversas condi¢cdes médicas.

A NLR é calculada dividindo-se o numero de neutrofilos pelo numero de
linfocitos, enquanto o PLR envolve a divisdo da contagem de plaquetas pela
qguantidade de linfdcitos presentes.

Um estudo relevante explorou a associacao desses indicadores, NLR e PLR,
no contexto perioperatorio, especialmente em relacdo a TVP ap0s a realizacdo de
uma artroplastia de joelho. Embora essa pesquisa tenha identificado uma associacao
significativa entre NLR ou PLR perioperatorio e o desenvolvimento de TVP aguda, 0s
resultados sugerem que esses indicadores ndo podem prever com alta precisdo a
ocorréncia de TVP induzida por artroplastia de joelho (64,

A importancia prognostica da NLR tem sido observada em varias doencas
cardiovasculares. Além disso, estudos investigaram o valor prognéstico da NLR em
relacdo a condi¢bes especificas, como a EP. Em particular, um estudo notou uma
ligacdo entre NLR e PLR com o desenvolvimento de TVP apds artroplastia total do
joelho. Adicionalmente, o PLR emergiu como um fator de risco para TEV em pacientes
com cancer. Um estudo piloto, por sua vez, concluiu que o PLR também se associa

ao risco de TEV apés cirurgias de grande porte na regido da cabeca e pescoco ¢,
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1.3.9 Hemoglobina/ Hematdcrito

O aumento dos niveis de hematocrito (HCT) e hemoglobina (Hb) na amostra
da populacao geral de meia-idade foi associado a um aumento do risco de TEV a
longo prazo, particularmente em casos de TEV provocado. Esse aumento de risco
esta diretamente relacionado a dois principais mecanismos, como 0 aumento da
viscosidade sanguinea e a ocorréncia de estase venosa. Além disso, pacientes com
HCT acentuadamente elevado devido a policitemia vera apresentam risco aumentado
de trombose arterial e TEV. Assim como, pacientes anémicos, com doenga renal ou
cancer em uso de agentes estimuladores de eritrocitos, também apresentam risco
aumentado de TVP.

Em contraste, deve-se ressaltar que ndo foram identificadas associagbes
significativas entre a contagem de plaquetas, leucdcitos, neutroéfilos ou linfocitos e a
incidéncia de TEV, destacando a singular influéncia do HCT e da Hb nesse contexto
(66)_

A Tabela 2 apresenta o resumo da fisiopatologia dos principais biomarcadores

analisados neste trabalho.

1.3.10 Fibrinogénio

O fibrinogénio é uma glicoproteina com alto peso molecular, sintetizada nas
células do parénquima hepatico que € convertido em fibrina pela acdo da
trombina. Essencial para a agregacao plaquetéria, atua na modulacédo da funcéo do

endotélio, promove a migracédo e proliferacédo de células do muasculo liso e sua sintese

encontra-se aumentada durante o processo agudo inflamatério @4,
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Os niveis de fibrinogénio plasmatico tém sido associados ao risco aumentado
de infarto do miocardio, acidente vascular encefalico e TVP. O aumento dos niveis
de fibrinogénio em resposta a fase aguda da lesé@o vascular é descrito como causa e
também como consequéncia de um evento trombaético ?¥. Porém, é sugerida que essa
associagao é mais pronunciada em grupos etarios mais avancados, com idade acima
de 45 anos, enquanto ndo foram observadas alteracfes significativas nos niveis de

risco entre homens e mulheres mais jovens 7).

1.3.11 Tempo de tromboplastina parcial ativada / Tempo de atividade da

protrombina

O tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPA) e o tempo de protrombina
(TP) sdo fundamentais na avaliacdo da coagulacdo sanguinea, refletindo as vias
intrinsecas e extrinsecas da cascata de coagulacdo. Enquanto o TTPA avalia a
eficicia da via intrinseca e comum da coagulacdo, o TP examina a eficiéncia da via
extrinseca e comum, detectando deficiéncias nos fatores Il, V, VIl e X, bem como
baixas concentracgdes de fibrinogénio ©9),

O TP, aliado ao International Normalized Ratio (INR), € essencial na
monitorizacdo do estado de coagulacdo em pacientes em terapia com antagonistas
da vitamina K, mas geralmente é analisado em conjunto com o TTPA na préatica clinica
para uma avaliagdo mais abrangente das vias de coagulacéo ©8),

Niveis reduzidos de TTPA e TP podem indicar disfuncdes na cascata de

coagulacao, aumentando o risco de TVP. Estudos recentes destacam o potencial do

TTPA como marcador de risco prévio ao evento trombotico, mostrando associacao
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entre tempos reduzidos e maior risco de tromboembolismo venoso, especialmente

eventos ndo provocados (9,

TABELA 2 - O papel dos diferentes biomarcadores na patofisiologia da trombose

venosa profunda.

BIOMARCADOR

PAPEL NA FISIOPATOLOGIA DA TROMBOSE VENOSA PROFUNDA

D-dimero (DD)

Produto dadegradacéo da fibrina, reflete a ativagédo da coagulacgao e da fibrindlise. Po
utilizado como referéncia para predizer o risco de recorréncia do TEV e a duragdo da
anticoagulante. Limitac&o, pois, pode estar elevado em diversas condi¢8essclinic

Fator de von Willebrand (FVW)

Regula a hemostasia por facilitar a ades&o plaquetaria ao subendotélio e contribuir |
estabilizacéo do Fator VIII na cascata de coagulacdo. Niveis elevados estdo associado
risco de TVP.

Proteina Reativa (PCR)

Sintetizada em resposta a inflamac&o, tem propriedadesftamatorias e précromboticas.
Niveis elevados estédo associados a maior risco de TVP. Limitacdes incluem atraso na (
imediata, tempo prolongado para retorno aos niveis basais apos trat@mende estar
elevada em diversas condig¢es clinicas.

Geracdo de Trombina (GT)

Produto da degradagdo da protrombina, atua como ativador de plagquetas e con
fibrinogénio em fibrina. Niveis elevados associados a maior risco de trombose wi
Potencial preditivo de risco de recorréncia de TEV.

Anti-Xa

Inibe a fungdo do fator Xa na coagulagdo sanguinea. Usado para prevenir a forma
coagulos. Diferenciae de HNF e HBPM por afetar tanto o fator Xa livre quanto ligadc
plaguetas.

Inibidor 1 do Ativador do
Plasminogénio (PAl)

Bloqueia a acdo do ativador de plasminogénio tecidual, inibindo a fibrindlise. Niveis ele
estdo associados a maior risco de trombose venosa. Sua deficiéncia esta associa
distarbios hemorréagicos.

Inibidor da Fibrindlise Ativavel
por Trombina (TAFI)

Desempenha papel na coagulagao, na inflamacgéo e no reparo teddgalla negativamentt
a fibrindlise estando associado a maior riscor

Neutrdfilo-Linfécito (NLR) e
PlaquetaLinfocito(PLR)

Métricas exploradas em relagdo ao desenvolvimento de trombose venosa. Associ
eventos tromboembdlicos em certos contextos, como cirurgias e cancer. Limitacl
precisdo da previsdo da trombose induzida por artroplastia de joelho.

Hemoglobina/Hematdcrito
(HCT/Hb)

Niveis elevados estao associados ao aumento do risco de tromboembolismo venoso
prazo, devido a maior viscosidade sanguinea e estase venosa.

Fibrinogénio

Essencial para agregacdo plaquetaria e na modulacdo da fiergdmtelial Encontrase
elevado na fase aguda d#lamacéo e em pacientes com TEV.

Tempo de tromboplastina parcial

ativada(TTPA) dempo de
atividade da protrombingTP)

TTPA avalia a eficacia da via intrinseca e comum da coagulacéo, o TP examina a efic
viaextrinseca e comunNiveis reduzidos podem indicar disfunc¢es na cascata de coagul
aumentando o risco de TVP
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2. OBJETIVO
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2.1 7 Objetivo primério

Analisar comparativamente os niveis séricos dos biomarcadores em pacientes

com TVP nao provocada em relacdo ao grupo de pacientes com TVP provocada.

2.21 Objetivo Secundario

O objetivo secundéario deste estudo foi determinar os niveis séricos de
biomarcadores pro-inflamatérios e pro-trombéticos entre grupo experimental
(pacientes com TVP nao provocada e TVP provocada) em comparacdo ao controle

saudavel, no dia do diagndstico e 30 dias apés o evento.

Objetivo
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3. METODOS
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3.1 Desenho do estudo

Foi realizado um estudo piloto de coorte prospectivo, aberto com dois bracos
de acompanhamento: um composto por pacientes com TVP aguda n&o provocada, o
segundo de pacientes com TVP provocada e o grupo controle de individuos
saudaveis.

Foram recrutados 15 pacientes com trombose no periodo de fevereiro a
dezembro de 2022, no setor de Ecografia Vascular do Instituto Dante Pazzanese de
Sao Paulo i SP, Brasil. Todos os pacientes foram submetidos a exame clinico e o
diagndstico foi confirmado com exame de imagem de Eco Doppler Venoso dos
membros inferiores ou superiores. O grupo controle foi incluido ao estudo
exclusivamente para avaliagdo laboratorial utilizando plasma de voluntérios saudaveis
adquirido do fornecedor comercial George King Biomedical, Inc., (Overland Park, KS,
EUA). Os pacientes foram divididos em grupos de "TVP provocada" e "néo provocada”
seguindo as definicdes da ISTH © com base na histdria clinica.

As avaliacdes laboratoriais foram realizadas pelo Laboratorio de Hemostasia e

Trombose da Universidade de Loyola i Chicago i Estados Unidos.

3.2. Amostra e critérios de elegibilidades

3.2.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo, pacientes de ambos os sexos, acima de 18 anos,

com diagnéstico de TVP aguda em membros inferiores e/ou superiores confirmada
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por exame de Ecografia Vascular, que aceitaram voluntariamente participar do estudo

e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

3.2.2 Critérios de excluséao

Foram excluidos os pacientes que se recusaram a assinar o TCLE, pacientes

em uso de medicacdo anticoagulante em dose terapéutica para TVP por mais de 48

horas antes do diagndstico, ou se houvesse contraindicacao para anticoagulacao, tais

como hemorragia intracraniana, sangramento ativo, Ulcera gastroduodenal em

atividade e discrasias sanguineas. A Tabela 3 apresenta os critérios de inclusédo e

exclusédo para participantes do estudo.

TABELA 3. Critérios de inclusao e exclusao do estudo

Critérios de inclusdo

Critérios de exclusédo

Maiores de 18 anos

Uso de anticoagulacao terapéutica por mais de 48h

Trombose venosa profunda aguda em memb
inferiores e/ou superiores

Contraindicagdo para anticoagulacao:
- Hemorragia intracraniana

- Sangramento ativo

- Ulcera gastroduodenal em atividade
- Discrasias sanguineas

Diagnostico com Ecografia Vascular com Doppler

Recusa em assinar TCLE

Assinatura do TCLE

3.3 Procedimento para coleta de dados

Todos os pacientes foram submetidos a anamnese com coleta de informacdes

com idade, género, raca, peso, altura, indice de massa corporal (IMC), doencas

prévias e sinais e sintomas do quadro de TVP. Os pacientes foram avaliados em

relacéo ao Escore de Wells e qualidade de vida (Questionario EQ-5D-5L).
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Foram separados em grupos de "TVP
seguindo as recomendacdes publicadas em 2016 pela Sociedade Internacional de
Trombose e Hemostasia (ISTH) ©.

Em consulta de acompanhamento de 30 dias, foi avaliada a aderéncia ao
tratamento, uso de medicacbes concomitantes, progressdo do TEV, sangramentos
devido ao uso de anticoagulacdo, eventos adversos (AE) e eventos adversos sérios

(SAE) ocorridos durante o tratamento, de acordo com as definigcbes da ISTH.

3.4 Coleta laboratorial e processamento

Foi realizada coleta de sangue venoso no laboratério de analises clinicas do

Instituto Dante Pazzanese, no dia 0 (DO0), considerado como o dia do diagnéstico,

momento da triagem e 30 dias ap06s o inicio de tratamento anticoagulante (D30).

Para garantir a integridade e confiabilidade dos dados, as amostras passam

por um protocolo estrito de coleta, armazenamento e processamento, seguindo a

orientacdo estabelecida pelo laboratério de hemostasia e trombose da Universidade

de Loyola i Chicago i Estados Unidos:

Coleta da amostra:

A coleta de sangue foi realizada de acordo com as seguintes técnicas:

- Técnica Vacutainer

M Coleta em um tubo Vacutainer siliconizado com citrato de sédio a 3,2%;
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Evitar o uso do primeiro tubo para coagulacdo para prevenir contaminagao por
tromboplastina tecidual,

Realizar puncéo venosa de fluxo livre;

Manter a proporcao sangue: anticoagulante (9:1);

Assegurar uma mistura adequada no tubo Vacutainer.

- Técnica de Seringa Dupla

Utilizar um tubo grande de polipropileno contendo 1 ml de citrato de sédio a
3,2%, retirado de um tubo Vacutainer;

Agulha borboleta de calibre 19 ou 21, bem como seringas de plastico para a
coleta;

Descartar de 3,0 ml de sangue para prevenir contaminacao por tromboplastina;
Retirar 9,0 ml de sangue com uma nova seringa de plastico;

Puncéo venosa de fluxo livre;

Transferéncia suave do sangue para o tubo de ensaio de plastico contendo o
citrato de saédio;

Adequada vedacédo e mistura do conteudo;

Adicionar 4,5 ml de sangue a 0,5 ml de citrato de sédio.

- Coleta de Amostras de Cateter Central

Descartar os primeiros 10 ml de sangue antes da coleta para andlise;

Processamento subsequente do sangue de acordo com a secéo anterior.
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Preparagdo das Amostras:

As amostras foram mantidas devidamente tampadas durante todo o processo
de processamento, minimizando qualquer exposicdo a elementos externos que

possam afetar os resultados.

Entrega das Amostras:

As amostras foram entregues ao laboratério institucional imediatamente apés
a coleta. Em casos de atraso na entrega, as amostras foram refrigeradas ou colocadas

em gelo, garantindo sua estabilidade até o processamento.

Processamento Laboratorial:

No laboratério, as amostras de sangue foram submetidas a centrifugacdo. Para
obter plasma pobre em plaquetas, as amostras foram centrifugadas a 3000 RPM por
15 minutos em temperatura ambiente. Alternativamente, uma centrifugacdo a 25009

por 15 minutos também poderia ser empregada.

Transferéncia e Armazenamento:

O plasma foi cuidadosamente removido do material coletado utilizando uma

pipeta de transferéncia de plastico. O plasma foi entdo dividido em aliquotas de 0,5 ml

e transferido para tubos de Eppendorf. Essas amostras foram armazenadas a -70°C
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por até um ano. Cada tubo foi identificado com informacdes cruciais, iniciais do

paciente, numero do estudo, tempo 0 ou 30, data e hora da coleta, Figura 1.

FIGURA 171 Tubos de Eppendorf com plasma

Envio das Amostras:

As amostras congeladas foram enviadas em gelo seco, chegando ao destino
dentro do prazo de 24-48hrs, no Laboratério de Hemostasia e Trombose parceiro
desta pesquisa, Figura 2:

Aos cuidados do Professor Dr. Jawed Fareed - Departamento de Patologia do
Centro Médico da Universidade de Loyola, Rm 2643, Bldg.102 2160 S. First Ave. -

Maywood, IL 60153.
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FIGURA 21 Armazenamento para transporte

Armazenamento e Analise:

ApOs o recebimento das amostras congeladas, todas foram registradas e
armazenadas a -70°C em freezers dedicados. As amostras analisadas e os resultados

foram documentados e enviados ao banco de dados central.

A execucdo estrita desse protocolo assegura a integridade das amostras e a

precisdo dos resultados obtidos no estudo em questéo.
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3.5 Anélise laboratorial

Os marcadores proé inflamatorios e pré tromboticos analisados foram definidos
a partir de artigos publicados sobre o tema (341970i72) @ com a colaboracdo do
Professor Dr. Jawed Fareed.

Foram analisados no Laboratério de Hemostasia e Trombose da Universidade

de Loyola os seguintes marcadores:

D dimero (DD)

Inibidor 1 do ativador do plasminogénio (PAI-1)
Proteina C reativa (PCR)

Fator de Von Willebrand (VWF)

Inibidor de fibrindlise ativavel por trombina (TAFI)
Geracdao de trombina (GT)

Anti-Xa

Foram realizadas analises suplementares dos principais parametros do

hemograma e coagulograma no laboratério do Instituto Dante Pazzanese:

Hemoglobina (Hb)
Hematocrito (HCT)
Leucaocitos
Linfécitos
Plaquetas

Tempo de atividade de protrombina (TAP)
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Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA)
Fibrinogénio
Relacao neutrofilo-linfécito (NLR)

Relacao plaqueta-linfécito (PLR)

Quantificacdo dos niveis de biomarcadores:

Os niveis plasmaticos de varios biomarcadores envolvidos neste estudo foram
analisados por ensaios de imunoabsorcdo enzimatica sanduiche (ELISA) disponiveis
comercialmente. O kit ELISA utilizado neste estudo foi fornecido pela HYPHEN
Biomed (Neuville dur Oise, Franca) 7 a identificacdo completa do kit, incluindo o
fabricante e o numero de referéncia, foi registrada para garantir rastreabilidade e
transparéncia no processo experimental. O plasma citrado de pacientes do grupo
controle obtido de voluntarios saudaveis, aparentemente isentos de qualquer
comorbidade, foi adquirido do fornecedor comercial George King Biomedical, Inc.,
(Overland Park, KS, EUA).

Este estudo foi parcialmente financiado pelo Cardiovascular Research Institute
da Loyola University, Chicago, EUA e pelo Science Valley Research Institute, Santo

André, Sao Paulo, Brasil.

3.6 Andlise estatistica

Foram apresentados os dados demogréficos e clinicos com a frequéncia

relativa e mediana.
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Os dados dos biomarcadores inflamatorios dos grupos de TVP (provocado e
ndo provocado) e do grupo controle foram apresentados com valores de mediana,
primeiro quartil (Q1) e terceiro quartil (Q3). Todas as analises estatisticas foram
realizadas utilizando o software SPSS versao 25.0. Devido ao pequeno tamanho
amostral, foram utilizados testes ndo paramétricos para realizar a analise dos dados,
um valor de p<0,05 foi aceito como estatisticamente significativo.

O Teste de Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar os trés grupos
independentes, trombose venosa provocada, ndo provocada e grupo controle no
momento do diagndéstico (D0). Na comparacao de dois dados ndo pareados
independentes no tempo do diagndstico e em dois tempos diferentes de coleta de
dados (DO e D30), foi aplicado o Teste de Mann-Whitney para investigar se ha uma
diferenca significativa entre os dois grupos em relacdo as medi¢cBes realizadas em
dois momentos distintos. O Teste de Wilcoxon foi aplicado para avaliar amostras
pareadas, se ha uma diferenca significativa entre duas medi¢cdes em um mesmo grupo
de individuo (TVP provocada e TVP ndo provocada) em dois momentos diferentes

(DO e D30).

3.7 Aspectos legais e éticos

Os participantes foram convidados a participar do estudo e receberam uma
cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para lerem e tirarem
eventuais davidas. Caso o paciente ndo conseguisse responder por si, ou seja, capaz
de assinar o TCLE, uma testemunha estaria presente no momento do aceite na

entrada ao estudo.
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Todas as informacdes sensiveis obtidas foram mantidas em sigilo, para isso,
foi utilizada a ferramenta eletrénica de captura de dados REDCap hospedadas em na
Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo, onde um namero de
identificacdo € indicado ao participante e por onde os dados sdo armazenados e
extraidos para analise.

Os pesquisadores envolvidos comprometeram-se a manter a
confidencialidade dos dados, bem como de cumprir as resolugfes da pesquisa clinica
com envolvimento com seres humanos prevista pela lei nacional. Esta pesquisa foi
aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) em Seres Humanos com o nimero
de protocolo 40421120.2.0000.5462 e possui comprometimento na supervisao e
monitoramento de eventos adversos graves (SAES) que possam ocorrer durante o
estudo.

Também seguindo a Resolucdo 466/2012 e orientacbes da CONEP para
pesquisa com seres humanos, foram encaminhados semestralmente os relatérios

parciais de acordo com o recomendado pelo CEP, bem como relatério final do estudo.
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4.1 Descrigao da amostra

Foram avaliados 15 pacientes com TVP, sendo 10 com trombose venosa

provocada e 5 com trombose venosa ndo provocada, conforme apresentado no

diagrama CONSORT, Figura 3.

FIGURA 31 Diagrama CONSORT do estudo

20 pacientes para avaliacao de elegibilidade

Trombose venosa profunda

4 h 4

Trombose venosa provocada (n=13) Trombose venosa ndo provocada (n=7)

Y

Descontinuados (n= 2)
- 1 ndo compareceu ao retorno
- 1 6hito

Adicionados pacientes
saudaveis, grupo controle

A4

Y

15 pacientes avaliados com trombose venosa profunda

(Provocado n = 10 / Nao provocado n = 5)
+

Pacientes saudaveis grupo controle

Entre os pacientes com trombose venosa provocada, as comorbidades mais
comuns foram hipertenséo (60%) e diabetes mellitus (50%), enquanto no grupo nao
provocada, hipertensdo (80%), doenca arterial coronariana (40%) e insuficiéncia

cardiaca (40%) eram predominantes. A média do Wells Score no grupo de trombose
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provocada foi de 4,4 enquanto no grupo de n&o provocada foi de 3,0 (p-valor 0,750).

N&o houve diferenca na percepcéao de saude conforme avaliado pelo questionario EQ-

5D-5L (p-valor 0,750). As caracteristicas demogréaficas e clinicas dos pacientes estédo

detalhadas na Tabela 4.

TABELA 4 - Caracteristicas demogréficas e comorbidades dos pacientes, variaveis

guantitativas analisadas pelo Teste de Mann-Whitney e qualitativas pelo Teste exato

de Fisher ou Qui-quadrado.

CARACTERISTICAS PROVOCADA NAOPROVOCADA p-valor
IDADE ANOS 62,2 (50,1 ; 73,7) 69,8 (55,5 ; 79,0) 0,462*
PESO (KG) 68,0 (67,8 ; 87,3) 86,0 (56,5 ; 106,0) 0,354*
ALTURA (CM) 161,5 (155,8 ; 166,3) 174,0 (162,5; 182,5) 0,057*
INDICE DE MASSA CORPORAL 26,9 (24,6 ; 34,5) 31,7(19,2 ; 32,9) 0,759*
PERCEPCAO DE SAUDE 50,0 (47,8 ; 80,0) 50,0 (45,0 ; 71,0) 0,750*
SCORE DE WELLS 4,4 (2,8;6,0) 3,0(1,5;4,5) 0,750*
SEXO FEMININ®!. (%) 6 (60,0%) 2 (40,0%) 0,608**
ETNIA
BRANCA 4 (40%) 2 (40,0%) 0,861***
PRETA 1(10,0%) 1 (20,0%)
OUTRA 5 (50,0%) 2 (40,0%)
DOENGAS PREVIAS
TROMBOSE PREVIA 3 (30,0%) 1 (20,0%) 1,000%*
HIPERTENSAO 6 (60,0%) 4 (80,0%) 0,600**
DIABETES 5 (50,0%) 1 (20,0%) 0,580**
INSUFICIENCIA RENAL 0 (0,0%) 1 (20,0%) 0,333**
DOENGCARTERIAL CORONARIANA 1 (10,0%) 2 (40,0%) 0,242%*
ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL 1 (10,0%) 1 (20,0%) 1,000%*
DOENGA PULMONAR 0 (0,0%) 1 (20,0%) 0,333**
INSUFICIENCIA CARDIACA 3 (30,0%) 2 (40,0%) 1,000%*
TABAGISMO ATIVO 2 (20,0%) 1 (20,0%) 1,000%*
TRANSPLANTE CARDIACO 1 (10,0%) 0 (0,0%) 1,000%*
OUTRAS 8 (80,0%) 1 (20,0%) 0,089**

Variaveis QuantitativaMediana (Q1;Q3)* Teste de ManANhitney

Variaveis QualitativasN e % ** Teste exato de Fisher ou *** Qujuadrado
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A distribuicdo dos principais sintomas dos pacientes no momento do
diagndstico esta apresentada na Tabela 5, andlise entre os grupos provocados e néo

provocados com teste Exato de Fisher.

TABELA 5 - Principais sintomas apresentados no momento do diagnéstico, analise

entre 0s grupos provocado e ndo provocado com teste Exato de Fisher.

PROVOCADA NAO PROVOCADA
p-valor**

SINTOMAS N (%)

DOR ESPONTANEA 8 (80,0%) 3 (60,0%) 0,560
EDEMA 9(90,0%) 3 (60,0%) 0,242
ERITEMA 5 (50,0%) 1 (20,0%) 0,580
CIANOSE 3 (30,0%) 0 (0,0%) 0,505
AUMENTO DE TEMPERATURA 4 (40,0%) 1 (20,0%) 0,600
EMPASTAMENTO MUSCULAR 8 (80,0%) 2 (40,0%) 0,251
DOR A PALPACAO 8 (80,0%) 4 (80,0%) 1,000

**Teste exato de Fisher

A maioria dos pacientes com TVP provocada e ndo provocada (60%) tiveram
envolvimento em veias distais. No grupo de trombose provocada, as principais veias
acometidas foram popliteas (60,0 %) e fibulares (50,0 %) e no grupo ndo provocada
as veias musculares (80,0%) e a veia poplitea (40,0%). Ao avaliar cada grupo
individualmente, o grupo provocado teve um maior nimero de veias proximais

acometidas em relagao ao grupo néo provocado, conforme detalhado na Tabela 6.
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TABELA 6 - Veias acometidas pela TVP de acordo com os grupos provocado e néao

provocado, analise pelo teste exato de Fisher.

LOCALIZAGAO DA TROMBOSE PROVOCADA NAOG PROVOCADA p-valor **
N (%)
TVP PROXIMAL
ILIACA 2 (20,0) 0(0,0) 0,524
FEMORAL COMUM 4(40,0) 1 (20,0) 0,600
FEMORAL 4 (40,0 1(20,0) 0,600
FEMORAL PROFUNDA 3(30,0) 0(0,0) 0,505
SUBCLAVIA 2 (20,0) 0(0,0) 0,524
AXILAR 2 (20,0) 0 (0,0) 0,524
BRAQUIAL 2 (20,0) 0(0,0) 0,524
TVP DISTAL
POPLITEA 6 (60,0) 2 (40,0) 0,608
TIBIAL ANTERIOR 1(10,0) 0(0,0) 1,000
TIBIAL POSTERIOR 4 (40,0) 1 (20,0) 0,600
FIBULAR 5 (50,0) 1(20,0) 0,580
MUSCULARES 3(30,0) 4 (80,0) 0,119

**Teste exato de Fisher

Os principais fatores provocadores de TVP foram pds-operatorio recente e
imobilidade (acamado ou grande parte do dia imével), ilustrados na Figura 4. O
histérico de cirurgias no grupo provocado foram a angioplastia coronariana
transcutdnea seguida de pericardiotomia, reconstrucdo da aorta ascendente e
ressuspensdo da valvula adrtica, angiografia e desbridamento cirlrgico do membro
inferior devido a doenca arterial periférica, tratamento cirirgico de varizes associado
a escleroterapia com espuma e revascularizacdo do miocardio por doenca arterial

coronariana.
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FIGURA 4 - Fatores provocadores de TVP no grupo provocado.

FATORES PROVOCADORES

POS OPERATORIO
(MENOS DE 30 DIAS)

IMOBILIDADE (ACAMADO
OU GRANDE PARTE DO
DIA IMOVEL)

INTERNAGAO
HOSPITALAR

CATETER VENOSO

TERAPIA HORMONAL
(CONTRACEPTIVO OU
REPOSICAO)
CANCER ATIVO

0 1 2 3 4 5

NUMERO DE PACIENTES

A medicacdo anticoagulante utilizada por 86,7% dos pacientes foram o0s
anticoagulantes orais diretos (DOAC), sendo que os dois pacientes (13,3%) que
fizeram uso de Varfarina um deles era do grupo provocado e outro do grupo néo

provocado, Figura 5.
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FIGURA 5 - Mediagao anticoagulante utilizada pelos pacientes com TVP
TERAPIA ANTICOAGULANTE

15

10

NUMERO DE PACIENTES

DOAC VARFARINA ENOXAPARINA HEPARINA NAO
FRACIONADA

4.2 Trombose venosa e biomarcadores

A analise da concentracao sérica dos biomarcadores no dia do diagnéstico (DO)
e 30 dias depois (D30) entre os grupos com TVP nao provocada e provocada (pelo
teste de Mann-Whitney) esa representada na Tabela 7. As concentracdes séricas nao
diferiram, no DO e no D30, conforme esta demonstrado.

Quando avaliada a evolucdo dos biomarcadores entre o dia O e o dia 30, foi
encontrada diferenca significativa dentro do grupo provocado com reducdo dos
valores de PCR, DD, FvW, leucdcitos e aumento de Anti-Xa e TAP. Por outro lado, no
grupo nao provocado ndo houve diferenca entre os marcadores analisados nos dois
tempos. Quando avaliada a diferenca entre as coletas entre os dois grupos provocado
e nao provocado, a Unica alteracdo observada foi encontrada na diferenca de valores
laboratoriais entre o dia do diagndstico e o retorno 30 dias apos (delta), nos niveis
plasméticos de FvW, onde pacientes com TVP provocada apresentaram maior queda
nos niveis de VWF 30 dias ap6s o ponto inicial em compara¢do ao subgrupo néo

provocado, analise ilustrada na Tabela 8.
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TABELA 7- Andlise pelo teste de Mann-Whitney dos marcadores entre 0s grupos

provocado e nao provocado no dia do diagndstico e 30 dias depois

Diagnostico (D0) Dia 30(D30)

Biomarcador

N&o Provocado (n=5) Provocado (n=10)  P-valor*  NzoProvocado (n=5)  Provocado (n=10) P valor *

Anti Xa(%) 45,0 (36,9 ; 62,3) 40,2 (32,3:51,9) 0,270 57,9 (32,0 ; 79,0) 57,6 (46,0 ; 76,0) 0,759
PCR (ng/mL) 11356,3 (3567,2 ; 13580,,14629,7 (7500,8 ; 15978, 0,221 6575,0 (4093,0 ; 10499,4338,0 (930,010545,0) 0,270
DD(ng/mL) 4210,1 (2025,2 ; 10581,9 7922,3 (2095,6 ; 14416, 0,462 2710,0 (546,0 ; 8410,0, 789,9 (186,0 ; 2048,0. 0,178
PAH (ng/mL) 48,4 (9,1 ; 55,6) 441 (21,3:56,7) 0,668 23,7 (14,0 ; 73,0) 19,9 (14,0:31,0) 0,540
TAFI (%) 109,3 (1049 :116,4) 1142 (1059;122,4) 0,462  100,5(90,0:109,0) 108,9 (101,0;114,0) 0,221
GT (%) 73,5 (61,3 ; 167,8) 137,5(71,0;170,8) 0462 31,9 (24,0:;133,0) 74,8 (59,0 : 145,0) 0,391
FUW (%) 138,8 (120,4 ; 155,3) 1435 (137,4157,1) 0,462  132,8(117,0;153,0) 130,7 (113,0;141,0) 0,713
Hb (g/dl) 11,6 (10,5 ; 16,3) 12,6 (10,8:147) 0,903 11,5 (10,0 ; 15,0) 12,7 (11,0 140) 0,354
HCT(%) 36,0 (33,8 48,2) 38,0(33,9:458) 0,951 37,0 (33,0 ; 43,0) 37,6 (35,0 42,0) 0,877
Leucdcitos x10%/mm?) 6,9 (4,0 ; 8,8) 9,0(8,2;11,9) 0,086 5,4 (4,0 ; 6,0) 6,6 (5,0;10,0) 0,165
Linfocitos Totais

x105/mmd) 1,8(1,2:2,8) 17(1,3:2,5) 0,903 1,6 (1,0:2,0) 15(1,0:30) 0,877
Plaquetas (x10%/mm3) 182,0131,5:221,0)  220,5(155,0;261,0) 0,391  183,5(145,0;274,0) 194,0 (183,0;264,0) 0,699
NLR 2,2(1,3:27) 4,0(2,0:6,5) 0,111 1,9 (1,0 3,0) 2,5 (2,0 4,0) 0,355
PLR 89,1 (67,3 ; 128,4) 107,8 (57,5;167,0) 0,713  123,1(93,0;176,0) 128,1(79,0:222,0) 0,758
TAP 1,0 (1,0:1,2) 1,0(0,9:1,1) 0,500 1,1 (1,0 3,0) 1,0 (1,0 1,0) 0,589
TTPA 0,93 (0,8; 1,0) 0,9 (08 1,0) 0,759 1,0 (1,0: 1,0) 1,0 (1,0: 1,0) 0,487
Fibrinogénio (mg/dL) 369,9 (230,6 ; 430,9)  374,4 (297,3516,5) 0,505 315,9 (260;361)  339,4 (254,0 ; 388,0) 0,610

Mediana (Q1;Q3), * Teste de Maihitney
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TABELA 8 - Andlise intra-grupo (provocado e ndo provocado) no dia do diagnéstico e

30 dias ap6s com teste de Wilcoxon e analise da evolugdo dos marcadores nos 30

dias apés o diagndstico entre grupos com teste de Mann-Whitney.

INTRAGRUPO INTERGRUPO
Biomarcador Provocado Teste Né&o Provocado T Evolugdo: D30D0 Teste
Wilcoxo - este Mann-
Wilcoxon .
n p-valor Whitney
DO D30 p-valor DO Dia 30 Provocado Nao Provocado ~ P-valor
Anti Xa(%) 40,2 (32,3;51,9) 57,6 (46,0 ; 76,0) 0,005 45,0(36,9 ; 62,3) 57,9 (32,0; 79,0) 0,500 29,4 (14,0; 60,0) 27,7¢17,0;53,00 0,540
PCR (ng/mL) 14629,7 (7500,8 ; 15978,6) 4338,0 (930,0; 10545,0 0,005 11356,3 (3567,2 ; 13580,z 6575,0 (4093,0 ; 10499,/ 0,500 -52,7¢82,0;-22,0) -5,0 (71 ;140) 0,221
DD (ng/mL) 7922,3 (2095,6 ; 14416,0) 789,9 (186,0 ; 2048,0) 0,005 4210,1(2025,2;10581,9 2710,0(546,0;8410,0, 0,500 -85,3¢96,0;-70,0) -74,4 ¢(86,0; 225,00 0,178
PA}L (ng/mL) 44,1 (21,3 ; 56,7) 19,9 (14,0; 31,0) 0,139 48,4 (9,1 55,6) 23,7 (14,0; 73,0) 0,893 -46,7 ¢54,0 ; 50,0) -30,2 (50,0 ; 137,00 0,270
TAFI (%) 114,2 (105,9 ; 122,4) 108,9 (101,0 ; 114,0) 0,059 109,3 (104,9 ; 116,4) 100,5 (90,0 ; 109,0) 0,225 -10¢12,0;7,0) -8,0¢22,0;3,0) 0,540
GT (%) 137,5(71,0170,8) 74,8 (59,0 ; 145,0) 0,169 73,5(61,3; 167,8) 31,9 (24,0 ; 133,0) 0,080 -12,0 ¢58,0; 23) -53,6 (69,0 ;-3,0) 0,270
FVYW (%) 143,5 (137,4 ; 157,1) 130,7 (113,0 ; 141,0) 0,007 138,8 (120,4 ; 155,3) 132,8(117,0;153,0) 0,345 -11,6¢19,0;-6,0) -3,8 (8,0-4,0) 0,027
Hb (g/dl)
12,6 (10,8 ; 14,7) 12,7 (11,0; 14,0) 0,313 11,6 (10,5 16,3) 11,5 (10,0 ; 15,0) 0,593 0,1 ¢0,0;0,0) -0,3¢1;0,0) 0,439
HCT%)
38,0(33,9; 45,8) 37,6 (35,0; 42,0) 0,139 36,0 (33,8 48,2) 37,0(33,043,0) 0,465 0,2 €1,0; 2,0) -2,8¢6,0; 2,0) 0,355
Leucdcitos
(x103/mm3) 9,0(8,2;11,9) 6,6 (5,0 ; 10,0) 0,021 6,9 (4,0;8,8) 5,4 (4,0; 6,0 0,465 -0,5¢1,0;1,0) -2,2¢4,0;0,0) 0,165
Linfécitos
Totais
x103/mm3) 1,7(1,3;2,5) 1,5 (1,0 3,0) 0,343 1,8(1,2;2,8) 1,6 (1,0; 2,0) 0,465 -0,1 ¢0,0; 0,0) -0,2 ¢1,0; 0,0) 0,699
Plaguetas
(x10%/mm?) 220,5 (155,0 ; 261,0) 194,0 (183,0; 264,0) 0,260 182,0 (131,5; 221,0) 183,5(145,0; 274,00 0,144  32,5¢12,0;53,0) 5,0¢25,0;72,0) 1,000
NLR
4,0(2,0;6,5) 2,5(2,0;4,0) 0,051 2,2(1,3;2,7) 1,9 (1,0; 3,0 0,715 -0,1 ¢0,0; 0,0) -0,3¢1,0;1,0) 0,217
PLR
107,8 (57,5 ; 167,0) 128,1 (79,0 ; 222,0) 0,066 89,1(67,3;128,4) 123,1(93,0; 176,0) 0,273 33,1¢14,0;52,0) 22,1¢1,0;59,0) 1,000
TP RNI
1,0(0,9;1,1) 1,0(1,0;1,0) 0,008 1,0(1,0;1,2) 1,1(1,0;3,0) 0,109 0,1(0,0;1,0) 0,0 (0,0;0,0) 0,757
TTPA
0,9(0,8;1,0) 1,0(1,0;1,0) 0,400 0,93(0,8; 1,0) 1,0 (1,0;1,0) 0,465 0,1 ¢0,0;0,0) 0,0¢0,0;0,0) 0,938
Fibrinogénio -101,1 ¢122,0;
(mg/dL) 374,4 (297,3 ; 516,5) 339,4 (254,0 ; 388,0) 0,353 369,9 (230,6 ; 430,9) 315,9 (260 ; 361) 0,715 82,0) -42,5 ¢147,0; 32,00 0,925

Mediana(Q1;Q3)
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A analise da concentracao sérica dos biomarcadores no dia do diagnostico (DO)
entre grupos controle de pacientes saudaveis e aqueles com TVP ndo provocada e
provocada (pelo teste de Kruskal-Wallis) e a comparacao grupo nao provocado versus
controle e grupo provocado versus controle (pelo teste de Mann-Whitney) esta
resumida na Tabela 9.

Foram observadas diferencas significativas na andlise dos trés grupos
independentes, trombose venosa provocada, ndo provocada e grupo controle no
momento do diagndstico (DO). As concentragfes de Anti-Xa, PCR, DD e FvW foram
significativamente elevadas nos grupos de trombose (provocada e ndo provocada)

guando comparados aos pacientes saudaveis, Tabela 9.

TABELA 9 - Analise no dia do diagnéstico entre grupos controle de pacientes
saudaveis e grupo com trombose venosa nao provocada e provocada pelo teste de
Kruskal-Wallis. Andlise de grupo ndo provocado versus controle e grupo provocado

versus controle pelo teste de Mann-Whitney.

N, Mediana (Q1;Q3) Mann-Whitney (p-valor)
KruskatWallis

Biomarcador
(p-valor)

Controle x Controle x

Controle Néo Provocado Provocado N&o provocado Provocado
Anti Xa(%) 19 325(143:346) 5 45,0 (36,9 : 62,3) 10 40,2 (32,3 :51,9) 0,016 0,015 0,043
PCR (ng/mL) 9 11383 (329,2;5667, 5  11356,3 (3567,2 ; 13580,2 10 146297 (7500,8 ; 15978,6, 0,003 0,002 0,028
DD (ng/mL) 20 00(00:1557) 5  4210,1(20252;10581,9) 10 79223 (20956 : 14416,0)  <0,001 <0,001 <0,001
PAH. (ng/mL) 9 241(194:278) 5 48,4 (9,1 ; 55,6) 10 44,1 (21,3:56,7) 0,295 ;
TAFI (%) 9 108,7(105,4;115,9 5 109,3 (104,9; 116,4) 10 114,2 (105,9 ; 122,4) 0,567 -
GT (%) 19 158,0(134,9;196,7) 5 73,5 (61,3 ; 167,8) 10 137,5(71,0 ; 170,8) 0,072 -
FVW (%) 9 1064 (91,1;112,0) 5 138,8 (120,4; 155,3) 10 1435 (137,4; 157,1) 0,001 <0,001 0,014

Mediana (Q1;Q3)

Resultados
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5. DISCUSSAO
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As concentracBes séricas dos biomarcadores selecionados ndo mostraram
diferencas entre os grupos provocado e nao provocado no dia do diagndstico,
desafiando as suposicdes prevalecentes sobre as distingdes nos mecanismos
trombaticos entre esses dois grupos.

Neste estudo, dois grupos foram examinados: 10 individuos com trombose
provocada e 5 com trombose ndo provocada. Exames laboratoriais, abrangendo DD,
PAI-1, PCR, FYW, TAFI, GT, Anti Xa, hemograma e coagulograma foram realizados
no dia do diagnostico e novamente 30 dias depois. A investigacdo comparativa dos
niveis de biomarcadores em pacientes com TVP provocada e ndo provocada revelou
resultados convincentes que desafiam as categorizacOes tradicionais de TEV e
defendem uma abordagem mais diferenciada e centrada no paciente.

No entanto, ao considerar a evolucao temporal dos biomarcadores no intervalo
de 30 dias, observou-se que o grupo provocado teve uma reducéo significativa nos
valores de PCR, DD, FvW, leucécitos juntamente com um aumento no Anti Xa. Esta
mudanca dindmica nos niveis de biomarcadores sugere uma resposta distinta a
trombose no grupo provocado ao longo do tempo. Estas alteracdes evolutivas dos
marcadores ndo foram encontradas no grupo nao provocado, onde 0s niveis
plasmaticos permaneceram relativamente estaveis entre os dois momentos.

Ao comparar 0s grupos provocado e nao provocado, a diferenca foi encontrada
nos valores de delta (DO i D30), especificamente nos niveis plasmaticos de FYW. Os
pacientes com TVP provocada exibiram uma queda mais pronunciada nos niveis de
FvW 30 dias ap6s o inicio do estudo, em comparacéo com os seus homoélogos nao
provocados. Esta distincgdo destaca a necessidade de uma avaliacdo mais

individualizada baseada na evolucdo temporal de biomarcadores especificos,
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desafiando a dicotomizagdo simplista do TEV em categorias provocadas e nao
provocadas.

O aumento das concentracdes de Anti-Xa, PCR, DD e FvW em pacientes com
trombose (provocada e ndo provocada) em comparacdo com O grupo controle de
pacientes saudaveis reforca a interacédo ja conhecida entre inflamacao e trombose.
Esses biomarcadores inflamatérios auxiliam no diagnéstico de eventos trombdéticos e
também oferecem potencial como indicadores preditivos de recorréncia .

O principal objetivo deste estudo foi obter informacgdes preliminares sobre os
niveis séricos de biomarcadores relevantes em pacientes com TVP provocada e ndo
provocada, visando aprimorar a avaliacdo e o tratamento do TEV. Além disso,
buscamos avancar além da classificacao binaria convencional do TEV, defendendo
uma abordagem personalizada, que leve em consideragdo os fatores de risco
individuais de cada paciente.

Os termos "provocado” e "ndo provocado” foram criticados com esta dupla
designacao pois muitos pacientes podem existir dentro de um espectro de gravidade
dos fatores de risco, apesar de estarem incluidos em um grupo ou outro "), Pacientes
com TEV nao provocado apresentam alto risco de recorréncia. Contudo, 0 conceito
de que todos os pacientes com TEV provocado sao considerados geralmente com
baixo risco de recorréncia pode ser enganoso. Pacientes com TEV provocado por
fatores menores persistentes, como insuficiéncia cardiaca, imobilidade e passageiros
de viagens prolongadas frequentes apresenta um risco cumulativo de 15% ao longo
de cinco anos, em comparacao com 3% ao longo de cinco anos em pacientes com
TEV provocado por um fator de risco maior, como cirurgia ortopédica (3.

Os resultados do nosso estudo também ressaltam a importancia de considerar

mudancas temporais nos niveis de biomarcadores, particularmente no grupo
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provocado, onde alteracdes estatisticamente significativas foram evidentes dentro de
um periodo de 30 dias.

De um modo geral, no nosso estudo, os valores dos biomarcadores
encontrados no grupo provocado sdo maiores do que o ndo provocado, o que pode
estar relacionado nesse caso a uma maior carga trombotica/inflamatoria uma vez que
esse grupo de pacientes teve um maior nimero de veias proximais acometidas em
relagéo ao grupo néo provocado. Em geral, a trombose provocada pode resultar em
uma carga trombotica mais previsivel e relacionada ao evento desencadeante
especifico. Em contraste, a trombose ndo provocada pode ser mais imprevisivel por
ocorrer sem um evento precipitante ébvio 4.

Os achados deste estudo encontram consonancia na diretriz da Sociedade
Europeia de Cardiologia (ESC) de 2019 que sugere que os médicos abandonem a
dicotomizacéo do TEV, preferindo uma avaliacdo mais individualizada com base nos
fatores de risco do paciente (14, Esta abordagem esta alinhada com 0s nossos
resultados destacando a necessidade de uma abordagem personalizada ao
tratamento anticoagulante em pacientes com trombose, independentemente de a
trombose ser provocada ou néo.

O presente estudo apresenta limitagdes, principalmente o pequeno tamanho
da amostra em cada grupo, tornando-o um projeto piloto. Também é importante notar
gue comorbidades prévias como hipertensdo e doenca arterial coronariana, foram
mais prevalentes no grupo néo provocado, o que pode levar ao viés de biomarcadores.
Além disso, como foi projetado e aprovado como um estudo prelimiar, houve uma
restricdo do Conselho de Revisdo Institucional que limitou o niumero de voluntarios
saudaveis recrutados, o que significa que o grupo controle foi considerado como

referéncia. Embora os resultados fornecam informacgdes valiosas, a generaliza¢do dos

Discussao



61

resultados pode ser limitada. Pesquisas futuras com coortes maiores sdo necessarias
para validar e ampliar as implicacGes deste estudo.

Apesar destas limitacbes, este estudo apresenta, até onde sabemos,
evidéncias preliminares sobre o perfil de biomarcadores de pacientes com TVP
provocada e nao provocada. Estes achados podem servir como base para pesquisas
futuras, ressaltando a importancia de considerar os fatores de risco individuais em vez
de uma classificacao dicotbmica. Essa abordagem personalizada tem o potencial de
influenciar ndo apenas as decisdes terapéuticas, mas também outros aspectos
clinicos, como a elaboracdo de formularios de registro eletrdnico e o fornecimento de
informacgdes relevantes ao paciente.

O artigo resultante deste projeto foi aceito para publicacéo no periddico Journal
of Clinical and Applied Thrombosis/Hemostasis em fevereiro de 2024. A publicagdo

esta apresentada em APENDICE.
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6. CONCLUSOES
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N&o foram observadas diferencas significativas nos niveis de biomarcadores
entre 0os grupos de TVP provocada e ndo provocada. Essas diferencas foram
encontradas na analise pacientes com trombose em comparacdo ao plasma de
voluntarios sadios. Este estudo sugere ser necessaria uma avaliacao individualizada
da trombose e do tratamento do TEV, destacando a importancia de considerar os
fatores de risco individuais. Sugere também que a terminologia trombose provocada
e nado provocada talvez seja inadequada. Coortes maiores sd0 necessarias para
validar esses achados e definir melhor o uso mais adequado desses marcadores

moleculares.
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RESUMO

TAVARES, Isabela Rodrigues. ESTUDO COMPARATIVO DE BIOMARCADORES
EM TROMBOSE VENOSA PROFUNDA PROVOCADA E NAO PROVOCADA.
(Dissertagéo). Sdo Paulo: Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de S&o
Paulo; 2024.

Introducdo: O tromboembolismo venoso (TEV), incluindo a trombose venosa
profunda (TVP) e a embolia pulmonar (EP), representa um desafio substancial a
saude. Os casos de TVP provocados e ndo provocados acarretam riscos e
consideracdes de tratamento distintos. Reconhecendo as limitacdes desta
classificacdo, os marcadores moleculares podem melhorar a precisdo diagnostica e
orientar a duracdo da terapia anticoagulante com base na histéria do paciente e nos
fatores de risco. Objetivo: Analisar comparativamente 0s niveis séricos dos
biomarcadores em pacientes com TVP ndo provocada em relacdo ao grupo de
pacientes com TVP provocada. Métodos: Este é um estudo de coorte prospectivo,
aberto e preliminar, realizado incluindo 15 pacientes (10 TVP provocada, 5 TVP néao
provocada) e um grupo de controle de individuos plasméaticos saudaveis. Os niveis
plasmaticos de nove biomarcadores foram medidos no momento do diagnostico (linha
de base, dia 0, D0) e apés 30 dias (dia 30 - D30). Dados demograficos dos pacientes,
dados clinicos e concentracfes de biomarcadores foram analisados. Resultados: As
concentracdes seéricas de dimero D, fator de von Willebrand, proteina C reativa e Anti-
Xa foram elevadas nos grupos com TVP no DO em comparacdo aos controles. Nao
foram observadas diferencas significativas entre os grupos provocados e nao
provocados no dia do diagnostico e 30 dias depois. Ao longo de 30 dias, 0 grupo

provocado apresentou alteracdes significativas nos biomarcadores relacionados a
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avaliagdo temporal. Conclus&o: N&o foram observadas diferengas significativas no
perfil de biomarcadores entre grupos de TVP provocada e ndo provocada. Este estudo
€ indicativo do conceito de avaliacdo individualizada da trombose e posterior
tratamento do TEV. Coortes maiores sdo necessarias para validar essas descobertas

e definir melhor o uso mais apropriado dos marcadores moleculares.

Palavras Chave: Trombose e embolia, Trombose venosa profunda, biomarcadores,

fatores de risco, mediadores da inflamacéo, fatores de coagulagdo sanguinea
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ABSTRACT

TAVARES, Isabela Rodrigues. BIOMARKERS PROFILE IN
PROVOKED VERSUS UNPROVOKED DEEP VENOUS THROMBOSIS.
(Dissertation). Sao Paulo: School of Medical Sciences of Santa Casa de S&o Paulo;
2024.

Introduction: Venous thromboembolism (VTE), including deep venous thrombosis
(DVT) and pulmonary embolism (PE), represents a substantial healthcare challenge.
Provoked and unprovoked DVT cases carry distinct risks and treatment
considerations. Recognizing the limitations of this classification, molecular markers
may enhance diagnostic precision and guide anticoagulation therapy duration relying
on patient history and risk factors. Objective: To comparatively analyze the serum
levels of biomarkers in patients with unprovoked DVT in relation to the group of patients
with provoked DVT. Methods: This is a preliminary, open-label, prospective cohort
study was conducted including 15 patients (10 provoked DVT, 5 unprovoked DVT) and
a control group of health plasmatic subjects. Plasma levels of nine biomarkers were
measured at diagnosis (baseline, day 0, D0O) and after 30 days (day 30 - D30). Patient
demographics, clinical data, and biomarkers concentrations were analyzed. Results:
Serum concentrations of D-dimer, von Willebrand factor, C-reactive protein, and Anti-
Xa were elevated in DVT groups at DO compared to controls. No significant differences
were observed between the provoked and unprovoked groups on the day of diagnosis
and 30 days later. Over 30 days, the provoked group exhibited significant biomarker
changes related to temporal assessment. Conclusion: No significant differences were
noted in the biomarker profile between provoked and unprovoked DVT groups. This

study is indicative of the concept of individualized thrombosis assessment and
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subsequent treatment for VTE. Larger cohorts are warranted to validate these findings

and further define most appropriate use of the molecular markers.

Keywords: Thrombosis and embolism, deep vein thrombosis, biomarkers, risk factors,

mediators of inflammation, blood clotting factors
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ANEXO 1

PARECER DO COMITE DE ETICA E PESQUISA

INSTITUTO DANTE ) Plataforma
PAZZANESE DE CARDIOLOGIA %oﬂ

Imehtuta CANTE PATTANE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO COMPARATIVO DE BIOMARCADORES EM TROMBOSE VENOSA
PROFUNDA PROVOCADA E NAO PROVOCADA

Pesquisador: ISABELA RODRIGUES TAVARES

Area Tematica:

Versao: 6

CAAE: 40421120.2.0000.5462

Instituicao Proponente: Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia - SP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.719.821

Apresentacgao do Projeto:

N° DO PROTOCOLO DO CEP:5124

As informagdes elencadas nos campos "Apresentagdo do Projeto”, "Objetivo da Pesquisa" e "Avaliacdo dos
Riscos e Beneficios" foram retiradas do arquivo Informagdes Basicas da Pesquisa”

De acordo com os pesquisadores:

Resumo:

A doenca tromboembdlica venosa (TEV) compreende a trombose venosa profunda (TVP) eembolia
pulmonar (EP). A TVP caracteriza-se pela

formacgédo de trombos no sistema venosoprofundo e acomete os membros inferiores em 80 a 95% dos
casos. As principais complicagbesassociadas

a essa doenga sdo a embolia pulmonar e a insuficiéncia venosa crénica/sindromepoés-trombética. O manejo
de pacientes com TEV e a duragdo do

tratamento leva emconsideracdo a presenc¢a ou auséncia de eventos provocadores, fatores de risco
pararecorréncia, sangramento e as

caracteristicas clinicas individuais de cada paciente. Haevidéncias crescentes da associagdo de
biomarcadores séricos especificos pode auxiliar

nodiagnéstico, na determinagado do tempo de tratamento e a identificar os pacientes com maioreschances
de recorréncia. O objetivo desse estudo é

a avaliacdo laboratorial comparativa dosniveis séricos de biomarcadores inflamatérios e pré-
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trombéticos em pacientes com trombosevenosa

profunda provocada e ndo provocada. Este estudo prospectivo sera realizado com umn= 30 composto por
pacientes com TVP confirmado por

ultrassom Doppler. Esses participantesserdo categorizados em dois grupos: TVP provocada e ndo
provocada, de acordo com seusdados

epidemiolégicos. Os valores de biomarcardores plasmaticos dos dois grupos serdocomparados entre o dia
do diagnéstico e apés 30 dias de

tratamento. Os seguintes marcadoresserdo testados: contagem de leucécitos, D-dimero, Interleucinas (IL-
1alpha, IL-1Beta, IL-2, IL-4,IL-6, IL-8, IL10), P-selectina, E-selectina, Fibrinogénio, Fator de Crescimento
Endotelial (VEGF),Fator de Necrose Tumoral (TNF), Micropartitulas (MP),

Complexo Trombina-Antitrombina(TAT), Antitrombina (AT), Proteina S, Fator de von Willebrand (VWF) e
Proteina Quimiotatica deMonécito 1 (MCP1). Dados sugerem que os niveis séricos dos marcadores
inflamatérios e pré-trombéticos no grupo de pacientes com TVP nédo provocada sejam

maiores do que no grupo depacientes com TVP provocada, sendo isso devido ao fato do primeiro grupo
apresentar umamaior carga trombética e

maior probabilidade de recorréncia do TEV. Entretanto, esses dadosprecisam ser confirmados e validados.
A identificacdo de biomarcadores

alterados em cada umdos grupos de pacientes pode gerar novas ferramentas para o manejo e diagndsticos
dessegrupo de pacientes.

Objetivo da Pesquisa:

De acordo com os pesquisadores:

Objetivo Primario:

Comparar os niveis séricos dos biomarcadores encontrados em pacientes comtrombose venosa provocada
e na trombose venosa ndo provocada.

Objetivo Secundario:

Identificar os principais biomarcadores alterados na trombose venosaprofunda. Determinar o comportamento
dos biomarcadores apéds tratamento da

TVPcom anticoagulantes os correlacionando com eventos adversos e eventos adversossérios. Avaliar se os
niveis séricos de biomarcadores em

pacientes comtrombose venosa profunda provocada diferem dos encontrados na trombose venosanao
provocada.
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Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

De acordo com os pesquisadores:

Riscos:

Como em toda pesquisa, essa também apresenta o risco de quebra da confidencialidade e de
constrangimento do paciente durante a abordagem e

convite de participagdo no estudo.

Beneficios:

Os beneficios diretos aos participantes sdo poucos, entretanto, eles contribuirdo para melhor compreenséo
dos niveis de marcadores moleculares e,

como consequéncia no melhor manejo com esses pacientes.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

o Projeto intitulado: ESTUDO COMPARATIVO DE BIOMARCADORES EM TROMBOSE VENOSA
PROFUNDA PROVOCADA E NAO PROVOCADA preenche os requisitos fundamentais da Resolugdo CNS
466 de 12 de Dezembro de 2012, sobre as Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos, do Conselho Nacional de Saude / Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e as Boas
Praticas de Pesquisa Clinica do ICH-GCP.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

A documentacgao esta de acordo com o que se & necessario para analise neste CEP.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
PENDENCIA ATENDIDA

1) PROTOCOLO DE PESQUISA - AREA TEMATICA

A pesquisadora responsavel selecionou na Plataforma Brasil a area tematica “Pesquisas com coordenagao
e/ou patrocinio originados fora do Brasil, excetuadas aquelas com copatrocinio do Governo Brasileiro”.
Essa area tematica devera ser selecionada para os seguintes casos: (1) o estudo possui coordenagao
estrangeira; OU (2) possui patrocinio estrangeiro (patrocinador principal — responsavel pela maior parte do
orgamento da pesquisa).

Segundo o Projeto Detalhado (01_Projeto_|sabela_version_v4_Feb_10_2022_limpo”, trata-se de um
mestrado, no curso de Pés-Graduagdo da Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa. Assim, o
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estudo ndo se enquadra como coordenagéo estrangeira.

Ao analisar o orgamento do estudo (PB_INFORMACOES_BASICAS_1951602_E1), identificou-se que a
pesquisador NAO apresentou a previsdo de gastos com a etapa de envio e analise de amostras biolégicas
no exterior, informando apenas um orgcamento de R$ 75,00 (materiais de escritério). Impossibilitando a
caracterizagdo do patrocinio estrangeiro do estudo.

Segundo o item 11.11 da Resolugdo CNS n° 466 de 2012, denomina-se patrocinador toda pessoa fisica ou
juridica, publica ou privada que APOIA a pesquisa, mediante acdes de financiamento, infraestrutura,
recursos humanos ou apoio institucional.

Nesse sentido, se a pesquisa possui patrocinio estrangeiro (isto €, entende-se que os gastos para o
transporte e analise das amostras no exterior sdo superiores a R$ 75,00), é necessario apresentar nova
folha de rosto, com o campo “Patrocinador Principal” devidamente preenchido pela instituicdo Universidade
de Loyola. Ressalta-se que, nos casos em que o patrocinador for uma agéncia de fomento, ndo é
necessaria a assinatura no campo patrocinador.

Resposta:

1-Realmente o estudo ndo se enquadra como coordenagdo estrangeira ou possui patrocinio estrangeiro e,
portanto, a Area Tematica foi alterada na Plataforma Brasil conforme orientagéo do revisor. PENDENCIA
ATENDIDA

2-0 orgamento do estudo foi revisado de forma a atender as orientagdes do revisor.
O estudo tem financiamento préprio da investigadora que é responsavel pelo custeio da exportagcdo das
amostras de plasma do Brasil para Chicago — EUA e de material de escritério (impressdes).

Ja a dosagem de marcadores inflamatérios e pré-trombéticos em amostras de plasma coletadas dos
participantes do estudo sera realizada como cooperagao técnico-cientifica nos Laboratorios de Pesquisa em
Hemostasia & Trombose do Prof. Jawed Fareed, Departamento de Patologia do Centro Medico da
Universidade de Loyola, Chicago — USA. O Prof. Fareed tem reconhecida importancia mundial na avaliagdo
de biomarcadores na area de trombose e hemostasia, sendo colaborador em varios projetos do grupo em
que o projeto de pesquisa esta sendo realizado e tem longo histérico de publicagdes com o grupo como co-
autor. Dessa forma, a andlise dos marcadores sera realizada
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no laboratério do Prof. Fareed como atividades de rotinacolaboragao cientifica e os custos dos reagentes
sera de responsabilidade do colaborador. Essa colaboragédo foi formalizada em carta assinada pelo Prof.
Fareed (carta de colaboragdo apresentada como anexo no arquivo do projeto.).PENDENCIA ATENDIDA

2) PROTOCOLO DE PESQUISA - CONSTITUIGAO OU PARTICIPAGAO EM BIORREPOSITORIO

No protocolo de pesquisa ndo consta o documento firmando o acordo entre as instituicées participantes,
contemplando formas de operacionalizagdo, compartilhamento e utilizacdo do material biolégico humano
armazenado em biorrepositério, inclusive a possibilidade de dissolugédo futura da parceria e a consequente
partilha e destinagdo dos dados e materiais armazenados.

Norma ética: Resolugdo CNS n° 441 de 2011, itens 13 e 13.1.

Resposta: O documento com as informagdes sobre a constituicdo e participacdo em biorrepositério foi
preparado conforme a orientagdo e assinado pelos representantes das instituigdes participantes e
encaminhado na Plataforma Brasil. PENDENCIA ATENDIDA

3) PATENTEAMENTO E COMERCIALIZAGAO - INSTITUIGAO ESTRANGEIRA

No protocolo de pesquisa ndo consta o compromisso da instituicdo destinataria no exterior quanto a
vedacdo do patenteamento e da utilizagdo comercial do material biolégico humano armazenado em
biorrepositério. E necessario encaminhar esse documento na Plataforma Brasil.

Norma ética: Norma Operacional CNS n° 001 de 2013, Anexo I, Item 3 e Resolugdo CNS n° 441 de 2011,
Item 16.

Resposta: No item 2 do documento com as informagdes sobre a constituicdo e participagdo em
biorrepositério foi incluida a informagéo “O plasma enviado sera para uso exclusivo com finalidade
académica e restrito ao presente projeto de pesquisa. E vedado o patenteamento e a utilizagdo do material
armazenado para outras finalidades.”"PENDENCIA ATENDIDA

4) ORCAMENTO
Todos os protocolos de pesquisa devem conter, obrigatoriamente, or¢camento que detalhe os recursos,
fontes e destinagao, incluindo a previsdo de orgamento das etapas realizadas fora do
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Brasil. Incluindo o orgamento das etapas que serdo realizadas na instituicdo no exterior, independentemente
de o pesquisador ser ou ndo a fonte custeadora do gasto.

E necessario seja apresentado na Plataforma Brasil o orgamento financeiro detalhado, que especifique
TODOS os recursos, as fontes e a destinagao.

Resposta: O Orgamento financeiro foi revisado conforme orientagdo do revisor e encaminhado na
Plataforma Brasil. PENDENCIA ATENDIDA

5) TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - Titulo:
“02_TCLE_TVP_v3_10_Fev_2021_limpo".

1. ASSISTENCIA

No TCLE néao consta a informagao sobre a garantia de assisténcia integral, gratuita e pelo tempo que for
necessario. A assisténcia engloba o ato no qual o pesquisador, patrocinador e instituicdo se responsabilizam
pelo atendimento as complicagées e danos decorrentes da pesquisa. A assisténcia deve ser oferecida sem
onus de qualquer espécie ao participante da pesquisa, em todas as situagcdes em que seja necessaria, pelo
tempo que for necessario. Trata-se apenas de informar, no TCLE, que o participante de pesquisa possui
esse direito. Norma ética: Resolugdo CNS n° 466 de 2012, item IV.3.c

Resposta: O TCLE foi revisado conforme orientagdo do revisor.

No item “Introdugdo” agora consta: “(...) Nao sera cobrado nada e ndo havera gastos para vocé com a sua
participacé@o no estudo. Esta prevista em norma ética, resolucdo CNS n° 466 de 2012, item IV.3.h, que vocé
como participante de uma pesquisa clinica podera buscar indenizagdo por danos decorrentes da pesquisa
caso se sinta prejudicado. Além disso, o participante da pesquisa e seu acompanhante ndo arcardo com
nenhum dos custos gerados pelo estudo e esta assegurado pelo pesquisador o ressarcimento de todos os
gastos que possam ter em decorréncia do estudo.”. PENDENCIA ATENDIDA

6) TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - MATERIAL BIOLOGICO — CITAGAO DE
RESOLUGAO Lé-se na pagina 2 de 4: “Armazenamento, utilizagdo e destino final das amostras de sangue”:
Oarmazenamento dessas amostras obedecera aos requisitos estabelecidos na RESOLUCAO N° 441 DE 12
DE MAIO DE 2011 do Conselho Nacional de Salde, para o armazenamento de material biolégico humano”.
(Destaque nosso).
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Cabe ao pesquisador inserir, no TCLE, o pedido de autorizagdo para a coleta, o depésito, o
armazenamento, a utilizagdo e o destino final do material humano. Nao se considera adequado apenas citar
que o estudo segue a Resolugdo de forma genérica, sem disponibilizar a informacéo necessaria. Nao cabe
ao participante procurar as informagdes em Resolucdo. E necessario, também, descrever no TCLE os
procedimentos que serdo realizados na pesquisa, pontuando quais as analises que serdo realizadas nas
amostras biolégicas e o objetivo de cada

analise (por exemplo: TGO e TGP - para saber a fungdo do seu figado). (Item IV.3.a da Resolugdo CNS
n°466 de 2012)." Norma ética: Resolugdo CNS n° 466 de 2012, item |V.3.a e Resolugcdo CNS n.° 441 de
2011, item 6.

Resposta: O TCLE foi revisado conforme orientag&o do revisor. PENDENCIA ATENDIDA

7) TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - AMOSTRA BIOLOGICA - RETIRADA DE
CONSENTIMENTO

O TCLE deve informar que a retirada do consentimento de guarda de amostras biolégicas e /ou dados
genéticos humanos armazenados em bancos devera ser realizada por escrito e assinada, podendo dar-se a
qualquer tempo, com validade a partir da data da comunicagdo da decisdo, esclarecendo também que o
participante de pesquisa tem o direto de retirar seus dados genéticos de bancos onde se encontrem
armazenados.

E necessario informar ao participante de pesquisa que a retirada do consentimento de guarda das amostras
biolégicas humanas armazenadas devera ser realizada POR ESCRITO E ASSINADA, podendo dar-se a
qualquer tempo, sem prejuizo ao participante da pesquisa, com validade a partir da data da comunicacgédo da
decisdo. Norma ética: Resolugcdo CNS n° 441 de 2011, itens 10 e 10.1.

Resposta: O TCLE foi revisado conforme orientacdo do revisor. PENDENCIA ATENDIDA

8) TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - RISCOS

Lé-se: Na pagina 3 de 4, item “Possiveis efeitos adversos e desconfortos”: “Toda a pesquisa clinica
realizada apresenta o risco de perda de confidencialidade, [...]. Além disso, ha o DESCONFORTO gerado
pela realizacdo dos procedimentos do estudo (exame de ecodoppler e coletas de sangue periférico), bem
como durante as visitas previstas no estudo”. (Destaque nosso). Para o Sistema CEP/Conep néo existe
pesquisa livre de risco. E necessario observar que risco é qualquer possibilidade de danos a dimens&o
fisica, psiquica, moral, intelectual, social, cultural ou espiritual
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do ser humano, em qualquer pesquisa e dela decorrente.

Assim, é necessario que sejam descritos no TCLE, os possiveis desconfortos e riscos decorrentes da
participagdo na pesquisa, podendo-se citar os riscos inerentes a manutengao de sigilo e a confidencialidade
durante a coleta e uso dos dados.

Resposta: O TCLE foi revisado conforme orientagéo do revisor. PENDENCIA ATENDIDA

9) TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - INDENIZAGAO

Lé-se na pagina 1 de 4, item “Introducao”: “N&o sera cobrado nada, ndo havera gastos e ndo estéo previstos
ressarcimentos OU INDENIZAGOES”. (Destaque nosso).

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ndo deve conter ressalva que negue a responsabilidade do
pesquisador ou que implique ao participante da pesquisa renunciar a seus direitos, incluindo o direito de
buscar indenizagdo por danos eventuais. Assim, é necessario que o TCLE apresente essa garantia, isto é, o
direito a buscar indenizagdo por danos decorrentes da pesquisa.

Norma ética: Resolugdo CNS n° 466 de 2012, item IV.3.h).

Resposta: O TCLE foi revisado conforme orientagéo do revisor. PENDENCIA ATENDIDA

10) TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - ACESSO A RESULTADO DE EXAME

No TCLE n&o constam as informagdes sobre a garantia de acesso aos resultados dos exames realizados na
pesquisa.

E necessario informar no TCLE que o pesquisador responsavel dara acesso aos resultados de exames e de
tratamento ao médico do participante ou ao préprio participante sempre que solicitado e/ou indicado. E essa
informacgao nédo esta descrita no TCLE desse estudo.Norma ética: Resolugdo CNS n° 441 de 2011, item
5.11.b e consenso da Conep, com base em analogia ao disposto no item 111.2.1 da Resolugdo CNS n.° 251 de
1997.

Resposta: O TCLE foi revisado conforme orientag&o do revisor. PENDENCIA ATENDIDA
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11) TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - RESSARCIMENTO

Lé-se na pagina 1 de 4, item “Introdug&o”: “N&o sera cobrado nada, ndo havera gastos e NAO ESTAO
PREVISTOS RESSARCIMENTOS ou indenizagdes”. (Destaque nosso).

Deve ser assegurado de forma clara e afirmativa o ressarcimento de todos os gastos que o participante e
seu(s) acompanhante(s) possam ter em decorréncia de sua participagdo na pesquisa. Entende-se que em
alguns estudos ndo ha a previsdo de gastos, pelo participante, com os procedimentos da pesquisa. Mas,
caso eles ocorram, € importante esclarecer que o participante da pesquisa e seu acompanhante nao
arcardao com nenhum dos custos gerados pelo estudo. Norma ética: Resolugdo CNS n° 466 de 2012, itens
1111 e IV.3.g.

Resposta: O TCLE foi revisado conforme orientagéo do revisor. PENDENCIA ATENDIDA

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia, de acordo
com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS n° 466 de 2012, resolugdo 510/16 e da Norma Operacional
n° 001 de 2013 do CNS, apds analise das pendéncias em reunido ordindria de 19/10/2022 manifesta-se pela
aprovacao do projeto de pesquisa proposto.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_195160| 23/09/2022 Aceito
do Projeto 2 E1.pdf 09:24:54
Outros Summary.pdf 23/09/2022 |ISABELA Aceito

09:23:10 |RODRIGUES
TAVARES
Outros Biorrepositorio_Portugues.pdf 23/09/2022 |ISABELA Aceito
09:22:41 |RODRIGUES
TAVARES
Outros Biorrepositorio_English.pdf 23/09/2022 |ISABELA Aceito
09:22:02 |RODRIGUES
TAVARES
Projeto Detalhado / |Projeto_|sabela_version_Setembro_202| 23/09/2022 |ISABELA Aceito
Brochura 2.docx 02:12:15 | RODRIGUES
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mo

Investigador Projeto_|sabela_version_Setembro_202| 23/09/2022 | TAVARES Aceito
2.docx 02:12:15
Cronograma Isabela_version_Setembro_2022_CRON 23/09/2022 |ISABELA Aceito
OGRAMA .docx 02:10:14 |RODRIGUES
TAVARES
Outros Carta_resposta_ CONEP_l|sabela_2022. | 23/09/2022 |ISABELA Aceito
docx 02:08:29 |RODRIGUES
TAVARES
TCLE / Termos de | TCLE_TVP_Setembro_2022.docx 23/09/2022 |ISABELA Aceito
Assentimento / 02:00:12 |RODRIGUES
Justificativa de TAVARES
Auséncia
Outros 00_Solicitacao_de_extensao_de_prazo_| 17/08/2022 |Priscila do Prado Aceito
de resposta CONEP.pdf 15:04:45 | Costa
Outros 00_Solicitacao_de_extensao_de_prazo_| 17/08/2022 |Priscila do Prado Aceito
de resposta CONEP.docx 15:03:52 | Costa
Projeto Detalhado / [01_Projeto_lIsabela_version_v4_Feb_10| 27/05/2022 |Priscila do Prado Aceito
Brochura _2022_limpo.pdf 16:21:26 |Costa
nvestigador
Qutros 00_oficio_emenda_1_lsabela_Feb_2022| 27/05/2022 |Priscila do Prado Aceito
.docx 16:19:43 | Costa
Qutros 00_Carta_de_submissao.docx 27/05/2022 |Priscila do Prado Aceito
16:19:25 | Costa
Outros 03_lIsabela_letters_J_Fareed_Nov_1_1.| 27/05/2022 |Priscila do Prado Aceito
pdf 16:17:46 | Costa
TCLE / Termos de [02_TCLE_TVP_v3_10_Fev_2021_limpo| 27/05/2022 |Priscila do Prado Aceito
Assentimento / pdf 16:17:22 |Costa
Justificativa de
Auséncia
Outros 00_Carta_de_submissao.pdf 27/05/2022 |Priscila do Prado Aceito
16:14:06 | Costa
Cronograma 04_Cronograma.pdf 27/05/2022 |Priscila do Prado Aceito
16:13:47 | Costa
Qutros 03_Carta_biorrepositorio_instituicao_tra | 20/05/2022 |ISABELA Aceito
duzido.docx 14:31:17 |RODRIGUES
TAVARES
Outros 03_Carta_biorrepositorio_instituicao_ingl| 20/05/2022 |ISABELA Aceito
es.docx 14:31:02 |RODRIGUES
TAVARES
TCLE / Termos de |02_TCLE_TVP_v3_10_Fev_2021_limpo| 20/05/2022 |ISABELA Aceito
Assentimento / .docx 14:30:07 |RODRIGUES
Justificativa de TAVARES
Auséncia
TCLE / Termos de |02_TCLE_TVP_v3_10_Fev_2021_altera] 20/05/2022 |ISABELA Aceito
Assentimento / coes_destacadas.docx 14:29:50 |RODRIGUES
Justificativa de TAVARES
Auséncia
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Projeto Detalhado / |01_Projeto_lIsabela_version_v4_Feb_10| 20/05/2022 |ISABELA Aceito

Brochura _2022_limpo.docx 14:27:13 |RODRIGUES

Investigador TAVARES

Projeto Detalhado / |01_Projeto_Isabela_version_v4_Feb_10| 20/05/2022 |ISABELA Aceito

Brochura _2022.docx 14:26:09 |RODRIGUES

Investigador TAVARES

Folha de Rosto FOLHA_ROSTO_IRT .pdf 18/11/2020 |Elizabeth Rodrigues | Aceito

20:48:58

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

SAO PAULO, 25 de Outubro de 2022

Assinado por:

Pedro Silvio Farsky
(Coordenador(a))
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Biomarkers Profile in Provoked Versus
Unprovoked Deep Venous Thrombosis

Isabela Rodrigues Tavares"z, Roberto Augusto Caﬁ'aro',
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GQ2 Abstract

GQ4 Venous thromboembolism (VTE), including deep venous thrombosis (DVT) and pulmonary embolism (PE), represents a substan-

GQs tial healthcare challenge. Provoked and unprovoked DVT cases carry distinct risks and treatment considerations. Recognizing the
limitations of this classification, molecular markers may enhance diagnostic precision and guide anticoagulation therapy duration
relying on patient history and risk factors. This preliminary, open-label, prospective cohort study was conducted including 15
patients (10 provoked DVT and 5 unprovoked DVT) and a control group of healthy plasmatic subjects. Plasma levels of 9 bio-
markers were measured at diagnosis (baseline, day 0, and D0) and after 30 days (day 30-D30). Patient demographics, clinical data,
and biomarker concentrations were analyzed. Serum concentrations of D-dimer, von Willebrand factor, C-reactive protein, and
Anti-Xa were elevated in DVT groups at DO compared to controls. No significant differences were observed between the pro-
voked and unprovoked groups on the day of diagnosis and 30 days later. Over 30 days, the provoked group exhibited significant
biomarker changes related to temporal assessment. No significant differences were noted in the biomarker profile between pro-
voked and unprovoked DVT groups. This study is indicative of the concept of individualized thrombosis assessment and subse-
quent treatment for VTE. Larger cohorts are warranted to validate these findings and further define the most appropriate use of
the molecular markers.

Keywords
venous thromboembolism, thrombosis biomarkers, provoked and unprovoked deep venous thrombosis, risk factors, thrombo-
inflammation
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Introduction
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AQ3
Venous thromboembolism (VTE), which includes deep venous

thrombosis (DVT) and pulmonary embolism (PE), represents a
substantial global burden in terms of morbidity and mortality."
Data from 2021 suggests the occurrence of nearly 10 million
cases worldwide, with an annual incidence of 1 to 2 cases per
1000 population, rising exponentially with age for both men
and women.?

DVT varies between provoked and unprovoked instances.
Provoked DVT results from a temporary environmental risk
factor, such as surgery, trauma, immobilization, pregnancy, or
puerperium. Unprovoked DVT occurs without any discernible

AQ1 provoking risk factors.>*
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Patients with provoked DVT exhibit a reduced risk of recur-
rence when compared to individuals with unprovoked DVT®
Individuals with unprovoked PE exhibit elevated Wells scores
and a more significant thrombotic burden when contrasted
with provoked PE cases.” A first occurrence of unprovoked iso-
lated DVT carries 2.1 times higher recurrent VTE episodes than
a first episode of unprovoked PE.® This suggests that there may
be variations in the natural progression and outcomes of pro-
voked and unprovoked VTE.’

The duration of treatment for VTE varies based on whether it
is provoked or unprovoked. Guidelines have long advised a
3-month treatment period for VTE provoked by a reversible
risk factor or a first unprovoked isolated distal DVT, given
the low risk of recurrences.”'” In contrast, patients with unpro-
voked proximal DVT or PE are recommended to undergo
extended or indefinite-duration anticoagulation therapy due to
the increased risk of recurrences.>'' Despite the influence of
this classification on clinical decisions, it still relies mainly on
the precise collection of patient history and is susceptible to
memory and information biases.

Nevertheless, it is known that recognizing molecular markers
can aid in diagnosis, determining the duration of anticoagulant
therapy, and forecasting the thrombus’ biological activity when
caring for high-risk patients who may gain from extended
anticoagulation.'!?

Markers such as D-dimer,'* von Willebrand factor (VWF),15
C-reactive protein (CRP),'® thrombin generation (TG)," plas-
minogen activator inhibitor 1 (PAI-1),'® thrombin-activatable
fibrinolysis inhibitor (TAFI),'” and neutrophil-to-lymphocyte
ratio (NLR) and platelet-to-lymphocyte ratio (PLR)**?! have
been linked to outcomes in the treatment of VTE and the risk
of recurrences. Additional markers, such as the anti-factor Xa
(Anti-Xa), while not yet established to provide reliable out-
comes, are still employed in clinical practice as indicators for
anticoagulation therapy.?%?

To the best of our understanding, no previous studies have
assessed the distinct biomarker profile of provoked and unpro-
voked DVT cases. In this study, we introduce a preliminary pro-
spective cohort of 20 patients to examine the serum levels of 9
biomarkers at diagnosis and after 30 days of follow-up in both
provoked and unprovoked DVT patient groups to establish a
comparative biomarker profile for these patients.

Methods

Study Design and Patient Enrolment

This was a preliminary, open-label, prospective cohort study com-
prising 2 follow-up arms: one for provoked DVT and another for
unprovoked DVT, with a control group consisting of healthy indi-
viduals. Patient recruitment occurred between February and
December 2022 at the Vascular Ultrasound Department of the
Dante Pazzanese Cardiology Institute in Sdo Paulo, Brazil.

A control group was included exclusively for plasmatic
assessments, utilizing plasma from healthy volunteers produced
by George King Biomedical, Inc. (Overland Park, KS, USA).

The laboratory assessments were conducted at the Hemostasis
& Thrombosis Research Laboratories of Loyola University,
Chicago, USA.

Hyphen Biomed provided the ELISA kit used in this study.
Complete identification of the kit, including the manufacturer
and reference number, was recorded to ensure traceability and
transparency in the experimental process.

This study adhered to the principles outlined in the Helsinki
Declaration and received approval from the Ethics Committee
of the Dante Pazzanese Cardiology Institute under protocol
number 40421120.2.0000.5462. Before participation, all patients
received comprehensive information about the study’s objectives
and procedures, and signed informed consent was obtained from
all participants.

All data was handled confidentially and de-identified.

Patients were included following a positive diagnosis of
lower- or upper-limb DVT, confirmed by a venous Doppler
ultrasound of the limbs after clinical suspicion.

Patients who declined to sign the informed consent form,
those already on therapeutic doses of anticoagulant medication
for DVT for over 48 h before diagnosis, or individuals with
contraindications to anticoagulation, including intracranial
bleeding, active bleeding, active gastroduodenal ulcers, and
blood disorders were excluded from the study.

Demographic and Clinical Data Collection

Upon enrolment, all patient’s medical history, information on
age, gender, race, weight, height, body mass index (BMI), pre-
existing medical conditions, and signs and symptoms of DVT
were collected. Patients were also stratified according to their
Wells score and quality of life (QoL) status as assessed by
the EQ-5D-5L questionnaire.

In a 30-day follow-up visit, patients were reassessed regard-
ing QoL status and interviewed about the use of concurrent
medications and the occurrence of adverse events (AEs) and
serious adverse events (SAEs) during treatment following the
International Society on Thrombosis and Haemostasis (ISTH)
definitions.?*

Serum Biomarker Collection

Serum biomarkers were collected on the day of diagnosis (D0)
and after 30 days of treatment (D30).

The blood samples were adequately collected and stored for
the assessment of D-dimer, von Willebrand factor, C-reactive
protein, thrombin generation, anti-factor Xa; PAI-1, TAFI,
NLR, and PLR.

All blood collections and laboratory analyses were con-
ducted following the Hemostasis & Thrombosis Research
Laboratories guidelines of Loyola University. The frozen
samples were sent on dry ice and arrived at their destination
within 24 to 48 h at the partner laboratory of this research.

The plasma levels of various biomarkers involved in this
study were analyzed using commercially available sandwich
enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA). D-dimer,
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PAI-1 antigen, TAFI (TAFIa), von Willebrand factor (vWF),
C-reactive protein (CRP), thrombin, and coagulation factor X
were sourced from HYPHEN BioMed (Neuville dur Oise,
France). The closed-kit protocol was employed for conducting
the assays for all the studied biomarkers. The citrated plasma
control was obtained from healthy volunteers without comor-
bidities, sourced from the commercial supplier George King
Biomedical, Inc., based in Overland Park, Kansas, USA.

Group Selection

The patients were divided into “Provoked DVT” and
“Unprovoked DVT” groups following the ISTH definitions®
based on their clinical history.

Statistical Analysis

Demographic and clinical data, as well as relative frequencies
and mean values, were presented.

The data for inflammatory biomarkers from the groups of
provoked and unprovoked DVT and the plasmatic control
group were presented with the median and interquartile interval

values. The serum concentration of all biomarkers was com-
pared between groups at DO and D30. In-group concentration
differences between the DO and D30 were also assessed. All
statistical analyses were conducted using the SPSS software,
version 25.0. Due to the small sample sizes, nonparametric
tests were employed for data analysis, with a significance level
set at P<.05. Significant data were represented using boxplots.

Results

Fifteen patients with DVT were assessed, comprising 10 with
provoked venous thrombosis and 5 with unprovoked venous
thrombosis, as presented in the CONSORT diagram, as shown
in Figure 1.

Among patients with provoked venous thrombosis, the most
common comorbidities were hypertension (60%) and diabetes
mellitus (50%), while in the unprovoked group, hypertension
(80%), coronary artery disease (40%), and cardiac insufficiency
(40%) were prevalent. Previous surgeries in the provoked group
were percutaneous coronary angioplasty followed by open peri-
cardiotomy, reconstruction of the ascending aorta and resuspen-
sion of the aortic valve, angiography and debridement of the

20 patients for eligibility assessment

Acute deep vein thrombosis

!

Provoked venous thrombosis (n=13)

v

Unprovoked venous thrombosis (n=7)

Added healthy patients, control group
(maximum value n= 20)

>
>

v

»| Discontinued (n=2)
- 1did not attend the return
- 1death

15 patients evaluated with deep vein thrombosis
(Provoked n = 10 / Unprovoked n = 5)
+
Healthy patients control group

Figure 1. Consort diagram.
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Table |. Demographic Characteristics and Comorbidities of Patients, Quantitative Variables Analyzed Using the Mann-Whitney Test, and

Qualitative Variables Using Fisher’s Exact Test or Chi-Square.

Characteristics Provoked Unprovoked P value
Age years 62.2 (50.1;73.7) 69.8 (55.5; 79.0) A462*
Weight (kg) 68.0 (67.8;87.3) 86.0 (56.5; 106.0) .354*
Height (cm) 161.5 (155.8; 166.3) 174.0 (162.5; 182.5) 057*
Body mass index 26.9 (24.6; 34.5) 31.7 (19.2; 329) 759*
Health perception 50.0 (47.8; 80.0) 50.0 (45.0; 71.0) .750*
Wells score 44 (2.8, 6.0) 3.0 (1.5; 4.5) .750*
Female sex - n (%) 6 (60.0%) 2 (40.0%) .608**
Ethnicity
White 4 (40%) 2 (40.0%) 867
Black 1 (10.0%) | (20.0%)
Other 5 (50.0%) 2 (40.0%)
Previous illnesses
Previous thrombosis 3 (30.0%) | (20.0%) 1000%*
Hypertension 6 (60.0%) 4 (80.0%) .600%*
Diabetes 5 (50.0%) 1 (20.0%) .580%
Renal insufficiency 0 (0.0%) | (20.0%) 333
Coronary artery disease 1 (10.0%) 2 (40.0%) 242%*
Stroke 1 (10.0%) 1 (20.0%) 1000%*
Lung disease 0 (0.0%) 1 (20.0%) .333%*
Cardiac insufficiency 3 (30.0%) 2 (40.0%) 1000%*
Active smoking 2 (20.0%) 1 (20.0%) 1000**
Heart transplant 1 (10.0%) 0 (0.0%) 1000**
Others 8 (80.0%) 1 (20.0%) .089**

Quantitative variables — Median (QI; Q3) — * Mann-Whitney test.
Qualitative variables — N and % — ** Fisher's exact test or *** chi-square.

Table 2. Veins Affected by Deep Vein Thrombosis (DVT) According
to the Provoked and Unprovoked Groups, Analysis Using Fisher’s
Exact Test.

Table 3. Main Symptoms Presented at the Time of Diagnosis,
Analysis Between the Provoked and Unprovoked Groups with
Fisher's Exact Test.

Provoked Unprovoked Provoked Unprovoked

Location of thrombosis N (%) P value ** Symptoms N (%) P-value™
Proximal DVT Spontaneous pain 8(80.0%) 3(60.0%) 0.560

lliac 2(20.0) 0 (0.0) 0.524 Edema 9(90.0%) 3 (60.0%) 0.242

Common femoral 4 (40.0) 1 (20.0) 0.600 Erythema 5(50.0%) 1(20.0%) 0.580

Femoral 4 (40.0) 1 (20.0) 0.600 Cyanosis 3(30.0%) 0 (0.0%) 0.505

Deep femoral 3(30.0) 0(0.0) 0.505 Dilation of the superficial 6 (60.0%) 1(20.0%) 0.282

Subclavian 2 (20.0) 0 (0.0 0.524 venous system

Axillary 2 (20.0) 0 (0.0) 0.524 Temperature increase 4 (40.0%) 1(20.0%) 0.600

Brachial 2 (20.0) 0(0.0) 0.524 Muscle pastment 8(80.0%) 2(40.0%) 0.251
Distal DVT Pain on palpation 8(80.0%) 4(80.0%) 1000

Popliteal 6 (60.0) 2 (40.0) 0.608 —

Tibial anterior 1 (10.0) 0(0.0) 1000 Flher:s eacs test.

Posterior tibial 4 (40.0) 1 (20.0) 0.600

Fibular 5 (50.0) 1 (20.0) 0.580

Muscles 3 (30.0) 4 (80.0) 0.119

**Fisher's exact test.

lower limb for peripheral obstructive arterial disease (PAD),
varicose veins surgery with associated foam sclerotherapy,
and myocardial revascularization for coronary disease. Patient
demographic and clinical characteristics are detailed in Table 1.

The average Wells score in the provoked thrombosis group
was 4.4 and 3.0 in the unprovoked group. Most patients with

provoked and unprovoked DVT (60%) had distal vein involve-
ment. In the provoked thrombosis group, the main veins
affected were popliteal (60.0%) and peroneal (50.0%), and in
the unprovoked group, the muscular veins (80.0%) and the pop-
liteal vein (40.0%). When evaluating each group individually,
the provoked group had more affected proximal veins than
the unprovoked group, as depicted in Table 2 (veins affected
by deep vein thrombosis according to the provoked and unpro-
voked groups, analysis using Fisher’s exact test). Table 3
describes the main symptoms presented at the time of diagnosis,
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PROVOCATING FACTORS
POST OPERATIVE (LESS THAN 30 DAYS) NN
IMMOBILITY (BEDDED OR IMMOBILE FOR A LARGE _
PART OF THE DAY)

HOSPITAL INTERNMENT

VENOUS CATHETER [
HORMONAL THERAPY (CONTRACEPTIVE OR

REPLACEMENT)
ACTIVE CANCER
0 1 2 3 4 5 6
NUMBER OF PATIENTS

Figure 2. Factors that provoked deep vein thrombosis in the provoked group.

and analysis between the provoked and unprovoked groups
with Fisher’s exact test.

The was no difference in QoL status as assessed by the
EQ-5D-5L questionnaire (health perception mean rank 8.25
vs 7.50, P=.750).

The frequency of DVT-provoking factors is listed in
Figure 2.

The analysis of the day of diagnosis between control groups
of healthy patients and those with unprovoked and provoked
venous thrombosis (using the Kruskal-Wallis test) and the
comparison of unprovoked group versus control and provoked
group versus control (using the Mann—-Whitney test) are sum-
marized in Table 4.

Concentrations of Anti-Xa, CRP, D-dimer, and vVWF were
significantly elevated in the thrombosis groups when compared
to healthy patients. Significant differences were observed
between the provoked and unprovoked groups compared to
the control in 4 of the 7 tested biomarkers.

Serum concentration did not differ, at DO, between the pro-
voked and unprovoked groups, as shown in Table 5.

Discussion

The increase in Anti-Xa, CRP, D-dimer, and VWF concentra-
tions in patients with thrombosis (provoked and unprovoked)
compared to the control group of healthy patients reinforces
the already-known interaction between inflammation and
thrombosis. These inflammatory biomarkers aid in diagnosing
thrombotic events and offer potential as predictive indicators
of recurrence.®

Comparative investigation of biomarker levels in patients
with provoked and unprovoked venous thrombosis revealed

compelling results that challenge traditional categorizations of
VTE and argue for a more differentiated, patient-centered
approach. In this study, 2 groups were examined: 10 individuals
with provoked venous thrombosis and 5 with unprovoked
thrombosis. Laboratory tests covering D-dimer, PAI-1, CRP,
vWF, TAFI, thrombin, Anti Xa, blood count, and coagulogram
were performed on the day of diagnosis and again 30 days later.

At baseline, serum concentrations of selected biomarkers
showed no differences between the provoked and unprovoked
groups on the day of diagnosis, challenging prevailing assump-
tions about distinctions in thrombotic mechanisms between
these 2 groups.

However, when considering the temporal evolution of bio-
markers over a 30-day interval, it was observed that the chal-
lenged group had a significant reduction in CRP, D-dimer,
and VWF values, along with an increase in Anti-Xa. This
dynamic change in biomarker levels suggests a distinct
response to thrombosis in the challenged group over time.
These evolutionary marker changes were not found in the
unprovoked group, where biomarker levels remained relatively
stable between the 2-time points.

When comparing the provoked and unprovoked groups, the
most striking difference was found in the delta values (D0-
D30), specifically in plasma vWF levels. Patients with pro-
voked DVT exhibited a more pronounced drop in VWF levels
30 days after baseline compared to their unprovoked counter-
parts. This subtle distinction highlights the need for a more indi-
vidualized assessment based on specific biomarkers’ temporal
evolution, challenging VTE’s simplistic dichotomization into
provoked and unprovoked categories.

The main objective of this study was to obtain preliminary
information on serum levels of relevant biomarkers in provoked
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Table 4. Analysis of the Day of Diagnosis Between Control Groups of Healthy Patients and Those With Unprovoked and Provoked Venous Thrombosis Using the Kruskal- Walis Test. Analysis of Unprovoked Group Versus Control
and Provoked Group Versus Control Using the Mann-Whitney Test.

Mann-Whitney (P
Control Unprovoked Provoked value)
Control
Kruskak-Willis (P Control X x
Biomarker N Medan (Q1;Q3)  95%CI N Medan (QI; Q3) 9% Cl N Modan (QI: Q3) 95% CI value) unprovoked provoked
AndXa (%) 19 325(143:346) BO(140:61.0) 5 450(369:623) 490 (31.0:66.0) 10 402(323:519) 43.0 (33.0: 530) 016 olis 043
PCR(ngml) 9 11383 (329.2; 5667.0) 27760 (3550: 5198.0) 5 113563 (3567.2: 13 5802) 9139.0 (2538.0; 15723.0) 10 14 6297 (7500.8; 15 97856) 11815.0 (7930.0; 15 700.0) 003 002 028
D-dimer (ngml) 20 0.0 (00; 1557) 980 (70;1890) 5 4210.1 (20252 10581.9) 58850 (4160; 13530) 10 79223 (2095.6; 14 4160) 8397.0 (4179.0; 12616.0) <001 <00l <00l
PALI (ng/ml) 9 241 (19.4:278) 40(180:310) 5 484 (9.1:556) 360 (5.0: 66.0) 10 441 (21.3:567) 41.0 (260 560) 25 - -
TAF (%) 9 1087 (1054; 1159) 1100 (1050; 1150) S 1093 (1049; 1164 1100 (101.0: 1200) 10 1142 (1059; 122.4) 1140 (107.0; 121.0) 567 - -
GT (%) 19 1580 (1349; 1967) 1650 (1490; 181.0) S 735 (61.3; 167.8) 1060 (160;1970) 10 1375 (71.0; 1708) 125.0 (84.0; 166.0) on - -
VWF (%) 9 1064 (911;1120) 1050 (910, 1170) 5 1388 (1204; 1553) 1380 (1140: 1620) 10 1435 (137.4; 157.1) 146.0 (1370; 1560) 001 <001 o4
YWF. von factor; PAI-1, activator inhibitor |; NLR. neutrophik-to-lymphocyte ratio; TAFL thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor: PCR, polymerase chain reaction; GT: group testing.
Table 5. Aralysis Using the Mam-Whitney Test of Markers Becween the Provoked and Unprovoked Groups on the Day of Diagnosis and 30 Days Later.
Daghosss (D0) 30th
Bomarker Unprovoked (n=5) Provoked (a = 10) P alue * Unprovoked (1 =5) Provoked (n= 10) Palue *
Ant-Xa (%) 450 (369 23) 49,0 (31.0: 66.0) 402 (12.3:519) 430 (33.0.530) 270 579320790 560 (26.0; 860) 576 (460: 760) 590 (43.0: 540) 759
PCR (ng/ml) 113563 (3567.2: 13 5802) 9130.0 (2538.0; IS 723.0) 146297 (75008; 15 9786) |1 815.0 (7930.0; 1S7000) 221 65750 (4093.0: 10499.0) 71520 (2759.0: 11 5450) 43380 (930.0; 105450) 50610 (1521.0: 8600.0) 270
Ddhmer (ngimL) 42101 (20252: 10581.9) S885.0 (416.0; 11 353.0) 79223 (20956; 144160) 83970 (41790; 126160) 462 27100 (S460:84100) 41240 (—1645.0 98940) 789.9 (186.0; 2048.0) 14730 (~161.0;31080) .178
PALI (ng/mL) 484 (9.1 556) 36.0 (5.0 66.0) 441 (21.3:567) 41.0 260, 56.0) 668 237 (140.73.0) 400 (-140: 93.0) 19.9 (140; 31.0) 300 (10 500) 540
TAR (%) 1093 (1049 1164) 1100 (101.0; 1200) 1142 (1059, 1224) 1140(1070: 1210) 462 1005 (900 109.0) 1000 (86.0; 113.0) 1089 (101.0; 1140) 1080 (1020: 1130) 221
GT (%) 735 (613:1678) 1060 (160 1970) 1375 (710, 1708) 1250 (840. 166.0) 461 319040 1330) 690 (-140; 1520) 748 (590 1450)  980(40. 1470 391
YWE (%) 1388 (1204 1553) 1380 (1140: 1620) 1435 (1374 157.1) 1460 (1370: 1560) 462 1328(1170;1530) 1340 (1120:1570) 1307 (113.0; 1410) 1300 (1110 1480) 713
Hemogobin (3dl) 116 (105; 163) 130 (9.0: 17.0) 126 (108: 147) 129 (113 145) 903 115(100150) 130 (90: 17.0) 127 (110; 140) 128(11.2: 144) 354
Hematocrit (%) 360 (338, 482) 399 (303; 49.6) 380 (33.9: 458) 395 (345, 445) 951 370330 430) 399 (303 496) 376 (350: 420) 390 (34.1: 439) 877
Leukocytes XI0mm?) 69 (40,88) 650495) 90 (82; 11.9) 100 7.1: 128) 086 54(40:60) 65(3.4:95) 66 (50 100) 98 (62: 135) 165
Total lymphocytes 18(12:28 20083.1) 17(13:25) 20(12:28) 903 16(10:20) 20 08:3.1) 15(1.:30) 20(10:30) 877
*10%mm?)

Plxalecs (xI0%mm?) IR0 (131522100 1774 (993: 2555) 2205 (155.0: 261.0) 2089 (1505:2672) 391 1835 (1450:2740) 1774 (99.3;2555) 1940 (183.0;2640) 2095 (1398: 79.1) 99
NR 22(13:2 20(1.1;29) 40 (20 65) 4.1 24.59) o 19(10:30) : 252040) 41(19:62) 355
PR 891 (673 1284) 96.1 (543 1378) 1078 (57.5: 167.0) 1226 (684, 1767( 713 1230 (930 1760) 1281 (790:2220) 1229 (%5 1893) 758
TPRN 10(10; 1.9 10 (08 12) 10 (09: 1.1) 1.0 09. 1.0) 500 1.1(1.0:30) 10(1.01.0) 09 (09; 1.0) 589

053 08: 1.0) 09 08 10) 09 (08: 10) 759 10(10:10)

APTT 9 (0. 09 (07: 1.0) 10(1.0: 1.0)
Fibrinogen (mg/dL) 3699 23044309 339.0 209.0. 4680) 3744 (2973, 5165) 950 @780:5110) 505 3159 (260 361)

08 (07:09)
339.4 (254.0; 3880) 3950 (278.0;: 511.0) 610

WV, von PALI, hibitor |; PLR, platlet-to-lymphocyte ratics LR, neutr ophi-to-lymphocyte ratio; TAR, thrombin-activatable fibr nolysis inhibitor: PCR. polymerase chain reaction: GT: group testing:
APTT, activated partal uime; TP RNL
Medan (Q1; Q). * Mann-Whitney test; 95% CL
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and unprovoked DVT patients to gain insight into the need to
adjust VTE assessment and treatment in provoked and unpro-
voked DVT. The terms “provoked” and “unprovoked™ have
been criticized as this 2-fold designation. Many patients may
exist within a spectrum of risk factor severity despite being
included in one group or another.® Patients with unprovoked
VTE have a high risk of recurrence. However, the concept
that all patients with provoked VTE are considered generally
with a low risk of VTE recurrence might be misleading.
Patients with VTE provoked by persistent minor factors, such
as heart failure, immobility, and frequent flyers with extended
travel, have a cumulative risk of 15% over 5 years compared
with 3% over 5 years in patients with a VTE provoked by
major risk factor, such as orthopedic surgery.27

The results of our study also highlight the importance of con-
sidering temporal changes in biomarker levels, particularly in
the challenged group, where statistically significant changes
were evident within 30 days.

The values found in the provoked group are higher than in
the unprovoked group, which may be related to a greater throm-
botic/inflammatory burden as this group of patients had a more
significant number of proximal veins affected than the unpro-
voked group. In general, provoked thrombosis may result in a
thrombotic load that is more predictable and related to the spe-
cific triggering event. In contrast, unprovoked thrombosis may
be more unpredictable because it occurs without an apparent
precipitating event.?®

The findings of this study resonate with the 2019 European
Society of Cardiology (ESC) guideline that suggests that
doctors abandon the dichotomization of VTE, preferring a
more individualized assessment based on the patient’s risk
factors. This approach aligns with our results, highlighting the
need for a personalized approach to anticoagulant treatment
in patients with thrombosis, regardless of whether the thrombo-
sis is provoked or unprovoked.?’

The current study has limitations, mainly the small sample
size in each group, making it a pilot project. It is also important
to notice that previous comorbidities such as hypertension and
coronary artery disease were more prevalent in the unprovoked
group, which may lead to biomarker bias. Additionally, because
this was designed and approved as a preliminary study, there
was an Institutional Review Board restriction that limited the
number of healthy volunteers recruited, meaning that the
control groups ought to be considered as reference only.
Although the results provide valuable information, the general-
izability of the results may be limited. Future research with
larger cohorts is needed to validate and expand the implications
of this pilot study.

Despite its limitations, this study presents, to the best of our
knowledge, preliminary evidence into the biomarker profile of
patients presenting with “provoked” and “unprovoked” DVT,
and may present the basis for further research remarking on the
importance of considering individual risk factors rather than a
simple dichotomized classification, possibly altering therapeutic
orientation as well as other clinical aspects such as electronic
record forms, patient information material and others.

Conclusion

No significant differences in biomarker levels between pro-
voked and unprovoked DVT groups were observed. This
study is indicative of the concept of individualized thrombosis
assessment and subsequent treatment for VTE. Larger cohorts
are warranted to validate these findings and further define the
most appropriate use of the molecular markers.
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