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Resumo

Introducdo: A doenca venosa cronica € uma patologia que desencadeia a remodelacédo
estrutural anormal da parede venosa, o desenvolvimento de veias varicosas e alteracoes
dermatoldgicas veno-especificas. Caracteriza-se por uma hipertensdo venosa ambulatoria
continua que parece contribuir para a sintese e libertacdo de varias citocinas, incluindo o
fator transformador de crescimento B1 (TGF-B1), intervenientes no processo inflamatorio.
Este processo inflamatorio origina a proliferacaco de fibroblastos que sintetizam
metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) e seus inibidores (TIMPs). O desequilibrio
entre MMPs/TIMPs aparenta ser determinante na degradacao e deposicao desregulada de
colagénio e elastina na parede venosa. Este processo fisiopatologico ainda nao é totalmente

compreendido.

Objetivo: Comprovar uma variacdo na expressao genética de MMPs, TIMPs e recetores do
fator transformador B (TGFBRs) entre veias insuficientes de trés regides anatoémicas distintas
(inguinal, maleolar e colateral) dos membros inferiores, bem como entre veias insuficientes e

saudaveis da regiao maleolar dos membros inferiores.

Métodos: Foi realizado um estudo observacional, transversal, experimental de caso-controlo,
com sete doentes com insuficiéncia venosa cronica (IVC) e 13 controlos (sem IVC) submetidos
a bypass coronario. Foram colhidas amostras de veia grande safena das regides inguinal,
colateral e maleolar, no grupo com IVC, e amostras de veia grande safena da regiao maleolar
no grupo de controlo. A expressao genética de MMP2, MMP9, MMP12, TIMP1, TIMP2, TIMP3,
TIMP4, TGFBR2 e TGFBR3 foi determinada pela técnica quantitative real time-polymerase

chain reaction (qPCR).

Resultados: Os dados obtidos nao permitiram comprovar a variacdo na expressao genética de
MMPs, TIMPs e TGFBRs de veias insuficientes em funcao da regidao anatomica. No entanto, foi
possivel verificar a existéncia de expressdes genéticas diminuidas de MMP2, TIMP3, TIMP4 e

TGFBR2 nas veias do grupo com IVC comparativamente ao grupo controlo.

Conclusédo: Nao obstante as evidentes limitacGes, os resultados verificados sao de elevado
interesse cientifico e sublinham a importancia de replicar o estudo num conjunto
significativamente maior de amostras. O conhecimento mais aprofundado da fisiopatologia
inerente a IVC permitiria contrariar localmente a desregulacio MMP/TIMP, cessando a

evolucao croénica e inevitavel da doenca.

Palavras-chave

Insuficiéncia venosa cronica, qPCR , MMP, TIMP, TGFBR, matriz extracelular.
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Abstract

Introduction: Chronic venous disease is a pathology that causes abnormal structural
remodelling of the vein wall, development of varicose veins and venous-specific skin changes.
It is characterized by a continuous ambulatory venous hypertension that seems to contribute
to the synthesis and release of several cytokines, including transforming growth factor B1
(TGF-B1). The resulting inflammatory process leads to the proliferation of fibroblasts that
synthesize metalloproteinases (MMPs) and their inhibitors (TIMPs). MMPs/TIMPs imbalance
appears to result in unregulated degradation and deposition of collagen and elastin in the
venous wall. This pathophysiological process is still not fully understood. Aim: To
demonstrate variation on gene expression of MMPs, TIMPs and transforming growth factor-
beta receptors (TGFBR) among insufficient veins from three different anatomical regions
(inguinal, malleolar and collateral) of the lower limbs, as well as between insufficient and

healthy veins of the lower limbs from molleolar region.

Methods: An observational, cross-sectional, case-control study was conducted using vein
samples of seven patients with chronic venous insufficiency (CVIl) and 13 controls (without
CVI) undergoing coronary bypass. Great saphenous vein samples from inguinal, collateral and
malleolar regions were harvested from the CVI group, while great saphenous vein samples,
from malleolar region only, were collected from the control group. Gene expression of MMP2,
MMP9; MMP12, TIMP1, TIMP2, TIMP3, TIMP4, TGFBR2 e TGFBR3 was analyzed through the use

of quantitative real time-polymerase chain reaction (qPCR).

Results: The results did not give enough evidence of variation on gene expression of MMPs,
TIMPs and TGFBR among insufficient veins from different anatomical regions. However, data
showed that the gene expression of MMP2, TIMP3, TIMP4 and TGFBR2 were decreased on

insufficient veins, when compared to control veins.

Conclusion: Despite obvious limitations, the achieved results have a high scientific value and
emphasize the importance of replicate the study in a significantly larger sample set. A deeper
understanding of the CVI pathophysiology could facilitate the local control of MMP/TIMP

deregulation, stopping the inevitable evolution of the disease.

Keywords

Chronic venous insufficiency, qPCR, MMPs, TIMPs, TGFBRs, extracellular matrix.
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1 Introducao

1.1 Anatomia e fisiologia do sistema venoso dos membros

inferiores

A divisao anatomica do sistema venoso dos membros inferiores é habitualmente feita em trés

sistemas: superficial, profundo e perfurante[1, 2].

As veias do sistema venoso superficial, localizadas acima da fascia profunda da perna e da
coxa e no interior do tecido celular subcutaneo, iniciam-se no pé e, no seu trajeto
ascendente ao longo do membro inferior, formam as duas principais veias do sistema
superficial: a grande e a pequena safena. A veia grande safena (VGS) é formada pela uniado da
veia dorsal do halux e o arco venoso dorsal do pé, ascende anteriormente até o maléolo
medial e segue posteriormente ao condilo medial do fémur, atravessa o hiato safeno da fascia
lata e drena na veia femoral comum. A veia pequena safena origina-se na face lateral do pé,
a partir da unidao da veia dorsal do quinto dedo com o arco venoso dorsal, percorre
posteriormente ao maléolo lateral e ascende para, na fossa poplitea, drenar para a veia

poplitea[1-4].

As veias do sistema venoso profundo situam-se abaixo da fascia profunda da perna e da coxa e

acompanham o trajeto de todas as principais artérias dos membros inferiores[1-4].

Por fim, o sistema perfurante contém pequenas veias que atravessam a fascia profunda da
perna e da coxa e unem os dois sistemas anteriores, drenando o sangue do sistema venoso

superficial para o profundo[1-4].

A circulacao venosa tem como principal objetivo fazer regressar o sangue da periferia ao
coracao, para que ocorra a sua reoxigenacao no pulmao e posterior recirculacado no sistema
arterial[1]. O sistema venoso tem um papel major na determinacdo do retorno venoso e pré-
carga em condicoes fisiologicas e patologicas[5]. Devido ao diametro e a capacidade de
expansao das veias, e dependendo do nivel de atividade e postura corporal, 60-80% da
totalidade do sangue reside no sistema venoso, sendo que 25-50% deste volume se encontra

nas pequenas vénulas pos-capilares e respetivos sistemas coletores[1].

Para que o sangue retorne ao coracao sao necessarias varias estruturas, das quais se destacam
o coracao (bomba central), os misculos da regiao gemelar (bomba periférica), o plexo venoso
plantar e as valvulas venosas. Para o retorno venoso contribuem ainda os seguintes fatores
adjuvantes: a forca da aspiracao respiratoria durante a inspiracao, a forca de inércia do

sangue arterial a entrar nos capilares venosos e vénulas e a forca da succdo vascular na
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diastole cardiaca. Todos os anteriores contribuem para a criacao de um gradiente de pressao

que permite ao sangue chegar ao coracao contrariando a forca da gravidade[1].

1.2 Insuficiéncia venosa cronica

1.2.1 Definicao e classificacao CEAP

Em 2009 foi publicado um documento[6], desenvolvido por um grupo internacional de peritos,
no qual constavam importantes recomendacdes quanto a terminologia a utilizar na
investigacdo, diagnostico, tratamento e seguimento de doentes com patologia venosa. No

ambito desta dissertacao € importante apresentar as seguintes[6, 7]:

Doenca venosa crénica (DVC) - Qualquer alteracdao morfologica e funcional do sistema
venoso, de longa duracao, e cujos sintomas e/ou sinais indicam a necessidade de investigacao

e/ou tratamento.

Insuficiéncia venosa crénica (IVC) - Conceito reservado para os estadios avancados de DVC;
aplica-se perante a existéncia de alteracdes funcionais no sistema venoso que originam

edema, alteracoes troficas ou Ulceras venosas.

Incompeténcia valvular venosa - Disfuncdo das valvulas venosas, da qual resulta um fluxo

venoso retrogrado de duracao anormal.

Refluxo venoso - Fluxo venoso retrogrado de duracao anormal em qualquer segmento venoso.
Primario: provocado por disfuncao valvular venosa idiopatica. Secundario: provocado por
trombose ou trauma de etiologia mecanica, térmica ou quimica. Congénito: provocado pela

auséncia ou desenvolvimento anormal das valvulas venosas.

Varizes reticulares - Veias subcutaneas azuladas e dilatadas, geralmente tortuosas e com 1-

3mm de diametro. Sao excluidas as veias normais visiveis em pessoas com pele fina e clara.

Varizes Tronculares - Veias dilatadas com 3mm ou mais de diametro, medido em posicao
vertical. Pode envolver veias safenas, afluentes das safenas ou outras veias superficiais. As

varizes sao geralmente tortuosas.

Ulcera venosa - Disrupcao de toda a espessura da pele, mais frequentemente na regido do

tornozelo, habitualmente com falha na cicatrizacao.

Para uniformizar o diagnostico e controlo da doenca foi criada, em 1994, a classificacdo CEAP
que se baseia nos sinais clinicos (C), etiologia (E), distribuicdo anatdémica (A) e condicoes

fisiopatologicas (P). Além de servir como guia sistematico de diagnostico clinico e
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caracterizacao dos pacientes com patologia venosa, permite uma melhor racionalizacao do

tratamento para cada perfil de doente[7].

Tabela 1 Escala de classificacao CEAP.

CLINICA

CO0: sem patologia venosa

C1: Telangiectasias ou varizes reticulares
C2: Varizes tronculares

C3: Edema

C4: Alteracgdes troficas

C5: Ulcera cicatrizada

Cé6: Ulcera ativa

ETIOLOGIA

Ec: Congénita

Ep: Primaria

Es: Secundaria (pds-trombética)
En: Sem etiologia identificada
ANATOMIA

As: Sistema venoso superficial
Ad: Sistema venoso profundo
Ap: Sistema venoso perfurante
Na: Sem localizacao identificada
FISIOPATOLOGIA

Pr: Refluxo

Po: Obstrucéo

Pr,o: Refluxo e Obstrucao

Pn: Sem processo fisiopatologico identificado

1.2.2 Etiologia

De acordo com a escala CEAP, a etiologia de DVC pode ser classificada da seguinte forma:
<. congénita

( E

(i) Ep: primaria
( E,: secundaria (pos-trombotica)
( E

,. Sem causa venosa identificada

Na maioria dos casos a DVC é classificada como primaria (Ep) relativamente a etiologia, no
entanto a patogénese continua por esclarecer. Uma das hipdteses com maior aceitacao afirma

que a disfuncao valvular e posterior refluxo sanguineo estdao na origem da lesdao da parede

3
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venosa. De acordo com esta hipdtese, o refluxo venoso causa estase sanguinea e hipertensao
venosa que, por sua vez, desencadeiam a fraqueza e dilatacao da parede venosa. A dilatacao,
ao separar as cUspides das valvulas, aumenta a incompeténcia valvular, dando inicio a um
novo ciclo dos acontecimentos anteriormente descritos[8]. Esta hipotese plausivel foi,
entretanto, posta em causa por evidéncias que sugerem que alteracbes na parede venosa
precedem a incompeténcia valvular[8]. Neste novo cenario, o aparecimento de veias
varicosas seria secundario a alteracoes ao nivel celular e dos componentes da matriz
extracelular, que causariam fraqueza e alteracdo do ténus venoso. A etiologia destas
alteracoes permanece desconhecida, no entanto fatores como a hipoxia, estiramento e

diminuicao das forcas de cisalhamento podem estar envolvidos[8].

Varios fatores foram identificados como potenciadores de risco para DVC, entre eles: a idade,

0 género, a historia familiar e a gravidez[8-13].

Aumento da pressdo venosa hidrostatica

Fatores predisponentes —-I
Veias Tensdo na parede Dano a célula
= rincipais , endotelial
Progresséo P P Fluxo retrogrado venosa aumentada Il
Anterdgrada (refluxo) Infiltrag8o
: ;. leucocitdria
Tributarias '
MMPs Inflamagdo
|
Hiperpolarizagdoda —— Relaxamento do Degradagdoda MEC
célula endotelial musculo liso venoso |
L
!
Disfungdo valvular Dilatacdo daparede ————
L ]
-
[ Doenga Venosa Cronica 1
C1 c2 C3 c4 Cc5 C6
Aranhas Venosas __ Veias Varicosas Edema | | Alteracdestroficas  Ulcera Ulcera ativa
cicatrizada

Insuficiéncia Venosa Crdnica

Figura 1 Mecanismos da formacao de veias varicosas. Adaptado de Raffetto et al. Mechanisms of
varicose vein formation, 2008.

1.2.3 Epidemiologia
A DVC é uma patologia comum e, embora exista uma grande variabilidade entre os diferentes
estudos epidemiologicos, a prevaléncia nos paises ocidentais situa-se entre os 30% e 50%[8,
12, 14]. Surge habitualmente descrita como uma patologia dos paises ocidentais uma vez que
ocorre com maior frequéncia em paises desenvolvidos. A recorréncia da patologia (mais
propriamente das veias varicosas) foi documentada em 7% a 65% dos pacientes apos
tratamento e permanece um problema comum, debilitante, complexo e de custos

acrescidos[15].
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A maioria dos estudos afirma que esta patologia é mais comum em mulheres, no entanto
alguns demonstram o contrario[16, 17]. Foi sugerido que as mulheres estariam mais atentas a

existéncia de veias varicosas e por isso reportavam mais o fenomeno|[8].

Em Portugal e segundo os dados da Sociedade Portuguesa de Angiologia e Cirurgia Vascular
1/3 da populacao portuguesa sofre de DVC; 2 milhdes de mulheres com mais de 30 anos
sofrem de DVC ou 7 em cada 10 mulheres com mais de 30 anos sofrem de problemas de

circulacdo venosa e metade ainda nao esta tratada[1].

Relativamente ao impacto socioeconomico da patologia em Portugal: 8% dos doentes
reformam-se antecipadamente devido a patologia e a 55.4% dos doentes com Ulcera venosa
recorre a suspensao temporaria da atividade profissional (tendéncia que se agrava com a
idade)[1].

Quanto a qualidade de vida, 48% da populacao portuguesa sofre regularmente de dor nos
tornozelos e/ou pernas; 58% da populacao feminina, com mais de 40 anos de idade, sente a
sua qualidade de vida significativamente afetada pela DVC; e 64% da populacao feminina,
com mais de 50 anos de idade, sente a sua qualidade de vida significativamente afetada pela
DVC[1].

1.3 Alteracdes primarias da parede vascular na insuficiéncia

venosa cronica

A parede venosa é constituida por trés camadas: tUnica intima, tlnica média e tunica
adventicia. A tunica adventicia é composta por fibras musculares, colagénio, fibroblastos,
células musculares lisas e vasa vasorum. A tlnica média compde-se de colagénio, elastina,
proteoglicanos e trés camadas de células musculares lisas, incluindo uma camada interna
longitudinal (que é mais espessa em locais com valvulas), uma camada circular e uma camada
externa longitudinal. Por fim, a tunica intima consiste em células endoteliais e é suportada
por uma lamina elastica interna. Existe um balanco dinamico entre a producdo e a

degradacao de colagénio, elastina, células musculares lisas e proteoglicanos[13].

As veias varicosas primarias sdo funcionalmente caracterizadas pelo refluxo venoso e aumento
da estase sanguinea na posicao supina. A dilatacao e tortuosidade resultam da remodelacao
progressiva da parede venosa, com distUrbio da organizacdo da matriz extracelular/células
musculares lisas. As areas afetadas nao se encontram uniformemente distribuidas: existem

areas hipertroficas, assim como areas de veia atroficas e areas nao alteradas[18].
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Nas zonas hipertréficas das veias varicosas a organizacdao das trés camadas musculares
concéntricas encontra-se evidentemente alterada. Devido a acumulacdo de matriz
extracelular (MEC) os feixes de células musculares lisas perdem a orientacao habitual e
verifica-se uma acumulacao de tecido fibroso que se interpde entre os feixes regulares de
musculo liso. Em contraste, nas zonas atroficas, tanto os componentes celulares como a MEC
encontram-se reduzidos. A desorganizacdo e fragmentacdao da rede elastica da média é

evidente nas zonas hipertroficas e atroficas[18].

1.3.1 Degradacao da MEC

A MEC da parede venosa providencia a base estrutural essencial ao suporte dos vasos
sanguineos, diferenciacdo, sinalizacdo e migracdao celular assim como epitelizacao e
cicatrizacao de feridas. Tem uma estrutura tridimensional dinamica e é constituida ndo so6 por
elastina e colagénio (as duas principais macromoléculas), como também por proteoglicanos e
glicoproteinas estruturais [5, 8, 18]. As propriedades biomecanicas dos vasos dependem
maioritariamente das quantidades absolutas e relativas da elastina e do colagénio [18].
Dentro dos 26 tipos de colagénio conhecidos, o tipo | e o tipo lll sdo os constituintes major das
fibrilas detetadas nos vasos sanguineos, representando 60% e 30% do colagénio vascular[18]. O
turnover metabdlico das fibras de elastina e do colagénio da MEC é relativamente baixo nos

adultos verificando-se o seu aumento em doencas vasculares [18].

Muito provavelmente a degradacao da MEC contribui para o enfraquecimento e dilatacao das
veias. Em alguns estudos foi possivel observar a disrupcao das fibras elasticas e o
espessamento das fibras de colagénio em veias varicosas, assim como uma quantidade total
de elastina diminuida nas veias varicosas, quando comparadas com veias nao varicosas[18].
Também o colagénio se mostrou alterado nesta comparacdo: o colagénio tipo Ill, que
contribui para a elasticidade dos vasos, encontrava-se diminuido enquanto o colagénio tipo |,

responsavel pela forca de tensao, se encontrava aumentado nas veias varicosas.

1.3.2 Metaloproteinases e seus inibidores tecidulares

A homeostase da MEC é regulada por um grupo de enzimas denominadas metaloproteinases
(MMPs) e seus inibidores teciduais enddgenos (TIMPs)[8].

As MMPs sao endopeptidases dependentes do zinco que pertencem a uma familia de protéases
designadas metzincinas. Até a data foram identificadas 23 MMPs na espécie humana, das
quais 14 sao expressas em tecidos vasculares[8].

A atividade destas enzimas é controlada em diferentes patamares. A primeira linha de
controlo situa-se na expressao genética e nos niveis de secrecao proteica, a segunda na
ativacao dos zimogénios (enzimas nao ativas), a Ultima linha na inibicao das enzimas através

dos TIMPs e outros inibidores como a alfa-2-macroglobulina[18, 19].
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Sao conhecidos apenas quatro TIMPs (TIMP1, TIMP2, TIMP3 e TIMP4). Estas enzimas sao
capazes de inativar as MMPs, reduzindo a sua atividade proteolitica. A TIMP2 é também
reconhecida por promover a apoptose e o crescimento de fibroblastos e, por seu , a TIMP3

possui atividade anti-apoptotica[20].

Ha estudos a documentar niveis diminuidos de expressao genética de MMPs em veias
insuficientes[10, 12, 21] e outros a provar o seu oposto, isto €, um aumento das MMPs em
veias varicosas[22-25]. Experiéncias em veias safenas ex vivo demonstraram um aumento da
expressdao genética da MMP2 e MMP9 em veias expostas a um aumento de pressao venosa e
uma diminuicao superior a 50% dessa expressao genética quando expostas a pressoes arteriais
por mais de 3 dias[5]. Outros estudos mostraram ainda diferencas regionais na presenca de
MMPs[10, 25].

Para alguns autores, a hipertensao venosa secundaria a estase sanguinea podera levar a uma
maior expressdo de MMPs sintetizadas por fibroblastos, células endoteliais e células
musculares lisas. Este aumento de MMPs (especialmente de MMP2) podera ser responsavel
pela degradacdo da MEC e consequente relaxamento da parede da veia[8], que permitira

acomodar o volume em excesso. Este aumento de pressao da inicio a cascata inflamatoria[8].

Foi sugerido que o aumento da atividade proteolitica podera nao s6 estar envolvida na
patogénese das veias varicosas, mas também a inibicdio da mesma, que posteriormente

podera levar a acumulacao de MEC[5].

A presenca de MMPs nao implica causalidade, no entanto, e atendendo as diferentes
expressdes genéticas e localizacdes das MMPs no tecido venoso, é provavel que as MMPs

tenham diferentes funcdes nos varios estadios da doenga venosa cronica [5].

1.3.3 Intervencao do fator transformador de crescimento B
O fator transformador de crescimento B (TGF-B) tem um papel preponderante na sintese e
degradacao de um grande nimero de moléculas da MEC, incluindo diferentes tipos de

colagénio e proteoglicanos[26]. Também influencia a sintese de MMPs e seus inibidores[26].

O TGF-B ocorre em trés isoformas diferentes em mamiferos (TGF-81, TGF-82, TGF-B83). O
TGF-B81 desempenha um papel crucial na remodelacdo da parede venosa[26]. Varios estudos
comprovaram que os niveis de mRNA, assim como os niveis totais de TGF-B1, se encontravam
aumentados nas paredes de veias varicosas quando comparados com os controlos[26, 27]. O
TGF-B81 poderd ser responsavel pela estimulacdo da sintese de componentes da MEC

(especialmente colagénio e elastina), assim como pela diminuicdo da expressao/producao de
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MMPs e aumento da expressao/producao de TIMPs[18]. O efeito estimulante do TGF-B1 na

expressao de TIMPs é cumulativo a estimulacao da sintese de colagénio e elastina[18].

Na presenca de IVC, os fibroblastos da derme sdao um importante alvo para leucocitos
ativados por TGF-B1[28]. A progressao da IVC parece ainda estar associada ao aumento dos
niveis tecidulares de TGF-B81 e da atividade de MMPs, assim como a diminuicao das respostas
mitogénicas induzidas por TGF-B1 ao nivel dos fibroblastos[29]. O papel do TGF-B1 esta ainda
relacionado com a diferenciacao de fibroblastos em miofiobroblastos contracteis, assim como
com o estimulo da sintese de outras proteinas contracteis[29].A forma ativa do TGF-B1 atua
através do seu recetor tipo um (TGFBR1) e tipo dois (TGFBR2), sendo que o TGFBR1 é
recrutado apos a citocina se ligar ao TGFBR2. Como tal, a presenca de TGF-BR2 é essencial
para a responsividade do TGF-B1[26]. A funcdo primordial do recetor tipo trés (TGFBR3) é a
apresentacao do TGF-B1 ao TGFBR2. Ha estudos a relatar niveis de TGFBR2 significativamente
aumentados em veias varicosas quando comparadas com controlos[26]. Estudos que
abordaram outras patologias, como o cancro do ovario, documentaram uma diminuicao nestes

recetores como possivel mecanismo de dessensibilizacdo aos efeitos do TGF-81[30].

1.4 Objetivos e hipoteses de investigacao

Os objetivos deste trabalho sao demonstrar: (I) que a expressao genética das MMPs, TIMPs e
TGFBRs das veias insuficientes dos membros inferiores varia em funcao da regiao de colheita
(inguinal, maleolar e colateral) das amostras e (Il) que a expressao genética das MMPs, TIMPs

e TGFBRs é diferente entre veias insuficientes e saudaveis.

Na sequéncia dos objetivos apresentados, enunciam-se as seguintes hipdteses de investigacao

para este estudo:

Hipotese 1 - As diferencas observadas na expressdao genética das MMPs (MMP2, MMP9 ou
MMP12) entre as trés regides de colheita de veia insuficiente sdo estatisticamente

significativas.

Hipotese 2 - As diferencas observadas na expressdao genética dos TIMPs (TIMP1, TIMP2, TIMP3
ou TIMP4) entre as trés regides de colheita de veia insuficiente sdo estatisticamente

significativas.

Hipotese 3 - As diferencas observadas na expressao genética dos TGFBRs (TGFBR2 ou TGFBR3)

entre as trés regides de colheita de veia insuficiente sao estatisticamente significativas.

Hipotese 4 - Existe uma diferenca estatisticamente significativa na expressao genética das

MMPs (MMP2, MMP9 ou MMP12) entre veias insuficientes e veias saudaveis da regiao maleolar.
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Hipotese 5 - Existe uma diferenca estatisticamente significativa na expressao genética dos
TIMPs (TIMP1, TIMP2, TIMP3 ou TIMP4) entre veias insuficientes e veias saudaveis da regidao
maleolar.

Hipotese 6 - Existe uma diferenca estatisticamente significativa na expressao genética dos

TGFBRs (TGFBR2 ou TGFBR3) entre veias insuficientes e veias saudaveis da regiao maleolar.



As metaloproteinases e o recetor do fator de crescimento B na insuficiéncia venosa cronica
dos membros inferiores: estudo genético exploratorio

2 Materiais e métodos

2.1 Tipo de Estudo

Para a concretizacao dos objetivos propostos, recorreu-se a um estudo observacional (i.e., no
qual se observou a ocorréncia de determinados eventos), transversal (i.e., as observacoes
foram feitas num determinado momento), experimental (i.e., as unidades de estudo
utilizadas foram veias de pacientes) e de caso-controlo (i.e., foram constituidos dois grupos
de estudo: o grupo experimental ou de veias insuficientes e o grupo controlo ou de veias
sas)[31].

Os critérios de selecdo da amostra foram previamente definidos pelo investigador e na
selecdo da amostra nao foi utilizado qualquer método probabilistico (amostragem por
conveniéncia). Por ser um estudo exploratorio, ndo se recorreu ao calculo prévio do tamanho

da amostra.

2.2 Local e procedimentos de recolha da amostra

O estudo decorreu no Centro de Investigacdo de Ciéncias da Salde (CICS) inserido na
Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade da Beira Interior. Devido a natureza do
mesmo, a colheita das amostras foi realizada durante intervencdes cirlrgicas realizadas ou
supervisionadas por um cirurgiao familiarizado com a investigacdo, em meio hospitalar: no

Centro Hospitalar da Cova da Beira e no Centro Hospitalar Universitario de Coimbra.

As amostras foram colhidas em individuos da populacdo com caracteristicas diferentes,
relativamente ao diagnostico de IVC: as amostras de veia insuficiente resultaram de um grupo
de doentes diagnosticado com IVC dos membros inferiores e as amostras de veia saudavel

resultaram de um grupo sem IVC dos membros inferiores (ainda que com patologia coronaria).

Os individuos com IVC encontravam-se internados no Centro Hospitalar Cova da Beira para
serem submetidos a safenectomia da VGS. No seguimento da obtencdo do consentimento
informado destes doentes, realizou-se o estudo imagiologico dos membros inferiores com
recurso ao eco-doppler venoso (de modo a documentar a existéncia de IVC) e a recolha de
dados demograficos e clinicos através de um questionario de escolha multipla e respostas
breves. Com o objetivo de controlar os efeitos de alguns dos fatores extrinsecos a IVC, foram
excluidos do estudo os doentes com IVC que apresentavam os seguintes critérios: (i) doentes
sujeitos a intervencao cirirgica ha menos de seis semanas, (ii) medicados com
corticoesteroides, (iii) com historia de uso de drogas intravenosas, (iv) com historia de
trombose venosa profunda ou tromboflebite, (v) com infecdo ativa, (vi) ou com co-
morbilidades como: doencas que alterem a atividade normal leucocitaria como a diabetes

mellitus, neoplasia, artrite reumatdide, vasculite ou doencas do colagénio. Durante o
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procedimento cirlrgico foram obtidas amostras da VGS em trés locais distintos: 2 a 3 cm de
veia proxima a juncao safeno-femoral (amostra inguinal), 2 a 3 cm de veia colhida junto ao
maléolo interno (amostra maleolar) e 2 a 3 cm de veia colateral a VGS quando sujeita a

flebectomia (amostra colateral).

Os individuos sem IVC ou controlos encontravam-se internados no Centro Hospitalar
Universitario de Coimbra para serem submetidos a cirurgia de bypass coronario com VGS. Mais
uma vez, apds a obtencao do consentimento informado, realizou-se o estudo imagiologico dos
membros inferiores com recurso ao eco-doppler venoso (desta vez para documentar a
auséncia de IVC) e a recolha de dados demograficos e clinicos através de um questionario de
escolha mdltipla e respostas breves. Durante o procedimento cirdrgico foram colhidas

amostras de 2 a 3 cm de VGS, apenas da regiao maleolar.

Todas as amostras de veia (insuficientes e saudaveis) foram tratadas de acordo com o
seguinte protocolo: lavagem com soro fisiologico, imersdao em RNA-Later (Ambion®),
refrigeracdo a 4°C por 24h e armazenamento em nitrogénio liquido, a -80°C, até utilizacao

posterior.

2.3 Caracteristicas demograficas e clinicas dos participantes

As caracteristicas dos individuos que cederam as amostras de VGS necessarias ao estudo

encontram-se resumidas na tabela seguinte.

Tabela 2 Caracteristicas demograficas e clinicas do grupo com IVC e dos controlos [média + erro padrao
e frequéncias absolutas (frequéncias relativas)].

GRUPO COM IVC CONTROLOS
Género N=7 N=13
Feminino 6 (85.7%) 3 (23.1%)
Masculino 1 (14.3%) 10 (76.9%)
Idade (anos) il N3
56.29+2.417 67.85£2.679
IMC (kg/m?) 7 N1
27.68+2.031 25.28+0.936
Multiparidade (n° de N=6 N=3
gravidezes) 1.50+£0.563 2.33+1.856
Categoria CEAP N=7 N=13
co - 13 (100%)
c2 1 (14.3%) -
c3 5 (71.4%) -
c5 1 (14.3%) -
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Quando comparados os grupos de participantes (experimental vs. controlo) é possivel
perceber que, relativamente as variaveis demograficas, existe um predominio do sexo
feminino no grupo com IVC e uma idade média inferior a do grupo controlo, no qual
predomina o sexo masculino. Quanto as caracteristicas clinicas, ambos os grupos tém um IMC
médio acima do intervalo considerado saudavel e a multiparidade é ligeiramente superior no

grupo controlo. A maioria dos doentes com IVC pertence a categoria CEAP C3.

2.4 Procedimentos laboratoriais na analise da expressao
genética
2.4.1 Extracao de acido ribonucleico (RNA) e sintese de acido
desoxirribonucleico complementar (cDNA)
O RNA total foi isolado de 50-100 mg de amostra de veia usando o reagente TRl (Ambion®),
de acordo com as instrucoes do fabricante. As amostras foram homogeneizadas, centrifugadas
e lavadas com etanol a 75%. A quantidade e qualidade do RNA extraido foram avaliadas por

espectrofotometria a 260nm e 280nm (Pharmacia Biotech, Ultrospec-3000) e eletroforese em

gel de agarose a 1%, respetivamente.

Para a sintese de cDNA, 500 ng de RNA total foram inversamente transcritos usando o Kit M-
MuLV Reverse Transcriptase (NZYTech®)num volume final de 20 pL. De modo sucinto, a
reacao de sintese de cDNA foi iniciada por uma incubacéo a 25°C durante 10 minutos, seguida
de um ciclo de 60 minutos a 37°C e uma fase de inativacao a 70°C durante 15 minutos. O

cDNA sintetizado foi armazenado a -20°C até uso posterior.

2.4.2 Quantitative real time-polymerase chain reaction (qPCR)
A expressdo genética da MMP2, MMP9, MMP12, TIMP1, TIMP2, TIMP3, TIMP4, TGFBR2 e
TGFBR3 nas amostras de veia insuficiente e saudavel foi determinada através da técnica
gPCR, utilizando primers especificos para cada gene (Tabela 2) e o kit SYBR-
Green/Fluorescein qPCR-Master-Mix (Fermentas-Life-Sciences®). O gene housekeeping B-
actina foi utilizado para normalizacao dos niveis da expressao genética. A concentracdo e a
temperatura de annealing para cada conjunto de primers foram previamente otimizadas e a

especificidade dos amplicoes foi determinada por analise da curva de dissociacao.

As reacoes realizaram-se num volume final de 20pL, contendo 1pL de cDNA sintetizado, 10pL
SYBR-Green/Fluorescein, 1.2uL de sense e antisense primers (5pmol/pL) para cada gene e

6.6 pL de agua esterilizada.
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Tabela 3 Primers utilizados no estudo.

) Tamanho dos
Primers Sequéncia (5'-3")
amplicées (pb)

Sense: CAT CCT CAC CCT GAA GTA CCC
B-actina 202
Antisense: AGC CTG GAT AGC AAC GTA CAT G

T Sense: GAC GGC CTT CTG CAATTC C 79
Antisense: GTA TAA GGT GGT CTG GTT GAC TTC TG

) Sense: GAG CCT GAA CCA CAG GTA CCA 77
Antisense: AGG AGA TGT AGC ACG GGA TCA

Sense: CCA GGA CGC CTT CTG CAA
TIMP3 73
Antisense: CCC CTCCTT TACCAG CTTCTTC

Sense: CAG CCT CAG CAG CAC ATC TG
TIMP4 75
Antisense: GGC CGG AAC TAC CTT CTC ACT

Sense: AAC TAC GAT GAC GACCGC AAG T
MMP2 142
Antisense: AGG TGT AAA TGG GTG CCA TCA

s Sense: AGG CGC TCA TGT ACC CTA TGT AC 11
Antisense: GCC GTG GCT CAG GTT CA

Sense: CGC CTC TCT GCT GAT GAC ATAC
MMP12 136
Antisense: GGT AGT GAC AGC ATC AAA ACT CAAA

Sense: GCA GGT GGG AAC TGC AAG AT
TGFBR2 76
Antisense: GAA GGA CTC AAC ATT CTC CAA ATT C

Sense: CTG TTC ACC CGA CCT GAA AT
TGFBR3 502
Antisense: CGT CAG GAG GCA CAC ACT TA

pb - pares de bases

As amostras foram amplificadas com um sistema 1Q5 (Bio-Rad) programado para realizar 3min
de desnaturacao inicial a 95°C, seguido de 30-35 ciclos (dependendo do primer utilizado) de
10s a 95°C, 30s de annealing a 60°C e 10s de extensao a 72°C. Os fragmentos amplificados de
gPCR foram analisados por curvas de dissociacao, tendo sido submetidos ao aquecimento
gradual entre 55 e 95°C, com periodos de espera de 10s entre cada valor da temperatura
(0.05°C/s).

As expressoes genéticas foram calculados com base no modelo matematico proposto por

Pfaffl [32] utilizando a formula: 2 ¢,
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2.5 Variaveis e andlise estatistica dos dados

As observacdes registadas foram inseridas numa base de dados do programa IBM-SPSS-

Statistics, v.23.0. A base de dados incluiu as seguintes variaveis:

- Grupo de pertenca (variavel qualitativa dicotomica: veias controlos e veias

insuficientes);

- Variaveis demograficas como o sexo (variavel qualitativa dicotomica: feminino e

masculino) e a idade (variavel quantitativa);

- Variaveis clinicas como o Indice de Massa Corporal ou IMC (variavel quantitativa),
multiparidade nas mulheres (variavel quantitativa) e categoria CEAP (variavel ordinal com

sete categorias: C0-C6);

- Regido de colheita da VGS (variavel nominal com trés categorias: inguinal, maleolar e

colateral);
- Expressao genética' de MMPs, TIMPs e TGFBRs (variaveis quantitativas).

No ambito da estatistica descritiva, determinaram-se frequéncias (absolutas e relativas) e

medidas de tendéncia central (médias ou M) e de dispersao (erro padrdo ou EP).

No ambito da estatistica inferencial, foram aplicados testes paramétricos como a ANOVA para
amostras emparelhadas e o teste t de Student para amostras independentes ou as suas
alternativas nao paramétricas (neste caso, sO o teste de Friedman foi necessario) quando os
pressupostos foram violados. O pressuposto da normalidade foi verificado através do teste de
Shapiro-Wilk e o da esfericidade foi verificado através do teste de Mauchly. Para garantir o
cumprimento do pressuposto da normalidade recorreu-se, quando necessario, a

transformacao dos dados (usando log;o(x)).

Todos os testes de hipoteses foram considerados significativos sempre que o respetivo valor
de prova (valor-p) ndo excedesse o nivel de significancia de 5% e os intervalos de confianca

foram considerados a 95%.

2.6 Consideracoées éticas e legais

Os envolvidos neste trabalho de investigacdo regeram-se pelas boas praticas éticas e legais. O

estudo foi submetido e autorizado pela Comissao de Etica do Centro Hospitalar da Cova da

! Note-se que a unidade de medida destas variaveis €, de acordo com a literatura [32], irrelevante, uma
VezZ que se recorreu a estratégia de quantificacao relativa (que se baseia nos niveis de expressao do
gene-alvo vs. do gene housekeeping).
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Beira (Anexo 1). Foi dada informacdo adequada sobre o estudo a todos os individuos
participantes e obtido o seu consentimento informado por escrito (Anexo 2 e 3). O anonimato
dos dados foi garantido através da atribuicdo de um cddigo numérico aos participantes, ndo
constando assim dos formularios ou da base de dados informatica qualquer elemento
identificativo dos mesmos. Neste estudo foram respeitadas as recomendacdes de Helsinquia e

Toquio, da Organizacdo Mundial de Salde e da Comunidade Europeia.
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3 Resultados

3.1 Expressao genética de MMPs, TIMPs e TGFBRs em veias

insuficientes da regiao maleolar, inguinal e colateral

Observando os dados descritivos da tabela 4 constata-se que, no geral, o valor médio da
expressao genética de cada uma das MMPs estudadas ndo variou consideravelmente em
funcao do local de colheita das amostras de veia com IVC (maleolar, inguinal e colateral).
Apenas a média da expressao genética de MMP9 das amostras da regidao maleolar parecia ser
superior aos valores das outras duas regiées. No entanto, os resultados da ANOVA (para
medidas repetidas) ndo confirmaram a existéncia de diferencas estatisticamente significativas

nas expressoes genéticas das MMPs entre as diferentes regides.

Tabela 4 Expressao genética (média = erro padrao) de MMPs em funcao do local de colheita das veias.

Local de Colheita M:EP N AN(;VA

Maleolar 0.117+0.201 6

MMP2 Inguinal 0.106+0.255 7 0.828
Colateral 0.137+0.032 4
Maleolar 4.753+2.070 6

MMP9 Inguinal 1.950+0.667 7 0.914
Colateral 1.868+0.738 5
Maleolar 0.486+0.092 5

MMP12 Inguinal 1.081+0.421 7 0.927
Colateral 0.683+0.449 6

Relativamente a expressdao genética dos TIMPs nos trés locais de colheita (tabela 5), a
tendéncia manteve-se: ainda que nao tivesse havido grandes variacées nos valores médios
entre as trés regides, € possivel observar que quase todos os TIMPs (excecao para o TIMP4)
registaram expressoes superiores na regiao maleolar. Contudo, mais uma vez, as diferencas

nao foram estatisticamente significativas.
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Tabela 5 Expressao genética (média = erro padrao) de TIMPs em funcao do local de colheita das veias.

Local de Colheita M+EP N AN(;VA
Maleolar 1.366+0.521 7
TIMP1 Inguinal 0.407+0.074 7 0.124
Colateral 1.030+0.247 5
Maleolar 0.807+0.334 6
TIMP2 Inguinal 0.407+0.074 7 0.961
Colateral 0.430+0.120 5
Maleolar 0.240+0.115 6
TIMP3 Inguinal 0.056+0.009 7 0.218
Colateral 0.048:0.012 5
Maleolar 0.248+0.126 6
TIMP4 Inguinal 0.316+0.262 7 0.368°
Colateral 0.230+0.173 5

a) Probabilidade de significancia associada ao teste de Friedman

Finalmente, como mostra a tabela 6, os recetores de TGF-B nao se comportaram de maneira
diferente, estando os valores médios da expressdo genética muito proximos entre as trés

regioes.

Tabela 6 Expressdo genética (média = erro padrao) de TGFBRs em funcao do local de colheita das veias.

Local de Colheita MzEP N AN(;VA
Maleolar 0.074+0.028 7
TGFBR2 Inguinal 0.067+0.011 7 0.499
Colateral 0.062+0.019 6
Maleolar 0.318+0.048 5
TGFBR3 Inguinal 0.359+0.092 7 0.207
Colateral 0.516+0.170 5

3.2 Expressao genética das MMPs, TIMPs e TGFBRs em veias

saudaveis e insuficientes

Quanto as diferencas nos valores médios da expressao genética das MMPs entre o grupo com
IVC e o grupo controlo (tabela 7) observou-se uma diferenca estatisticamente significativa: a
expressao genética de MMP2 revelou-se inferior nas veias insuficientes quando comparadas

com as veias saudaveis.
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Tabela 7 Expressao genética (média = erro padrao) de MMPs em funcéao do grupo de pertenca.

Grupo com IVC Grupo Controlo t de Student
N MzEP N MzEP p
MMP2 6 0.117x0.20 12 0.852+0.181 <0.001
MMP9 6 4.753+2.070 11 0.958+0.245 0.062
MMP12 5 0.486+0.091 10 0.844+0.180 0.363

Para a MMP9 verificou-se que a expressao genética média se mostrou superior no grupo com
IVC, no entanto essa diferenca nao foi estatisticamente significativa. JA no caso da MMP12, a
tendéncia inverteu-se novamente, dado que a expressao média se mostrou inferior no grupo

com IVC, ainda que de modo nao estatisticamente significativo.

Tabela 8 Expressao genética (média + erro padrao) de TIMPs em funcao do grupo de pertenca.

Grupo com IVC Grupo Controlo t de Student
N M:EP N MEP p
TIMP1 7 1.366+0.521 13 1.095+0.146 0.872
TIMP2 6 0.807+0.334 13 1.427+0.259 0.212
TIMP3 6 0.240+0.115 13 1.567+0.319 0.003
TIMP4 6 0.248+0.126 12 0.82910.173 0.001

Na comparacao entre grupos dos valores médios da expressdo genética dos TIMPs (tabela 8)
constatou-se que quase todos (excluindo o TIMP1) estavam diminuidos no grupo das veias
insuficientes, ainda que essa diferenca fosse estatisticamente significativa apenas para o
TIMP3 e TIMP4.

Tabela 9 Expressdo genética (média = erro padrao) de TGFBRs em funcao do grupo de pertenca.

Grupo com IVC Grupo Controlo t de Student
N MzEP N MzEP P
TGFBR2 7 0.074+0.028 12 1.229+0.217 <0.001
TGFBR3 5 0.318+0.047 11 0.6845+0.156 0.317

Por Gltimo, a analise das médias da expressao genética dos TGFBRs nos dois grupos em estudo
(tabela 9) revelou uma diminuicao da expressao nas amostras do grupo com IVC. No caso do

TGFBR2 a diferenca entre as médias foi estatisticamente significativa.
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4. Discussao dos resultados

Antes de se avancar na discussao dos resultados obtidos é necessario apontar as seguintes
salvaguardas.

Por um lado, a escassez de estudos sobre o tema deste trabalho dificultou a comparacao de
resultados. Por outro, os estudos utilizados na comparacao de resultados nao so tinham
objetivos de estudo diferentes, como também recorreram a amostras de populacdes temporal
e geograficamente distintas, factos que obrigaram a alguma cautela e critério nas
comparacoes feitas.

Por fim, apesar do nimero reduzido de individuos que integraram o grupo com IVC, a
caracterizacao destes individuos ndo se afastou da caracterizacdo observada noutros estudos:
(I) o predominio do sexo feminino e uma idade média avancada, (Il) o predominio de
individuos com excesso de peso ou obesidade, ou com multiplas gravidezes de termo (todos
fatores de risco significativos para o desenvolvimento da IVC, de acordo com Dindelli et al[33]

foram igualmente encontrados nas amostras de outros estudos.

4.1 Expressao genética de MMPs, TIMPs e TGFBRs em veias

insuficientes da regidao maleolar, inguinal e colateral

Atendendo aos resultados nos testes de hipoteses foi possivel verificar que nenhuma das

hipoteses testadas (H1, H2 e H3) foi confirmada.

Como ja foi mencionado, alguns estudos mostram diferencas estatisticamente significativas
na expressao genética de MMPs e TIMPs entre veias varicosas de regides distais e

proximais[10, 25]. Neste estudo esta diferenca nao se verificou.

Uma explicacao possivel para estes resultados prende-se com o tamanho reduzido da amostra,
que dificulta a detecao de diferencas estatisticamente significativas. Além disso, a maioria
dos pacientes com IVC apresentava uma classificacdo CEAP C3, ou seja, um estadio
intermédio de IVC. Numa amostra de pacientes caracterizada pelo predominio dos estadios
mais avancados da classificacdo CEAP seria eventualmente possivel a detecdo de diferencas,

uma vez que as alteracoes tipicas da patologia seriam mais evidentes.

Nao é possivel comparar os resultados obtidos para a expressao genética dos TGFBRs com
outros equivalentes (até a data, inexistentes na literatura empirica). No entanto, admite-se a
possibilidade de existéncia de diferencas na expressao genética destes recetores entre as trés
regides anatomicas consideradas, embora ndo tenha sido possivel deteta-las pelas razoes
acima mencionadas.
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4.2 Expressao genética das MMPs, TIMPs e TGFBRs em veias

saudaveis e insuficientes

Os resultados obtidos na comparacdo entre veias insuficientes e saudaveis permitiram

confirmar parcialmente as hipoteses H4, H5 e Hé6.

Relativamente aos resultados da expressao genética das MMPs (hipotese H4), verificou-se que
a MMP2 se encontrava diminuida nas veias insuficientes, quando comparadas com veias
saudaveis. Os resultados sdo concordantes com alguns dos estudos anteriormente publicados
que apontam para uma diminuicdo da expressdao genética das MMPs (principalmente da
MMP2)[10, 12, 21]. No entanto, noutros estudos esta diminuicdo ndo se verificou, tendo sido
inclusivamente demonstrado um aumento da expressao genética das MMPs (MMP1, MMP2,
MMP3, MMP7 e MMP9)[22-25]. Esta disparidade de resultados pode ser explicada pelos
seguintes factos. Em primeiro lugar, alguns estudos apresentam erros metodologicos
(utilizacdo de amostras de veias macroscopicamente saudaveis colhidas em doentes com IVC
para o grupo controlo) que podem ter comprometido os resultados. Em segundo lugar, os
estudos anteriores ndao consideraram a classificacdo CEAP. Deste modo os resultados dispares
podem ter ocorrido devido ao facto das amostras de veia analisadas pertencerem a doentes
em fases da doenca distintas. Propde-se entao que numa fase inicial da doenca, e perante um
aumento de pressao venosa e estase sanguinea, ocorra um aumento da expressao genética das
MMPs e degradacao de componentes da MEC (como o colagénio e elastina), permitindo o
relaxamento da parede da veia e a acomodacdo de maior volume sanguineo. Numa fase
avancada da doenca, mecanismos de compensacao poderado intervir no sentido de conter a
crescente dilatacao das veias insuficientes. O processo cronico de inflamacao local, lesao e
cicatrizacdo, podera conduzir a diminuicdo da expressdao genética das MMPs e consequente

fibrose da parede venosa.

Relativamente a hipotese H5 verificou-se que os valores médios da expressao de TIMPs foram,
a excecao da TIMP1, inferiores no grupo de veias insuficientes quando comparados com o
grupo controlo - embora esta diminuicao tenha sido estatisticamente significativa apenas para
o TIMP3 e TIMP4. Na escassa literatura existente, foram demonstradas diferencas na
expressao genética dos TIMPs entre veias insuficientes e saudaveis: no estudo de Sansilveltri-
Morel et al[22] foi observada uma diminuicao da expressao do TIMP2 em veias varicosas, ja
nos estudos de Bradier-Commander et al[12] e Parra et al[21] observou-se um aumento de

expressao do TIMP1 nesse grupo de veias.

Como justificacao para os resultados encontrados no presente estudo € possivel propor que,
uma vez que as MMPs e TIMPs sao enzimas responsaveis pela homeostasia e remodelacdo da

MEC, qualquer processo que altere o ténue equilibrio dessas enzimas pode tornar-se
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patologico. Apesar de a MMP2, o TIMP3 e o TIMP4 estarem diminuidos nas veias insuficientes
nao significa que essa diminuicao seja equitativa. Assim sendo, poderao verificar-se processos
de protedlise ou acumulacdo de matriz que destabilizam a homeostasia da MEC e que podem

predispor a modificacao estrutural da parede venosa.

Quanto aos resultados da expressao genética dos TGFBRs (H6), nao existe na literatura
nenhum estudo cujo resultado possa ser comparado com os resultados obtidos. No entanto, é
possivel sugerir que a expressao diminuida de TGFBR2 nas veias doentes podera resultar do
processo cronico inflamatorio local que tendera a diminuir a via de atuacdo do TGF-B1, no
sentido de controlar essa inflamacdo cronica. E também necessario ter em conta que o
TGFBR2 é um recetor de TGF-B1 e ndo demonstra necessariamente a quantidade de TGF-81
no local. Outras possibilidades podem ser propostas: o TGF-B1 intervir independentemente
dos seus recetores ou a diminuicao de TGFBR2 em veias varicosas resultar de um feedback

negativo, em face da maior quantidade local de TGF-B81.
4.3 Limitacées do Estudo

A limitacdo mais evidente deste estudo prende-se com o reduzido nimero de amostras de
veias analisadas, que influenciou o tratamento estatistico dos dados e também por isso a
validade das suas conclusdes. Esta limitacdo decorre do laborioso trabalho de recolha de
amostras e de informacao clinica (incluindo o estudo com eco-doppler venoso pré-operatorio)
ter sido efetuado por um so cirurgiao.

Outra limitacdo presente € o facto dos grupos de participantes (IVC vs. controlos) nao serem
equivalentes relativamente as caracteristicas demograficas e clinicas. Este facto podera por
em causa a validade dos resultados obtidos, pelo que sera importante repetir a analise com

grupos mais homogéneos de participantes.

No futuro, em investigacoes sobre o mesmo tema seria pertinente (I) organizar uma equipa de
varios cirurgides na recolha de amostras de veia, (ll) obter uma amostra maior de
participantes e agrupada em funcao da classificacao CEAP, (lll) estudar a atividade de
MMPs/TIMPs, (IV) desenvolver estudos experimentais controlados com o objetivo de avaliar a

influéncia do TGF-B1 na expressao genética de MMPs e TIMPs.
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5. Conclusao

Nao obstante a exaustiva investigacdo sobre a etiologia da DVC, a patogénese da doenca
continua por esclarecer. A constatacdo da relevancia das MMPs em varias doencas vasculares

e degenerativas transformou-as num objeto proeminente no ambito da investigacdo da DVC.

Ainda que com evidentes limitacdes, oportunamente referidas, este estudo exploratorio
apresentou dados cientificamente importantes. Foi possivel verificar que, de um modo geral,
tanto a expressao genética das MMPs como a dos seus inibidores se encontrava diminuida nas

veias insuficientes.

Os resultados obtidos para os TGFBRs revestem-se de maior importancia pelo simples fato de
nao existirem estudos publicados sobre a sua expressdo genética em veias insuficientes.
Assim, a expressao diminuida de TGFBR2 observada em veias doentes apoia a hipotese de
haver uma dessensibilizacao da acao do TGF-B1, igualmente verificada noutras patologias

(como na neoplasia do ovario[30]).

A replicacado deste estudo numa amostra maior e, sobretudo, equivalente de participantes é
desejavel, uma vez que o conhecimento mais aprofundado da patogénese da IVC podera
promover o desenvolvimento de um tratamento farmacoldgico ou genético capaz de cessar o

curso cronico inevitavel desta patologia.
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7. Anexos

Anexo 1 Parecer da Comissao de Etica do Centro Hospitalar Cova da Beira.

PARECER N.” 28/2009

COMISSAO DE ETICA DO CENTRO HOSPITALAR COVA DA BEIRA

Na sua reunido de 19 e 26 de Fevereiro de 2009, esta Comissio de Etica apreciou o pedido de
autorizagdo do Dr. Pedro Miguel Azevedo Serralflciro. médico interno da especialidade de
cirurgia geral no CHCB e aluno do Doutoramento em Medicina na Faculdade de Ciéncias da
Sadde da Universidade da Beira Interior, para a realiza¢do de um estudo subordinado ao tema
“A clinica, as metaloproteinases, os inibidores tecidulares de metaloproteinases e o factor de
crescimento transformador Bl na insuficiéncia venosa crénica dos membros inferiores”, a

realizar no Servico de Cirurgia deste Centro Hospitalar.

Apreciado o projecto, concluiu esta Comissio de Etica nada ter a opor a realizagio do mesmo.

Covilhd, 19 e 26 de Fevereiro de 2009

O Presidente da Comissdo de Etica
/ 2
/ /é? /S ////'

(Dr. Neves da Gama)

m’%
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Anexo 2 Consentimento livre e informado dos participantes no estudo do Centro Hospitalar da Cova da

Beira.
Servigo de Ci ia Geral
éﬁ;_—’g
Centro Hospitalar Cova da Beira
Director: Dr. Manuel Fanfa

Consentimento Livre e Informado

O Servigo de Cirurgia Geral do Centro Hospitalar da Cova da Beira, com a colaboragao
do Servico de Cirurgia Cardiotoracica do Hospital da Umiversidade de Coumbra, esta
correntemente a realizar um Estudo de Investigagao com o objectivo de contribuir activamente
para a comunidade cientifica no conhecimento mais aprofundado na drea da fisiopatologia da
Insuficiéncia venosa dos membros inferiores, dando a possibilidade de desenvolvimentos
futuros de novas formas de tratamento desta patologia. Para isso serdo necessarios recolher
dados clinicos e imagiologicos dos doentes com Insuficiéncia Venosa dos Membros Inferiores,
ou com patologia coronaria e colher amostras de Veia Safena Interna que irdo ser excisadas no
tratamento cinirgico a que o doente ira ser sujeito.

O Servigo de Cirurgia do Centro Hospitalar da Cova da Beira, vem solicitar a sua
colaboragdo para que sejam utilizados os dados clinicos e imagiologicos, decorrentes da
avaliagdo da patologia que apresenta e para que sejam utilizadas algumas amostras do tecido
Venoso, que irda ser sujeito a excisdo durante a intervengdo cinirgica a que vai ser sujeito/a.
Informa-se que a sua participagdo é voluntaria, podendo desistir a qualquer momento, sem que
por i1sso venha a ser prejudicado nos cuidados de saide prestados pelo CH.CB.. EPE.:
mnforma-se ainda que todos os dados recolhidos sao confidenciais.

Ao assinar esta pagina esta a confirmar o seguinte:

- Entregou esta informagao

- Explicou o propésito deste trabalho

- Explicou e respondeu a todas as questdes e dividas apresentadas pelo doente.

Nome do investigador

Assinatura do investigador Data

Ao assinar esta pagina estd a confirmar o seguinte:

- O Sr.(a) len e compreenden todas as informagdes desta informagdo e teve tempo para as
ponderar

- Todas as suas questdes foram respondidas satisfatoriamente

- Se ndo percebeu qualquer das palavras, solicitou ao investigador que lhe fosse explicado,
tendo este explicado todas as dividas.

- O Sr.(a) receben uma copia desta informagdo, para a manter consigo.

Nome do Doente

Assinatura do Doente

Representante Legal Data
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Anexo 3 Consentimento livre e informado dos participantes no estudo do Centro Hospitalar e
Universitario de Coimbra.

Consentimento Livre e Informado

O Servigo de Cirurgia Geral do Centro Hospitalar da Cova da Beira. com a colaboragao
do Servigo de Cirurgia Cardiotoracica do Hospital da Universidade de Coimbra, esta
correntemente a realizar um Estudo de Investigagdo com o objectivo de contribuir activamente
para a comunidade cientifica no conhecimento mais aprofundado na area da fisiopatologia da
Insuficiéncia venosa dos membros inferiores, dando a possibilidade de desenvolvimentos
futuros de novas formas de tratamento desta patologia. Para isso serdo necessarios recolher
dados clinicos e imagiologicos dos doentes com patologia coronaria e colher amostras de Veia
Grande Safena, que irdo ser excisadas no tratamento cinirgico a que o doente ira ser sujeito e
servirdo de grupo controlo no referido estudo.

O Servigo de Cirurgia do Centro Hospitalar da Cova da Beira, vem solicitar a sua
colaboragdo para que sejam utilizados os dados clinicos e imagiolégicos, decorrentes da
avaliagdo da patologia que apresenta e para que seja utilizada uma amostra de 2 cm do tecido
venoso que ird ser necessariamente excisado durante a intervengdo cinirgica a que vai ser
sujeito/a, para a realizagao do bypass corondrio.

As amostras irdo ser utilizadas para o estudo em laboratério de metaloproteinases,
(enzimas da parede venosa) e TGF-B1 (uma citocina também presente na parede venosa). As
amostras serdo acondicionadas na Faculdade de Medicina da Universidade da Beira Interior e
irdo ser incineradas posteriormente ao estudo. Nao se acarretam quaisquer riscos ou beneficios
directos para si na recolha das referidas amostras.

Informa-se que a sua participagao é voluntana, podendo desistir a qualquer momento,
sem que por 1sso venha a ser prejudicado nos cuidados de saude prestados pelo HU.C., EP.E.
informa-se ainda que todos os dados recolhidos sdo confidenciais, sujeitos a codigo
identificador a que s6 o investigador responsavel tera acesso.

Ao assinar esta pagina esta a confirmar o seguinte:

- Entregou esta informacgéo

- Explicou o propésito deste trabalho

- Explicou e respondeu a todas as questdes e duvidas apresentadas pelo doente.

Nome do investigador
Pedro Serralheiro

Assinatura do investigador Data

Ao assinar esta pagina esta a confirmar o seguinte:

- O Sr.(a) leu e compreendeu todas as informagdes desta informagdo e teve tempo para as
ponderar

- Todas as suas questdes foram respondidas satisfatoriamente

- Se nao percebeu qualquer das palavras, solicitou ao investigador que lhe fosse explicado.
tendo este explicado todas as dividas.

- O Sr.(a) recebeu uma copia desta informagdo, para a manter consigo.

Nome do Doente

Assinatura do Doente

Representante Legal Data
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