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RESUMO

SCHREINER, C. A. Avaliacdo de marcadores séricos de inflamacéo, trombose e
moléculas de adesé&o no tratamento da insuficiéncia da veia safena magna pelas
técnicas cirurgica convencional e termoablacéo por radiofrequéncia. 2022. 73 f.
Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de
Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Introducéo: o tratamento cirdrgico convencional das veias safenas incompetentes é
a ligadura cirargica e remocédo da veia afetada. Entre as técnicas mais recentes de
tratamento e com grau IA de evidéncia citamos as termoabla¢cdes endovenosas, uma
técnica minimamente invasiva que provoca lesdo endotelial e inflamacao local,
obliterando a veia. Estudos sobre os fatores de risco para a ocorréncia de trombose
em cirurgia de varizes ja foram realizados, porém dados ainda séo escassos sobre 0
papel de marcadores séricos de hipercoagulabilidade. Objetivo: investigar
marcadores séricos de inflamacdo, trombose e moléculas de adesédo no tratamento
da insuficiéncia da veia safena magna pelas técnicas cirdrgica convencional e
termoablagéo por radiofrequéncia. Materiais e Métodos: selecionamos 35 pacientes
com varizes de membros inferiores e indicagcéo de tratamento cirdrgico da veia safena
magna, divididos em 2 grupos: um submetido a termoablacdo endovenosa por
radiofrequéncia da veia safena magna e o outro a cirurgia convencional. Apds o
procedimento, foram submetidos a ultrassonografia duplex em até 7 dias e em 1 més.
Coleta de amostras de sangue feitas antes, em 7 dias e 30 dias do procedimento.
Avaliacdo dos niveis de mediadores inflamatérios como ICAM-1, VCAM-1, Fator de
von Willebrand, P-selectina soluvel, potencial endégeno de trombina foram
investigados em comparados entre a abordagem convencional e a radiofrequéncia.
Resultados: a idade média dos participantes foi de 50 + 12 anos com 27 (77,1%)
pacientes sendo do sexo feminino. O indice de Massa Corporea (IMC) médio foi de
28 + 6 Kg/m2 sem diferenca estatistica entre os grupos. A comorbidade mais frequente
foi a hipertensdo arterial sistémica, 11 (31,4%) pacientes, com distribuicéo
homogénea, trés pacientes (12,5%) apresentaram EHIT classe Il. Na avaliacdo da
atividade inflamatodria sistémica, leucograma e contagem de plaquetas, em nenhum
dos tempos ha diferencas significativas entre os grupos e em relacédo a avaliacdo da
trombina, lesdo endotelial, adeséo e ativacédo plaquetéria e de células inflamatorias
nao observamos nenhuma diferenca significativa, seja na avaliacdo intragrupo, seja
na avaliacdo intergrupos. Conclusao: no pos-operatorio da termoablacdo, ndo ha
diferenca na ativagcdo na geragdo de trombina, lesdo endotelial ou ativacdo de
moléculas de adesao em relacéo a safenectomia.

Palavras-chave: 1. Varizes. 2. Safena Magna. 3. Cirurgia Variz. 4. Stripping da
Safena Magna. 5. Radiofrequéncia. 6. Termoablacdo Endovenosa. 7. EHIT. 8.
Trombose Venosa. 9.P-selectina. 10. Complexo Trombina-Antitrombina. 11. ICAM-
1.12. VCAM-1. 13. Fator de von Willebrand



ABSTRACT

SCHREINER, C. A. Evaluation of serum markers of inflammation, thrombosis and
adhesion molecules in the treatment of great saphenous vein insufficiency by
conventional surgical techniques and radiofrequency thermal ablation. 2022. 91
f. Master’s (Dissertation) — Faculdade de Medicina de Ribeir&o Preto, Universidade de
Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

Introduction: the standard surgical treatment for incompetent saphenous veins is
surgical ligation and removal of the affected vein. The endovenous thermal ablation is
one of the recent endovenous treatments to great saphenous reflux with grade 1A of
recommendation. Endovenous thermal ablation is a minimally invasive technique that
causes endothelial damage and local inflammation obliterating the target vein. Some
studies on the risk factors for the occurrence of thrombosis in varicose vein surgery
have already been carried out, but data are still scarce on the actual role of serum
markers of hypercoagulability. Objective: To investigate serum markers of
inflammation, thrombosis and adhesion molecules in treating great saphenous vein
insufficiency by conventional surgical techniques and radiofrequency thermal
ablation. Materials and methods: We selected 35 patients with varicose veins in the
lower limbs with the indication for surgical treatment of the great saphenous vein. The
patients were divided into two groups, one group undergoing radiofrequency
endovenous thermal ablation of the great saphenous vein and the other group
undergoing conventional surgery. All patients underwent duplex ultrasonography
within seven days, within one month. Blood samples were collected before the
procedure, at seven days and 30 days after the procedure. Evaluation of the levels of
inflammatory mediators such as ICAM, VCAM, von Willebrand factor, soluble P-
selectin, endogenous thrombin potential was investigated in comparisons between the
conventional approach and radiofrequency. Results: The mean age of participants
was 50 £ 12 years, with 27 (77.1%) patients being female. The mean Body Mass Index
(BMI) was 28 + 6 kg/m? with no statistical difference between the groups. The most
frequent comorbidity was systemic arterial hypertension; 11 (31.4%) patients with
homogeneous distribution, three patients (12.5%) had class Il EHIT. In the assessment
of systemic inflammatory activity, WBC and platelet count, there were no significant
differences between the groups at any of the times. Again, there was no significant
difference in the assessment of thrombin generation and endothelial adhesion
molecules, either in the intragroup or in the intergroup assessment. Conclusion: in
the postoperative period, there is no difference in activation in the generation of
thrombin generation, endothelial injury or activation of adhesion molecules between
radiofrequency thermal ablation and stripping of the great saphenous vein.

Keywords: Varicose veins. Great Saphenous Vein. Varicose Surgery. Great
Saphenous Vein Stripping. Radiofrequency Endovenous Thermal Ablation. EHIT.
Venous Thrombosis. P-selectin. Thrombin/Antithrombin Complex. ICAM-1. VCAM-1.
von Willebrand factor



LISTA DE TABELAS E QUADROS

Tabela 1 — Sintese das avaliagdes, biomarcadores e métodos de dosagem ...... 36
Tabela 2 — Caracteristicas clinicas de 35 pacientes tratados por técnica cirargica

convencional (stripping) ou ablacéo térmica por radiofrequéncia (RFA).............. 41



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Sistema CIOSUIEFAST .....uiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 17
Figura 2 — Posicionamento e mecanismo de agao sistema ClosureFAST .......... 18
Figura 3 — Classes do EHIT conforme extensdo do Trombo para Juncédo Safeno-
=T 0 0o - R 19
Figura 4 — Formacéao do complexo de Trombina-Antitrombina ..............ccccceveveeee 23
Figura 5 — Fator de von Willebrand forma uma ponte entre fibras de colageno e a
glicoproteina GPIb na superficie das plaquetas, promovendo adesao, ativacdo e
consequente agregacao PlaqUEtAria ..........ccceeoiiriiiiiieeieie e 24
Figura 6 — A P-selectina é armazenada nas células endoteliais e nas plaquetas
dentro dos granulos WPb e alfa. Apds a ativacdo, esses granulos de secrecéo
translocam para a superficie onde a P-selectina é incorporada a membrana
plasmatica iINtraluminNGal ...........cooooiiiiiiiii e 25
Figura 7 — Leucécitos ligando-se as moléculas de Selectina expressas na superficie
das células endoteliais via molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM-1) ............. 26
Figura 8. A VCAM-1 foi originalmente identificada como uma molécula de adeséo
celular que ajuda a regular a adesao vascular associada a inflamacao e a migracao
transendotelial de leucécitos, como macrofagos e células T. ......cccvvvveeeeeeennnnns 26
Figura 9 — Desenho de estudo € Suas etapas ................eeeueeemrmiiiimeiimiiiiiiiiii. 31

Figura 10 — Inguinotomia e ramos da croca durante a abordagem da cirurgia

CONVENCIONAI .o 32
Figura 11 — Extruséo do fleboextratator na inciséo inguinal ................ccccovveeeenn. 32
Figura 12 — Extrusao do fleboextratator na inciséo distal em perna proximal ...... 33

Figura 13 — Puncao para acesso a veia safena com introdutor de 7Fr. Passagem e
posicionamento da fibra de Radiofrequéncia guiada por ultrassom e imagem de

ultrassom apos a termoablaGao ................uuuuiiuiiiiiiiiiiiiii 34



LISTA DE GRAFICOS

Gréfico 1. Comparacao do leucograma entre 0s grupos nos diversos tempos ... 42

Grafico 2. Comparacédo da contagem de plaquetas entre os grupos nos diversos

Gréfico 3. Comparacgéo da dosagem do complexo trombina / antitrombina entre os
QrupoS NOS AIVEISOS TEMPOS ... 43

Grafico 4. Comparacdo dos niveis de P-selectina entre os grupos nos diversos

Gréfico 7. Comparacao dos niveis do Fator de von Willebrand entre os grupos nos
IVEISOS TEMPOS ..o 46



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AVF - American Venous Forum

ANOVA - Analise de Variancia

BMI - Body Mass Index

CEAP - Classificacdo clinica da doenca venosa - sinais clinicos [C], etiologia [E],
anatomia [A] e fisiopatologia [P].

EDTA - Ethylenediamine tetraacetic acid

EHIT - Endovenous heat-induced thrombus

ELISA - Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

FAPESP — Fundacéo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
FMRP/USP - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
FVIII — fator VIII

FvW- Fator de von Willebrand

HAS — Hipertensédo Arterial Sistémica

HEAB - Hospital Estadual de Américo Brasiliense do complexo HCRP-FAEPA
HCFMRP-USP - Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
da Universidade de S&o Paulo

ICAM - Molécula de Adeséo Intercelular-1

IMC - indice de Massa Corpoérea

RFA - Ablacéo térmica por radiofrequéncia

rVCSS - Revised Venous Clinical Severity Score

SBACV - Sociedade Brasileira de Angiologia e Cirurgia Vascular

SFN — Safenectomia

sVWT - Antigeno do Fator de von Willebrand solavel

TCLE - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TAT - Complexo Trombina-Antitrombina

TEV - Tromboembolismo Venoso

TEP - Tromboembolismo pulmonar

TVP — Trombose Venosa Profunda

US — Ultrassom

VCAM - Molécula de Adeséo de Célula Vascular-1

VCSS - Venous Clinical Severity Score



VSM - Veia Safena Magna
WBC - White blood cells
WPB - Corpos Weibel-Palade



SUMARIO

T- INTRODUGAQ ..ooseveseressserssssssssessssesssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssassssasssssssssssssassssassssasssssasees 16
27 OBJETIVO.....occususissssisnssisssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 28
0 < - | 28
07280 X 4 =T 0§ oo, 28
3- MATERIAIS E METODOS .......ovvvservsssrsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssasssssssssassssassssas 30
3.1 PartiCiPaAnNteS: ... AR R R R RS 30
3.2 Critério de iNCIUSAO0: ..o ——————— 30
3.3 Critérios de eXClUSA0: ... ———————————— 31
BT W< 1) Cors 080 1 3 32
3.4.1 Safenectomia magna por cirurgia convencional - Stripping ... 32
3.4.2 Termoablacao por Radiofrequéncia (RFA)......ummmmmmmmssssssssssssssssssssssssss 33
3.5 Coleta do Material: ... —————————————— 34
3.6 Armazenamento do Material: ....m——————————— 35
3.7.1. TEcnicas de dOSAZEM: ....ccuvcimsmsmimsmssssssssssssssssss s s R naen 35
3.7.2. Dosagem Complexo Trombina-Antitrombina ........———— 35
3.7.3. Dosagem P-Selectina SOIAVEl........cconnnmsmsmssssssssssss s 35
3.7.4. Dosagem do Antigeno do Fator de von Willebrand.........ccunnmmnnssss 36
3.7.5. Dosagem Molécula de Adesao Intercelular-1 (ICAM-1) ....cccuvmmmmsmmsmsssssssssssssssssssessnses 36
3.7.6. Dosagem Molécula de Adesao de Célula Vascular-1 (VCAM-1).....ccuumsmsmmsmsesssssssesns 36
3.7.7. Dosagem P-Selectina SOIAVEL........conninmnmssssssssssssssssssss s 36
4~ ANALISE ESTATISTICA cou.cooeeeeeeeerseessssssseeessssmsssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnss 38
5= RESULTADQOS ......oveestissnsnssssissssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssssussssssssussssssssussssssssssssssssssssssssssssssssss 40
5.1 Resultados demograficos e epidemiolOGICOS .......ovsisinmsssmsmsimsmsmsssssssssses s 40
5.2. Andlise Laboratorial.......ssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasassssas 42
6 DISCUSSAQ.....covvurssissmsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssassssess 48
7= CONCLUSAQ o..osvversisssssssssssssssssssssssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 53
8- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....cvvoveervssrssssssssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssasssanssss 55
APCNAICE A ooesrirrnsessisssnsessisssssssssssasssssssassssssnsassssssnsassssssasassssssnsssssssnsassssssnsssssssssssssssnsssssssssnes 62
APCNAICE B ...oesessisrinsessisssssessissssssssssssssssssssssssssssassssssnssssssssasassssssnssssssssasassssssnsassssssssassssssnsssssssasanes 65
22 1 T | (o SN 66
APCNAICE D .ooseseisrnsessisssnsessisssssessssssssssssnsassssssnsassssssnssssssssasassssssnsssssssasassssssnsssssssnsssssssnsssssssnsnes 71

APDCIUAICE E....ooesiresirererisisesesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseses 72



INTRODUCAO

15



16

1- INTRODUCAO

Varizes sao veias dilatadas maiores que 3mm de diametro, tortuosas,
alongadas e que apresentam alteracdo funcional (refluxo). O tratamento cirdargico
convencional de varizes é a ligadura cirdrgica e remocao da veia afetada. Embora os
resultados cirdrgicos tenham melhorado nas ultimas décadas por conta da maior
compreensao da anatomia venosa da extremidade inferior, a taxa de insucesso com
esta abordagem encontra-se entre 20% e 30%. (KOSTAS et al., 2007; ALLEGRA et
al., 2007) devido principalmente as recidivas tardias. Além disso, o tratamento
cirdrgico convencional geralmente necessita de varias semanas de recuperacao para
o0 retorno as atividades normais.

Em resposta a necessidade de uma abordagem menos invasiva, numerosos
tratamentos endovenosos surgiram ao longo dos Udltimos anos, entre 0s quais
destacamos as técnicas de termoablacao por radiofrequéncia e por laser endovenoso.
Tratamento endovenoso, no que se refere as varizes, pode ser melhor definido como
uma técnica minimamente invasiva, no qual posiciona-se um cateter intraluminal e se
transfere energia para a veia-alvo, o que causa lesédo endotelial, no intuito de provocar
a obliteracdo venosa. Estes métodos demonstraram-se seguros e eficazes com
melhor recuperacao pos-operatdria em relacdo a cirurgia convencional.

Atualmente, as técnicas termoablativas tem grau de evidéncia IA de
recomendacao nas diretrizes da Sociedade Europeia de Cirurgia Vascular (WITTENS
et al., 2015,) e grau de evidéncia IB nas diretrizes do American Venous Forum
(RAUTIO et al., 2002; NAVARRO, 2002; GLOVICZKI et al., 2011).

TERMOABLACAO POR RADIOFREQUENCIA

Radiofrequéncia é uma tecnologia minimamente invasiva que oferece
tratamento eficaz do refluxo venoso da veia safena magna. Os pacientes podem ser
tratados ambulatorialmente inclusive sob anestesia local tumescente, 0 que permite a
deambulacé&o precoce, menor desconforto e tempo de inatividade, reduzindo também
0 risco de possiveis complicagdes tromboembodlicas.

Esta técnica consiste num método de "ablacdo segmentar” da veia safena. O
sistema disponivel no Brasil atualmente & o ClosureFAST (VNUS Medical

Technologies, Inc., San Jose, CA) concebido para tratamento da veia safena magna
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e da veia safena parva. O cateter ClosureFAST tem um eletrodo bipolar de 7 cm de
comprimento afixado a sua extremidade distal por onde energia € liberada (vide figura
1)

Figura 1 — Sistema ClosureFAST (VNUS Medical Technologies, Inc., San Jose, CA)

Fonte: Gockeritz (2012).

O eletrodo deve estar em contato direto com a parede da veia para transmitir a
energia necessaria para a obliteracdo da veia. O mecanismo de acéo € a destruicdo
do endotélio, oclusédo por deposicdo colagena na parede da veia e formacdo de
trombos intraluminais (WEISS; FEIED; WEISS, 2001). Por fim, ocorre fibrose da
parede veia, como também a formacdo de uma nova matriz de colageno, que contrai
ainda mais a luz e provoca a sua ocluséo (figura 2). (WEISS; FEIED; WEISS, 2001).
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Figura 2 — Posicionamento e mecanismo de agao sistema ClosureFAST

Catéter inserido dentro da veia Colapso da veia por energia térmica Segmento venoso obliterado

Fonte: MEDTRONIC (2021)

As complicagfes pos-operatérias sdo limitadas, sendo mais comuns a
tromboflebite superficial e lesao térmica da pele.

TROMBOSE VENOSA PROFUNDA POS-OPERATORIA

Apesar de incomum, uma das mais preocupantes complicacbes da
termoablacdo endovenosa é a trombose venosa profunda (TVP), secundaria a
extensdo de trombo além do segmento da veia tratada (HINGORANI et al., 2004,
MOZES et al., 2005). As técnicas termoablativas, ao contrario da safenectomia, atuam
através de lesdo endotelial direta e, intuitivamente, seriam mais propensas a ativar
mecanismos pré-trombaéticos.

Varios sistemas de classificacédo e tratamento foram propostos para ajudar a
diagnosticar e tratar pacientes que apresentam propagacdes totais ou parciais da
trombose para o sistema venoso profundo (KABNICK et al., 2006; LAWRENCE et al.,
2010). Em 2006, Kabnick e colaboradores descreveram uma classificacdo para a
trombose induzida pelo calor (endovenous heat-induced thrombus- EHIT) que se

utiliza da ultrassonografia para a determinacéo da extensdo da trombose indesejada,
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secundaria ao procedimento de termoablacdo. Recentemente, o American Venous
Forum e a Society for Vascular Surgery uniformizaram a classificacdo e conduta dos
eventos trombéticos (KABNICK et al., 2006; LAWRENCE et al., 2010; KABNICK et al.,
2021). Dessa forma, a classificacao atual descreve 4 classes (figura 3) de trombose
induzida pelo calor (American Venous Forum Endovenous Heat-Induced Thrombus -
AVF EHIT classification) que podem ser diagnosticadas pela ultrassonografia
(KABNICK et al., 2021):

- Classe 1, quando o trombo se estende até a juncdo safeno-femoral, sem
ultrapassa-la;

- Classe 2, quando o trombo se estende para a veia femoral, porém ocupando
menos de 50% de seu diametro transversal;

- Classe 3, quando o trombo se estende para a veia femoral e ocupa mais que
50% de seu diametro transversal;

- Classe 4, quando ocorre a oclusdo completa da veia pela trombose.

Figura 3 — Classes do EHIT conforme extensdo do Trombo para Juncédo Safeno-
Femoral

SAPHENOFEMORAL JUNCTION with Endovenous Heat Induced Thrombus (EHIT)

CLASSES | CLASSES 2 CLASSES 3 CLASSES 4
EHIT @ SFI EHIT into CFV EHIT into CFV EHIT in CFV
<50% =50% Occlusive DVT

Fonte: Frasier; Latessa (2008).

Os estudos clinicos randomizados e metanalises ndo mostram diferencas
significativas na incidéncia de trombose venosa entre a safenectomia e as técnicas de
radiofrequéncia e endolaser (RASMUSSEN et al., 2013).

Healy et al. (2018) mostraram uma incidéncia de 1-2% de complicacdes
tromboticas enquanto outros mostram uma incidéncia ainda maior como, por exemplo,
uma série retrospectiva de 519 veias safenas magnas tratadas cuja incidéncia de

EHIT foi de até 4 %, com predisposicédo ao sexo masculino e uma possivel correlagéo
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com trombofilia. (RHEE et al., 2013). Outras possiveis variaveis para a ocorréncia do
EHIT séo a técnica cirargica, diametro da veia, idade e flebectomias concomitantes
(SUFIAN et al., 2015).

POTENCIAIS MARCADORES SERICOS DE RISCO TROMBOEMBOLICO

O tromboembolismo venoso (TEV) inclui duas condicdes frequentes, que sdo a
trombose venosa profunda (TVP) e o tromboembolismo pulmonar (TEP). Como
notoério, € um grave problema de saude devido a altas taxas de recorréncia a sua alta
morbimortalidade, sendo a causa de morte evitavel mais comum no paciente
hospitalizado.

Pouco se sabe sobre a acdo ou ativacdo das técnicas termoablativas na
cascata de coagulacdo ou em outros fatores moleculares pro-trombéticos (LURIE;
KISTNER, 2013; HEERE-RESS et al., 2011). A busca por biomarcadores que
permitam a identificacdo de predisposicdes ou melhora nas técnicas diagnésticas do
TEV atualmente € o objetivo de inUmeras pesquisas em especial no campo da
oncologia. Alguns destes marcadores ja estdo bem estabelecidos e amplamente
investigados: parametros de andlise de leucograma e contagem de plaquetas se
mostraram Uteis na predicdo de risco de tromboembolismo venoso. Associacdes entre
niveis elevados de dimeros-D, fragmentos de protrombina 1+2, P-selectina soluvel,
fator VIII da coagulacao e potencial enddgeno de geracao de trombina e risco de TEV
ja foram reportados por autores (PABINGER; THALER; AY, 2013). Testes
guantitativos de geracdo de trombina ao longo de um tratamento, quantificando o
status hemostético dos pacientes e medindo o efeito cumulativo das tendéncias proé-
tromboticas (DIELIS et al., 2008), podem ser potencialmente valiosos para a previsao
da ocorréncia e recorréncia do TEV ao identificar aqueles que podem se beneficiar da
anticoagulacédo a longo prazo. Outros ainda, como as citocinas inflamatorias sao alvo
de controvérsias no seu real papel no tromboembolismo venoso (PABINGER; AY,
2009).

Do ponto de vista clinico, seria extremamente util dispor de biomarcadores que
permitissem a identificagéo precoce de pacientes com alto risco de TEV e, no caso de
procedimentos cirargicos, permitiriam uma conduta mais segura, customizada a cada
situacdo e baseada em evidéncias. O uso das novas tecnologias, por exemplo, no
campo da cirurgia vascular, poderia ser feito de forma mais racional, segura e de forma

mais custo-efetiva.
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A profilaxia de TEV em cirurgia de varizes também ¢é alvo de controvérsias e
ainda ndo esta bem estabelecida. Muitas vezes os critérios para sua indicacéo ficam
a critério da experiéncia pessoal do cirurgido. Segundo o Projeto Diretrizes da
Sociedade Brasileira de Angiologia e Cirurgia Vascular — SBACV (SBACV, 2015), a
profilaxia medicamentosa esta indicada apenas para casos de alto risco
tromboembdlico, como em doentes com TVP ou TEP prévios, trombofilia, idosos e
portadores de cancer. Deve-se fazer uma estratificacao individual de cada paciente.
No entanto, sabemos que ainda é dificil uma avaliagdo mais acurada do risco
trombdtico em alguns casos. O escore de Caprini (PANNUCCI et al., 2017) é uma
ferramenta Gtil que pode ser utilizada nesse contexto, porém sédo escassos 0s estudos
bem elaborados de tromboprofilaxia em cirurgia vascular venosa.

O fato é que, atualmente, ainda ndo existe um consenso sobre profilaxia
antitrombdtica para cirurgia de varizes, tanto para os procedimentos convencionais
guanto para os tratamentos termoablativos. Desta forma, o tipo e a duracdo da
tromboprofilaxia nesse grupo de pacientes € altamente variavel e fica & mercé da
experiéncia pessoal de cada profissional, conforme mostram pesquisas recentes
inclusive da propria SBACV (SBACV, 2015). Ha a necessidade de um modelo de
estratificacdo de risco que se concentre em fatores de risco diretamente relevantes
para pacientes com varizes (NYAMEKYE, 2018). Marcadores de trombose venosa
podem, eventualmente, auxiliar na conduta clinica se tornarem-se confiaveis e
disponiveis na prética clinica.

Como citado anteriormente, potenciais biomarcadores pro-trombéticos estao
sendo investigados por sua capacidade de predizer TEV durante o curso de doencas
oncoldgicas e alguns protocolos de profilaxia de TEV e anticoagulagdo estdo sendo
repensados para este grupo de pacientes, nas quais estes marcadores mostram-se
ativados (PABINGER; THALER; AY, 2013). Existem alguns estudos sobre os fatores
de risco clinicos e do procedimento em si para a ocorréncia de trombose em técnicas
de termoablacédo endovenosa, porém os dados ainda sédo escassos sobre o real papel
de marcadores séricos de hipercoagulabilidade como os ja citados.

Neste estudo, nos propomos a comparar ativagdo de vias moleculares proé-
tromboéticas nos individuos submetidos a safenectomia e termoablagdo por
radiofrequéncia (RFA) através da comparacdo do hemograma e de ensaios
laboratoriais que avaliam a formacdo de trombina e dosagem sérica das formas

soluveis das moléculas de adeséo e ativacdo plaquetaria. Procuramos desta forma
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avaliar, a nivel molecular, se os achados sdo compativeis com os dados de trombose
venosa dos estudos clinicos e - eventualmente - identificar marcadores séricos que

poderiam ser Uteis na avaliagdo de risco tromboembdlico perioperatorio.

1.1. Contagem de leucodcitos e plaguetas

Khorana e cols. (2008) demonstraram que, em pacientes com cancer, a
leucocitose esté associada a um aumento do risco de TEV em pelo menos duas vezes.
Neste estudo, a contagem absoluta elevada de neutréfilos e mondécitos, mas nao a
linfocitose esteve associada ao aumento do risco de TEV (KHORANA et al., 2008).
Da mesma forma, a trombocitose também esta correlacionada com TEV conforme
relatado em varios estudos. Porém, os mecanismos subjacentes que ligam as
contagens elevadas de plaquetas ao TEV relacionado ao cancer ainda ndo sao claros
(NASH et al., 2002).

1.2. Complexo Trombina-Antitrombina (TAT)

A avaliacdo da ativacdo da coagulacdo é essencial para avaliar estados
hipercoagulaveis (pré-trombaéticos) e trombdéticos. Durante a reacdo na cascata de
coagulacédo sanguinea o fator Xa cliva a protrombina, o que resulta na geracéo de
trombina. Essa serina protease pode ser rapidamente neutralizada pela antitrombina,
com a formacdo do complexo inativo de Trombina-Antitrombina (DEGUCHI et al.,
1991). A trombina-antitrombina é formada em resposta ao alto nivel de trombina
causado pela coagulacdo. Como a trombina é rapidamente ligada a antitrombina, a

TAT é uma boa medida para o nivel de trombina no sangue.
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Figura 4 — Formacéo do complexo de Trombina-Antitrombina
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Fonte: Ribeiro et al. (1997)

1.3. Fator de von Willebrand (FvW)

O Fator VIl elevado (FVIII) € um fator de risco bem estabelecido para a primeira
manifestacao e a recorréncia de TEV em pacientes sem cancer (KOSTER et al., 1995;
KYRLE et al., 2000; COSMI et al., 2008). Niveis consistentemente elevados de Fator
VIII foram considerados fator de risco para TEV primario em estudos caso-controle.
Parece que o aumento do risco ndo é linear, mas esta presente apenas quando o
Fator VIl excede um determinado nivel de aproximadamente 230% a 250% (KYRLE
et al., 2000). A molécula do Fator de von Willebrand é produzida pelos megacariocitos
e pelas células endoteliais e, quando ativado, atua na adesao plaquetéaria. No plasma,
o Fator de von Willebrand e o Fator VIII circulam mantidos por ligacbes ndo-covalentes
formando complexos constituido por 99% de FVW e 1% de FVIII. Sua deficiéncia
qualitativa ou quantitativa ocasiona manifestacdes hemorragicas. Por outro lado,

niveis elevados causam maior risco de formacao de trombos. (MANNUCCI, 2004).
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Figura 5 — Fator de von Willebrand forma uma ponte entre fibras de colageno e a
glicoproteina GPIb na superficie das plaquetas, promovendo adesdo, ativacdo e
consequente agregacao plaquetaria

Fonte: Rosset (2013).

1.4. P-selectina soluvel

A P-selectina € um membro da familia das Selectinas de moléculas de adeséo
celular. E liberada a partir dos granulos a (alfa) das plaquetas ativadas e dos corpos
Weibel-Palade (WPb) das células endoteliais (FMIJNHEER et al., 1997). A P-selectina
desempenha um papel crucial na trombogénese e induz um estado protrombético
(PABINGER; AY, 2009). Foram observados niveis elevados de P-selectina em
pacientes com TEV agudo e associados ao risco de TEV em pacientes sem cancer
(BLANN; NOTEBOOM; ROSENDAAL, 2000; GREMMEL et al., 2011; AY et al., 2007).
As evidéncias de estudos basicos e clinicos demonstram que a P-selectina é um
biomarcador que possui claramente propriedades pré-coagulantes e reflete um estado

pré-trombotico em seres humanos.
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Figura 6 — A P-selectina é armazenada nas células endoteliais e nas plaquetas dentro
dos granulos WPb e alfa. Apés a ativagao, esses granulos de secrecdo translocam

para a superficie onde a P-selectina é incorporada a membrana plasmatica
intraluminal
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Fonte: Schutzman et al. (2018).

1.5. Molécula de Adeséao Intercelular-1 (ICAM-1)

A ICAM-1 é uma molécula intercelular de adesdo. E produzida por células
endoteliais, leucdcitos, fibroblastos e células epiteliais. A ativagdo endotelial promove
a expressdo de moléculas especificas de contato a fim de que ocorra a adesédo de
células inflamatérias. Para que haja adesdo firme das plaquetas, é necesséria a
ligacdo de moléculas de adesao, como a ICAM-1. Seus niveis estdo aumentados em

condi¢cdes como angina e doencas arteriais periféricas.
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Figura 7 — Leucadcitos ligando-se as moléculas de Selectina expressas na superficie
das células endoteliais via molécula de adeséo intercelular 1 (ICAM-1)
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Fonte: Jang; L’'Hortet; Soto-Gutierrezy (2019)

1.6. Molécula de Adeséo de Célula Vascular-1 (VCAM-1)
Consiste em uma molécula de adesdo vascular produzida pelas células
endoteliais. Seus niveis estdo aumentados em multiplas condi¢des cardiovasculares.
Quando ocorre ativacao celular, apos adesdo e transmigracao das células
inflamatorias, isoformas sollveis destas moléculas sao liberadas na circulagdo. Sua
dosagem € considerada uma forma de obter informacdes sobre a inflamacéo do
endotélio e a ativacdo da cascata de adesdo in vivo. Niveis circulantes destas

moléculas séo consideradas como forma de avaliag&o indireta de disfuncé@o endotelial.

Figura 8. A VCAM-1 foi originalmente identificada como uma molécula de adeséo
celular que ajuda a regular a adeséo vascular associada a inflamacéo e a migracéo
transendotelial de leucécitos, como macrofagos e células T.
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Fonte: Kong et al. (2018).
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2- OBJETIVO

2.1. Geral:
Comparar a ativagédo de vias moleculares pro-inflamatoérias e pro-trombaéticas
nos individuos submetidos a termoablacao endovenosa por radiofrequéncia e cirurgia

convencional de varizes.

2.2. Especifico:
Dosagem dos seguintes componentes celulares e séricos:
1. Leucograma e contagem de plaquetas.
2. Avaliacdo dos biomarcadores de trombose no sangue periférico:
- Geragéao de trombina (complexo trombina-antitrombina);
- Lesao endotelial (ICAM, VCAM e antigeno do Fator de von Willebrand);

- Ativacdo plaquetaria (P-selectina soluvel).



MATERIAIS E METODOS
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1 Participantes:

Um estudo tipo coorte prospectivo onde foram incluidos 35 individuos
portadores de varizes de membros inferiores com indicagdo de tratamento cirdrgico,
com refluxo total ou parcial da veia safena magna independentemente do grupo
étnico, idade e sexo. A alocacéo dos pacientes foi realizada de forma sequencial para
cirurgia convencional e para termoablacéo, até um total de 11 pacientes para cirurgia
convencional (Safenectomia - SFN) e 24 para termoablacdo por Radiofrequéncia
(RFA). Os pacientes foram analisados quanto as caracteristicas clinicas seguindo
uma ficha de entrevista (Apéndice A) com idade, sexo, indice de massa corporal
(IMC), classificacdo de gravidade da insuficiéncia venosa pelo Revised Venous
Clinical Severity Score (rVCSS) (Apéndice B), Classificacdo CEAP (Apéndice C).

Todos os participantes foram recrutados a partir de casos atendidos no
Ambulatério Médico de Especialidades do Hospital Estadual de Américo Brasiliense
do complexo HCRP-FAEPA pela equipe de Cirurgia Vascular. A coleta de amostras
de sangue foi feita antes, em 7 dias, 30 dias do procedimento e foram submetidos a
ultrassonografia duplex em até 7 dias e em 1 més para a deteccdo de EHIT ou
trombose venosa profunda. N&o foi realizada profilaxia farmacolégica para
tromboembolismo venoso em nenhum caso. O tempo de estudo total de cada paciente
foi de 6 a 8 meses com a ultima consulta agendada 6 meses apos a cirurgia.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCRP e da
FMRP-USP sob processo HCRP n° 2600/2017.

3.2 Critério de incluséo:

Foram incluidos no presente estudo os pacientes com varizes de membros
inferiores sintomaticas, com idade maior que 18 anos e menor que 80 anos, com
indicacdo de tratamento cirdrgico, com refluxo total ou parcial da veia safena magna
detectado em US duplex pré-operatorio atendidos no Ambulatério Médico de
Especialidades do Hospital Estadual de Américo Brasiliense do complexo HCRP-
FAEPA e gque autorizaram a sua inclusdo na pesquisa através da assinatura do termo

de consentimento livre esclarecido.
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3.3 Critérios de excluséo:

Pacientes com doencas infeciosas ou inflamatérias subjacentes em atividade
como cancer, lapus, tuberculose, trombofilias conhecidas, ulceras infectadas ou
outras patologias infecciosas. Pacientes com histérico de trombose venosa ou com
risco cardiovascular elevado também foram excluidos. O organograma resumido &

apresentado na Figura 9.

Figura 9 — Desenho de estudo e suas etapas.
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Fonte: O autor (2021)
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3.4 Técnica Cirurgica
Todos os procedimentos foram realizados sob raquianestesia e em todos o0s

casos houve flebectomias associadas independentemente da técnica realizada.

3.4.1 Safenectomia magna por cirurgia convencional - Stripping

A safenectomia da veia safena magna por cirurgia convencional foi realizada
em regime ambulatorial no centro cirurgico. Utilizamos a técnica cirargica padréo. Em
resumo, por meio de uma inguinotomia transversa, a juncdo safeno-femoral é
dissecada, a croca € identificada e todas as suas tributarias séo seccionadas e ligadas
(figuras 10 e 11). A veia safena magna é dissecada na altura do joelho, perna proximal
ou pré-maleolar e submetida a ligadura distal (figura 12).

Figuras 10 — Inguinotomia e ramos da croca durante a abordagem da cirurgia
convencional.

Veia
Safena

Veia
Safena

Fonte: Matkovski et al. (2017); Puggina (2019)

Figura 11 — Extrusao do fleboextratator na incisao inguinal

Fonte: O autor (2021).
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Figura 12 — Extruséo do fleboextratator na inciséo distal em perna proximal

Fonte: O autor (2021).

Os trajetos venosos colaterais sdo removidos pela técnica de flebectomia
convencional. Com auxilio de um fleboextrator a veia safena magna € ressecada entre
as incisdes. Compressao local é aplicada sobre a face medial da coxa e perna.
Finaliza-se com o enfaixamento do membro, que sera trocado por meias longas tipo
7/8 de compresséao graduada 20-30 mmHg apos 24 horas, e usadas por 30 dias.

Para se tentar minimizar diferencas em relagdo a técnica cirirgica, todos os
cirurgidoes envolvidos foram submetidos a um treinamento e normalizagéo de condutas

intraoperatorias.

3.4.2 Termoablagao por Radiofrequéncia (RFA)

O acesso a veia doente é feito através da puncéo guiada por ecografia em
topografia de joelho, perna proximal ou pré-maleolar e posicionado um introdutor. Uma
Vez que 0 acesso vVenoso esteja estabelecido, a posicao do doente € mudada para a
posicdo de Trendelenburg. O cateter € entdo avancado a 2 cm da juncédo com a veia
femoral comum (juncao safeno-femoral) sempre sob orientacéo ecografica. A posicéo
final do cateter deve ser imediatamente inferior a veia epigastrica superficial, que é
tributaria da jungéo safeno-femoral.

Em seguida ao posicionamento do cateter é realizado a tumescéncia do
compartimento safeno com solugdo salina injetada no subcutdneo ao longo do
comprimento da veia (10ml/cm). O objetivo da tumescéncia € a protecdo da pele e
estruturas vizinhas contra o calor e compressao da veia para otimizar a superficie de
contato entre o endotélio e a extremidade do cateter.

A ablagcéo por RFA é realizada de forma segmentar, tratando um segmento

venoso de 7cm em um ciclo de 20 segundos. A parede venosa é exposta a corrente
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alternada de alta-frequéncia por contato direto das pontas do cateter com o endotélio.
A temperatura de tratamento é 120 °C, permitindo uma temperatura tecidual de 110°C.
No segmento mais proximo a jungdo safeno- femoral é indicado 2 ciclos de tratamento
de 20 segundos, assim como nos segmentos muito dilatados ou adjacentes a veias
perfurantes. Nos demais segmentos apenas 1 ciclo de 20s é suficiente.

Depois que o cateter é removido, o doente retorna a posicao horizontal e €,
entdo, feito um controle ecogréfico para avaliar a permeabilidade da veia femoral e da
veia epigastrica superficial. No final, realiza-se o enfaixamento e o uso das meias
elasticas da mesma forma que para cirurgia convencional.

Para se tentar minimizar diferencas em relacdo a técnica cirargica, todos os
cirurgidoes envolvidos foram submetidos a um treinamento e normalizagéo de condutas

intraoperatorias.

Figura 13 — Puncédo para acesso a veia safena com introdutor de 7Fr. Passagem e
posicionamento da fibra de Radiofrequéncia guiada por ultrassom e imagem de
ultrassom apos a termoablacdo
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Fonte: O autor (2021).

3.5 Coleta do Material:

Os voluntarios da pesquisa foram submetidos a uma ficha de entrevista clinica
e termo de consentimento livre esclarecido (Apéndice D) previamente a inclusédo no
estudo. Apos o preenchimento dos critérios de inclusao e exclusao, foram incluidos
no trabalho. A coleta de sangue foi feita através de veia periférica (10mL) no que foram
distribuidos em aliquotas determinadas para cada dosagem especifica. Os tempos de
coleta foram no pré-operatério, em 7 dias e em 30 dias do procedimento.
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3.6 Armazenamento do Material:

As amostras de sangue ja coletadas nos diversos tempos do estudo foram
acondicionadas no Hospital Estadual de Américo Brasiliense em 5 tubos azuis, 1 tubo
amarelo e 1 tubo roxo-EDTA. Posteriormente, centrifugadas e o soro e plasma

armazenados a —80° Celsius.

3.7 Analise laboratorial:

Nos dias das dosagens, 0s materiais — soros e plasmas - foram descongelados
e preparados conforme orientacdo dos kits de dosagens para posterior leitura no
espectrofotdometro em diferentes comprimentos de onda. Os resultados sédo fornecidos
em numeros (duplicatas), cada quais jogados numa equacdo logistica de quatro
parametros, calculados valores médios e assim chegamos aos valores numéricos

finais para a analise estatistica.

3.7.1. Técnicas de dosagem:

Foram realizados a analise do leucograma e contagem de plaquetas, dosagem
atividade do complexo Trombina — Antitrombina, dosagem da P-selectina, Fator de
von Willebrand, ICAM e VCAM. Leucograma e contagem de plaquetas foram
realizadas nas técnicas padrdo de apresentacdo de hemograma. Em relacdo aos
marcadores, as especificacbes técnicas das dosagens sao apresentadas na

sequéncia:

3.7.2. Dosagem Complexo Trombina-Antitrombina

Teste imunoenzimético (ELISA) (Abcam®, catalogo n. ab108907) em que 0s
complexos Trombina-Antitrombina formados apos a neutralizagdo da Trombina pela
Antitrombina 1ll tém sido utilizados como marcador substituto para a geracao de

trombina.

3.7.3. Dosagem P-Selectina Soluvel

Teste imunoenzimatico (ELISA) (Abcam®, catalogo n. CD62P) em que o
imunoabsorvente enzimatico in vitro gera medi¢ao quantitativa de CD62P humano em
sobrenadantes de soro, plasma e cultura de células. Este ensaio emprega um
anticorpo especifico para CD62P humano. A solucao de parada muda da cor de azul

para a amarela e a intensidade da cor é medida.
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3.7.4. Dosagem do Antigeno do Fator de von Willebrand
Teste imunoenzimético (ELISA) (DuoSet®, catdlogo n. DY2764-05) para
quantificacdo do dominio A2 do fator humano de von Willebrand natural e

recombinante no plasma.

3.7.5. Dosagem Molécula de Adeséo Intercelular-1 (ICAM-1)
Teste imunoenzimético (ELISA) (DuoSet®, catalogo n. DY720 — 15 plates) para

medicado da molécula humana intracelular solivel de adesdo molecular 1 — ICAM — 1.

3.7.6. Dosagem Molécula de Adesédo de Célula Vascular-1 (VCAM-1)

Teste imunoenzimatico (ELISA) (DuoSet®, catalogo n. DY809 — 15 plates) para
medicdo da molécula vascular humana natural e recombinante de adesao celular 1 —
VCAM - 1.

3.7.7. Dosagem P-Selectina Soluvel

Teste imunoenzimatico (ELISA) (DuoSet®, catalogo n. DY137 — 15 plates) para
guantificacdo da molécula humana P-Selectina natural e recombinante.

Uma sintese dos tipos de avaliagdes que serdo realizadas e seus respectivos

meétodos de dosagem esta representado na Tabela 1 a seguir:

Tabela 1 — Sintese das avaliacfes, biomarcadores e métodos de dosagem

Avaliacao Biomarcador Método de dosagem
Geracao Complexo trombina- Ensaio de imunoabsorcéo
de trombina antitrombina (TAT) enzimatica (ELISA).
Disfuncéao Antigeno do Fator de von ELISA
endotelial Willebrand
Moléculas de ICAM ELISA
adesé&o celular VCAM ELISA
Ativacéao P-selectina soluvel ELISA
plaquetéria

Fonte: O autor (2021)
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4- ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica foi utilizado o software GraphPad Prism version 8.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA).

O teste do qui-quadrado ou teste exato de Fisher foram usados para variaveis
demograficas categoricas, representadas por numero absoluto e porcentagem. O
teste T de Student (distribuicdo normal) ou o teste de Mann Whitney (distribuicdo néao-
normal) para as varidveis demograficas continuas, sendo expressas em média e
desvio padréo.

Para a analise dos marcadores séricos foi realizada andlise intergrupo
(comparacéo entre as duas técnicas em cada tempo) e a analise intragrupo (andlise
da mesma técnica ao longo do tempo). Para tanto, foi utilizado o teste ANOVA de
medidas repetidas ou Mixed-effects analysis com pds-teste de comparacdes multiplas
de Sidak. As variaveis nos graficos foram expressas como média e erro padrao. Para
descartar a hipétese de nulidade, considerou-se que a ocorréncia casual das
diferencas observadas nao poderia exceder 5% (p<0,05).

O pequeno numero de pacientes que apresentaram EHIT ndo permitiu analise

de subgrupo com forca estatistica adequada.
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5- RESULTADOS

5.1 Resultados demogréficos e epidemiolédgicos

Trinta e cinco individuos (24 RFA e 11 SFN, total de 39 membros inferiores
tratados) foram incluidos no estudo. Quatro pacientes foram submetidos a intervencéo
em ambas as safenas magnas no mesmo procedimento, uma paciente do grupo RFA
(4,1%) e trés do grupo SFEN (27%). A taxa de ocluséo da VSM em 30 dias foi de 100%.

Trés pacientes RFA (12,5%) apresentaram endovenous heat-induced thrombus
(EHIT), incluindo o unico paciente de intervencéo bilateral no grupo RFA. Nao houve
nenhum caso de trombose venosa no grupo SFN. Todos os trés pacientes com EHIT
foram classificados como Classe 2 e ndo apresentaram sintomatologia clinica e nem
embolia pulmonar. O diagndstico foi realizado durante ultrassom de controle no sétimo
dia. O tratamento instituido foi a anticoagulagcdo com rivaroxabana durante 30 dias,
com controle ultrassonografico mostrando regressdo do trombo em todos 0s casos.

Dos 35 pacientes selecionados, 27 (77,14%) sao do sexo feminino e 8 (22,86%)
do sexo masculino, o que se assemelha a epidemiologia relatada na literatura
brasileira (Maffei et al., 2008). A idade média dos participantes foi de 50 + 12 anos e
o Indice de Massa Corpoérea (IMC) médio foi de 28, + 6 Kg/m2, ambos sem diferenca
estatistica entre os grupos. A comorbidade mais frequente foi a Hipertensao Arterial
Sistémica, totalizando 11 (31,4%) pacientes, com distribuicdo homogénea entre os
grupos. Também nao houve diferenca significativas entre 0os grupos em relacdo a
cirurgia de varizes prévia ou trombose superficial prévia.

Dos trés individuos que apresentaram EHIT, a analise dos dados
epidemiologicos ndo demonstrou diferenga estatistica em relacdo ao sexo, idade,
IMC, comorbidades, tabagismo e escore de gravidade em relacdo aos demais

individuos.
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Tabela 2 — Caracteristicas clinicas de 35 pacientes tratados por técnica cirdrgica
convencional (stripping) ou ablag&o térmica por radiofrequéncia (RFA).

Termoablagéo

P Safenec
Variaveis o por RFA_sem N
- omia
(n =numero de Radiofrequéncia EHIT -
pacientes) (SFN) (RFA) P P
Numero (%) ou valor valor
meédia + desvio
. (N=11) (N =24) (N=21) (N=3)
padréo
Idade — anos 51+11 50+ 13 75 50+ 12 48 £ 19 .78
Sexo Feminino 8 (73) 19 (79) .99 16 (76) 3 (100) .68
indice Massa
29+4.6 27.£7.2 .63 28+ 7.6 25+1.2 .46

Corporal
Hipertenséao Arterial 3(27) 6 (25) .99 6 (29) 0 .54
Diabetes mellitus 0 2 (8) .99 2 (9.5 0 .99
Hipercolesterolemia 1(9) 2 (8) .99 2 (9.5) 0 .99
Tabagismo 1(9) 3 (12.5) .99 3(14) 0 .99
VCSS 6.7+3.2 6.2+3.3 .66 6.1+2.8 6.7+6.5 .90
Classificacao
CEAP

CEAP 1 0 1(4.1) 1(4.7) 0

CEAP 2 3(2.7) 7 (29) 7(3.4) 0

CEAP 3 5 (45) 12 (50) .59 10 (4.7) 2 (67) 0.08

CEAP 4 3(2.7) 2(8.3) 2(9.5) 0

CEAP 5 0 1(4.1) 0 1 (34)

Fonte: O Autor (2021)
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5.2. Analise Laboratorial

Leucograma e contagem de plaguetas foram dosadas para avaliacdo da
ativacao inflamatoria sistémica. Para a avaliacdo da ativacao de trombina utilizamos
a dosagem do complexo trombina-antitrombina (TAT). Para avaliacdo de lesdo
endotelial utilizamos a dosagem do antigeno do Fator de von Willebrand soltvel
(sVWHI) e para avaliarmos a ativacéo e adeséao plaquetéaria e de células inflamatorias

dosamos as formas soluveis de P-selectina, ICAM-1 e VCAM-1.

5.2.1 Dosagem dos Leucdcitos e Plaguetas

Na avaliacdo da atividade inflamatéria sistémica observamos um aumento do
leucograma maior no grupo da SFN em relagéo ao grupo RFA no tempo de 7 dias em
relacao aos niveis pré-operatorios (avaliagdo intragrupo - gréafico 1), enquanto no caso
da contagem de plaguetas ambos 0s grupos apresentam elevacdes significativas no
tempo de 7 dias (gréfico 2). Em nenhum dos tempos ha diferencas significativas entre

0S grupos (avaliagéo intergrupo).

Grafico 1. Comparacéao do leucograma entre 0s grupos nos diversos tempos.
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Fonte: O Autor (2021)
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Grafico 2. Comparacdo da contagem de plaguetas entre 0os grupos nos diversos
tempos.
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5.2.2 Dosagem do Complexo Trombina — Antitrombina
Em relacdo a avaliacdo da trombina observamos uma diminuicdo aparente dos
niveis de TAT nos tempos de 7 e 30 dias em relacdo ao pré-operatério (grafico 3),

porém sem diferencas entre os grupos em cada um desses tempo.

Grafico 3. Comparacdo da dosagem do complexo trombina entre oS grupos nos
diversos tempos
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5.2.3 Dosagem de P-selectina solavel
Na avaliacdo da adesédo e ativagdo plaquetaria por meio das dosagens de P-

selectina ndo encontramos diferencas estatisticamente significativa em todos os

tempos da dosagem, vide grafico 4.

Gréfico 4. Comparacdo dos niveis de P-selectina entre os grupos nos diversos tempos
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Fonte: O Autor (2021)

5.2.4 Dosagem do ICAM-1
Em relacdo a avaliacdo das células inflamatoérias por meio da ICAM-1 nao

observamos nenhuma diferenca significativa, seja na avaliacdo intragrupo seja na

avaliacéo intergrupos (gréfico 5).
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Grafico 5. Comparacéao dos niveis do ICAM-1 entre 0s grupos nos diversos tempos.
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5.2.5 Dosagem do VCAM-1
Na avaliacdo das células inflamatérias por meio da VCAM-1, a analise de
variancia dos valores 1 nao apresentou diferenca entre 0s grupos conforme

apresentado no grafico 6 a seguir.

Grafico 6. Comparacéao dos niveis do VCAM-1 entre 0s grupos nos diversos tempos.
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5.2.6 Dosagem do Fator de von Willebrand

Em relacdo a avaliacdo da leséo endotelial por meio da dosagem do sVWF, a

andlise de variancia dos valores do Fator de von Willebrand ndo apresentou diferenca
entre os grupos conforme apresentado no grafico 7 a seguir.

Grafico 7. Comparacado dos niveis do Fator de von Willebrand entre os grupos nos
diversos tempos.
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6- DISCUSSAO

Atualmente, as técnicas termoablativas sdo de primeira escolha para
tratamento da insuficiéncia da veia safena magna (WITTENS et al., 2015). As
vantagens dessas técnicas foram demonstradas em estudos randomizados
multicéntricos por diversos autores e, dentre essas vantagens, as principais sédo a
menor incidéncia de dor pés-operatodria e o retorno mais precoce as atividades diarias
(RASMUSSEN et al., 2011). No entanto, essas técnicas ndo se mostraram livres de
complicacbes, sendo que o EHIT é a que traz maiores preocupacfes pelo seu
potencial de desfechos graves.

Autores ja estudaram fatores de risco clinicos e anatdmicos para EHIT e entre
eles estdo a técnica cirargica, o diametro da veia, idade e flebectomias concomitantes
(SUFIAN et al., 2015). Porém, poucos avaliaram alteracdes inflamatérias, pro-
trombdticas, moleculares plasmaticas ou teciduais desses pacientes (LURIE;
KISTNER, 2013; HEERE-RESS et al., 2011) e menos ainda compararam
adequadamente essas técnicas com a técnica cirirgica padrao.

A tromboprofilaxia farmacolégica em cirurgia venosa ainda é alvo de
controvérsias justamente por ndo se entender adequadamente todos os fatores
envolvidos na formacdo ou extensdo dos trombos no sistema venoso profundo
(QURESHI, 2016; UTHOFF et al., 2017). Segundo o Projeto Diretrizes da Sociedade
Brasileira de Angiologia e Cirurgia Vascular — SBACV (Projeto Diretrizes SBACV,
2015), a profilaxia medicamentosa est4 indicada para casos de alto risco
tromboembdlico, como em doentes com TVP ou TEP prévios, trombofilia, idosos e
portadores de cancer. Deve-se fazer uma estratificacdo individual de cada paciente.
No entanto, sabemos que é dificil uma avaliacdo mais acurada do risco tromboético em
alguns casos e sdo escassos 0s estudos bem elaborados de tromboprofilaxia em
cirurgia vascular venosa.

Atualmente, ainda ndo existe um consenso sobre profilaxia antitrombdética
individualizada para cirurgia de varizes, tanto para os procedimentos convencionais
quanto para o0s tratamentos termoablativos. Assim, o0 tipo e a duracdo da
tromboprofilaxia destes pacientes é altamente variavel e fica a mercé da experiéncia

pessoal de cada profissional, conforme mostram pesquisas recentes inclusive da
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prépria. SBACV (SBACV, 2015). Portanto, ha a necessidade de um modelo de
estratificacdo de risco que se concentre em fatores individualizados para os pacientes
com varizes (NYAMEKYE, 2018) e os marcadores de trombose venosa podem,
eventualmente, auxiliar na escolha da profilaxia se confiaveis e disponiveis na pratica
clinica. Portanto, este estudo procura responder algumas questbes em aberto quanto
o verdadeiro potencial pro-inflamatorio e pro-trombdético da técnica de termoablacdo
endovenosa por RFA.

Demonstramos uma elevacao maior do leucograma na primeira semana de
pos-operatorio da SFN comparada a RFA. Esse achado pode ser interpretado como
uma menor ativacdo inflamatdria na RFA, haja vista ser considerado um procedimento
minimamente invasivo. Esse achado é corroborado pelos sinais e sintomas mais
brandos no pds-operatério, o que pode explicar a menor sensacao algica e
recuperacdo mais rapida dos pacientes submetidos a este procedimento.

A contagem de plaquetas também é considerada uma forma de se avaliar
ativagdo inflamatoria além da propria ativagdo pro-tromboética (SIMANEK et al., 2010;
BAIDILDINOVA et al., 2021). Observamos que ha um aumento da concentracao de
plaguetas no sangue tanto no grupo SFN quanto no grupo RFA no sétimo dia de pos-
operatorio, que pode ser marcador tanto de uma resposta inflamatéria persistente
apos uma semana do procedimento quanto uma resposta do organismo a ativacao da
coagulacao primaria em resposta ao trauma cirargico, conhecida como trombocitose
reativa (SCHMUZIGER et al., 1995). Neste caso, ndo houve diferenca entre os grupos,
mostrando comportamentos semelhantes entre as duas técnicas.

A producédo de trombina € uma ferramenta utilizada em muitos estudos para
avaliar a ativacdo global da cascata de coagulacéo, haja vista ser o produto final e
efetor final desta via (LEE et al., 2017). A dosagem da concentragdo do complexo
trombina-antitrombina, que pode ser considerada a fra¢do neutralizada da trombina,
tem relacdo direta e proporcional com o nivel de atividade pré-trombética. No nosso
estudo, curiosamente, evidenciamos uma diminuigdo do TAT tanto no pos-operatorio
dos casos de SFN quanto no de RFA em 30 dias. Alguns estudos relacionam a
presenca de varizes com estados inflamatorios ou pré-trombdéticos elevados e, quando
é feito o tratamento cirargico, ocorre uma diminuicdo desses fatores (ARASE, et al.,
2019). Esta poderia ser, uma explicacdo deste comportamento inesperado do TAT.

De qualquer forma, também, neste caso, ndo houve diferenca entre os grupos.
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O Fator de von Willebrand aumentado pode estar associado a estados de
hipercoagulabilidade como demonstrados em estudos prévios (KOSTER et al., 1995;
JEZOVNIK; POREDOS, 2010), assim como a P-selectina, que se mostra um
biomarcador promissor em diversas areas que estudam eventos tromboembolicos (AY
et al., 2007; GREMMEL et al., 2011). Nao houve ativacao significativa desses fatores
tanto ao longo do tempo quanto na comparacdo entre 0S grupos, que pode ser
compativel com a baixa ativagdo pro-trombdtica desses procedimentos e o baixo
indice de eventos trombaticos significativos observados.

ICAM-1 e VCAM-1, considerados pecas-chave quando se trata de adesao e
rolamento endotelial de células inflamatorias em processos fisioldgicos e patolégicos,
também ja se mostraram Uteis na avaliacao de risco tromboembdlico (MOSEVOLL et
al., 2015; BUI; WIESOLEK; SUMAGIN, 2020). Porém, no nosso estudo, nao
mostraram alteracdes ao longo do tempo ou do tipo de tratamento.

Como limitacBes do estudo temos o numero amostral relativamente pequeno,
que ndo permitiu uma andlise de subgrupo - principalmente pelo nUmero pequeno de
eventos de EHIT que ocorreram (3 individuos). Além disso, quatro (11.4%) pacientes
tiveram a VSM tratada bilateralmente. Em teoria, os pacientes submetidos ao
tratamento bilateral apresentam respostas inflamatorias maiores justamente pelo
porte maior da cirurgia. No entanto, flebectomias foram realizadas bilateralmente em
todos os casos. Finalmente, podemos apontar também como uma limitacdo o
pequeno numero de coletas amostrais no pés-operatorio, sendo que dosagens mais
repetidas (exemplo: em oito, 24 e 48 horas de pds-operatorio) poderiam refletir mais
adequadamente a curva de concentracdo dos marcadores neste periodo.

Novas perspectivas de estudo nesse campo devem ser estudadas, tanto para
as técnicas termoablativas ou escleroterapia por espuma como para 0S Nnovos
procedimentos como a obliteragdo da VSM pelo cianoacrinolato ou as técnicas
mecanicas. E importante conhecermos melhor a resposta inflamatéria e trombética
desses novos procedimentos para assim desenvolvermos estratégias de minimizacao
das complicagdes.

O estudo de biomarcadores de risco de tromboembolismo venoso é um campo
em rapida evolucdo com utilidade nas mais diversas areas da medicina, sendo que
estes também devem ser explorados no campo da cirurgia vascular e mais
especificamente da cirurgia venosa. A procura de marcadores Uteis e viaveis dentro

do contexto de intervencbes em territério venoso deve ser foco de estudos bem
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elaborados, prospectivos e com numero amostral adequado baseando-se em

evidéncias na literatura médica.
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7- CONCLUSAO

Demonstramos que a termoablagédo por radiofrequéncia apresenta resposta
inflamatoria sistémica semelhante a safenectomia, com evidéncias que seja, até
mesmo, ligeiramente menor - 0 que € compativel com o que € observado na pratica
clinica em relacdo aos sinais flogisticos mais brandos p6s RFA. Além disso, no pés-
operatoério da RFA, ndo ha uma diferenca na ativacao na geracao de trombina, leséo
endotelial ou ativacdo de moléculas de adesdo em relacdo a SFN, a despeito do

mecanismo de lesdo endotelial direta no caso da RFA.
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Apéndice A
Revised Venous Clinical Severity Score (rVCSS)
Escore de Gravidade Clinica Venosa Revisado (EGCVr)
Dor Ausente: 0 Leve: 1 Moderada: 2 Grave: 3
Dor ou outro desconforto Dor ocasional ou | Dor ou outro Dor ou
(ou seja, outro desconforto | desconforto desconforto diario
hipersensibilidade e (isto é, que ndo diario (isto €&, (isto é, limita a
dolorimento, peso nas restrinja as que interfira maioria das
pernas, fadiga, atividades diarias | mas que néo atividades diarias
queimacao) regulares) impeca as regulares)
atividades
Presume-se origem diarias
venosa regulares)
Varizes Ausente: 0 Leve: 1 Moderada: 2 Grave: 3
Veias varicosas Poucas: Limitada a Envolvendo a
devem ser =2 3 mm dispersas perna ou a coxa perna e a coxa
na posic¢éo (ramos de
ortostatica. varizes isoladas
ou agrupadas).
Inclui a coroa
flebectatica
(veias dilatadas
no tornozelo)
Edema Venoso Ausente: 0 Leve: 1 Moderado: 2 Grave: 3
Presume-se Limitado ao pé | Estende-se Estende-se até o
origem venosa e ao tornozelo acima do joelho e acima

tornozelo,




porém abaixo
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secundérias na pele
e regido subcutanea
(isto é, edema
crdnico com

fibrose,

hipodermite —

do joelho

Pigmentacéo da Ausente: 0 Leve: 1 Moderada: 2 Grave: 3

Pele
Presume origem Ausente ou Limitada a area Difusa sobre o Distribuicdo se
venosa focal perimaleolar terco inferior da | extende acima

perna terco inferior da

N&o inclui pigmentacdo perna

focal sobre as varizes

ou pigmentacao devido

a outras doencgas

cronicas (isto é,

vasculite,

parpura)

Inflamacéo Ausente: 0 Leve: 1 Moderada: 2 Grave: 3

Mais do que Limitada & area | Difusa sobre o Distribuigéo se
somente peri-maleolar terco inferior da | extende acima
pigmentacao perna do terco inferior
recente (isto &, da perna
eritema, celulite,

dermatite)

Induragao Ausente: 0 Leve: 1 Moderada: 2 Grave: 3
Presume origem Limitado & Difuso sobre o Distribuicéo se
venosa de regido terco inferior da | extende acima
alteracdes perimaleolar perna do terco inferior

da perna




inclui atrofia branca
e lipoderma-

toesclerose)
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Numero de 0 1 2 3
Ulceras Ativas
Duracéo das N/A < 3 meses > 3 meses, N&o cicatrizada
Ulceras Ativas porém<1lano |ha>1ano
(ativa hd mais
tempo)
Tamanho das N/A <2cmde 2-6 cm de >6cmde
Ulceras Ativas diametro diametro diametro
(maior ativa)
Uso de Terapia 0 1 2 3
Compressiva

N&o utilizado Uso Uso da Adeséo total ao

intermitente de

compressao

compressao na
maioria dos

dias

uso da

compressao
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Classificagdo CEAP (bdsica)

C o Auséncia de sinais ou sintomas E C Congénita
Classificacio Classificacio
Clinica 1 Telangiectasia ou veias reticulares Etiologica s Secundéria
2 Varizes tronculares P Primdria
3 Edema, de etiologia N Sem etiologia identificada
exclusivamente venosa
4a Pigmentacdo ou eczema A: S Superficial
Classificagio
4b Lipodermatoesclerose ou atrofia branca ~ Anatémica P Perfurante
5 Ulcera venosa prévia, D Profunda
actualmente cicatrizada
N Sem localizagio identificada
6 Ulcera venosa activa P R Refluxo
Classificagio
s Sintomtico, incluindo dor, sensa¢do Patofisiolégica o Obstrugdo
de peso ou aperto, irritagdo cutinea,
ciibras musculares R-O Refluxo e obstrugio
A Assintomitico N Sem patofisiologia identificada
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Apéndice C

Termo de consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Titulo do projeto: “BIOMARCADORES COMO PREDITORES DE TROMBOSE
VENOSA NO TRATAMENTO DE VARIZES POR TERMOABLACAO
ENDOVENOSA

Pesquisadores:

Mauricio Serra Ribeiro: tel: 36022998; email: mribeiro@fmrp.usp.br
Edwaldo Edner Joviliano: tel: 36022406; email: eejov@fmrp.usp.br
Carlos Eli Piccinato: tel: 36022407; email: cpecinn@fmrp.usp.br
Fabiola Traina: tel: 36022978; email: ftraina@fmrp.usp.br

Carlos Augusto Schreiner: tel 45 99976 4343; email:
carlosaugustosch@gmail.com.br

Introducdao:
Este documento descreve o estudo para o qual vocé esta sendo convidado a

participar e o que o estudo envolvera. Leia este documento com cuidado e ndo hesite
em fazer qualquer pergunta a qualquer momento.

Sua participacdo neste estudo é totalmente voluntaria. Cabe a vocé decidir se
quer participar ou ndo. Se decidir participar, vocé receberd uma via assinada deste
documento para guardar. Ainda, se decidir participar, vocé pode mudar de ideia em
gualquer momento e se retirar do estudo sem dar explicacfes. Isso nao ira afetar o
padrdo de assisténcia médica que recebe.

Natureza e objetivo do estudo:

Vocé esta sendo convidado a participar deste projeto por ser portador de
varizes de membros inferiores com indica¢do de tratamento cirargico e ter optado por
este tratamento. A intencdo do projeto é estudar uma complicacdo rara, porém
possivel, que é a trombose venosa profunda (TVP) de membros inferiores, definida
como o fechamento de veias profundas das pernas por coagulos, no pos-operatorio

da correcdo de varizes. Ao participar desse trabalho vocé estara contribuindo para o
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melhor entendimento desta complicacdo relacionada a de cirurgia de varizes e
contribuir para melhorar a assisténcia médico-cirurgica.

Neste estudo, coletaremos amostras de sangue de veias do braco e
realizaremos exames de ultrassom das pernas antes e depois do tratamento cirtrgico
de varizes por duas técnicas reconhecidamente eficazes e seguras pela comunidade
cientifica e autorizadas pela ANVISA. Estas duas técnicas séao a cirurgia convencional
de varizes com a retirada da veia safena magna (safenectomia) através de cortes nas
pernas ou pela termoablacdo venosa, utilizando-se de cateteres de radiofrequéncia
inseridos dentro da veia safena magna através de puncao com agulha. Neste caso, a
safena magna nao é retirada, mas sim ocluida (fechada) devido ao calor que este
cateter transmite para a veia. Ndo se trata de técnicas experimentais, mas sim de
técnicas de rotina no tratamento cirurgico de varizes e reconhecidas ha muito tempo
pela comunidade cientifica, com resultados e seguranca similares. Reitero que
estudos com grande numero de pacientes ndo mostraram superioridade de uma
técnica sobre a outra em termos de resultados, no entanto a recuperacdo apos a
cirirgica de pacientes submetidos a termoablacdo por radiofrequéncia se mostrou
melhor, com menos dias para os pacientes voltem ao trabalho ou as suas atividades
diarias. Em relacdo a coleta de sangue de veia superficial do braco, que nada se
diferencia das coletas de sangue ja realizadas para outros fins, envolve a doacéo de
pequenas amostras de sangue, cerca de trés colheres de sopa (30ml). As sobras das
amostras de sangue que nao forem usadas serdo desprezadas. Estas amostras de
sangue serdo utilizadas para dosar substadncias no sangue que podem estar
relacionadas com trombose venosa profunda (TVP) cuja complicacdo mais temida é
a embolizacdo pulmonar. Embolia pulmonar pode ser definida quando um pedaco do
trombo se desprende da veia trombosada e vai parar na circulacdo pulmonar. Isto
pode acarretar graus variados de falta de ar e até mesmo a morte dependendo, mas
nao somente, da quantidade de trombos que embolizaram. Os ultrassons e a coleta
de sangue nao acarretardo nenhum prejuizo, atraso ou risco adicional ao
procedimento em si. Os riscos, complicacdes ou efeitos adversos sdo os mesmo para
ambas as técnicas em que a mais grave seria trombose venosa profunda e embolia
pulmonar. Outras complicacdes possiveis sdo: manchas na pele, dor e desconforto
no pos-operatério, dor neuropatica transitéria ou permanente, linfedema pos-cirurgico,
infeccéo de pele ou Ulceras de pele. Refor¢co que os exames de ultrassons e a coleta

de sangue ndo acarretardo riscos adicionais aos voluntarios. Os riscos sao 0sS
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inerentes ao procedimento cirirgico em si 0s quais ja sdo realizados de rotina no
tratamento cirdrgico de varizes. Em caso de complicacéo o voluntario pode entrar em
contato diretamente com o Hospital Estadual de Américo Brasiliense pelo numero: ---
----- , para que sejam realizados os devidos procedimentos médicos para cada caso.

Os beneficios para o participante séo os resultados esperados do procedimento
cirdrgico em si em que as varizes e a insuficiéncia venosa séao tratadas. Dentre outros
os beneficios sdo: a melhora da dor, edema e desconforto nas pernas e cicatrizacédo
de Ulceras venosas caso estejam presentes. Além disso, um seguimento mais
rigoroso do poés-operatorio sera realizado com ultrassonografias seriadas que
habitualmente ndo sao realizadas com tal frequéncia.

A forma de acompanhamento e assisténcia serd feita através de retornos para
consultas e exames de ultrassons e eventualmente, também, por contatos telefénicos.
Vocé tem garantia de esclarecimentos, antes, durante e depois de sua participacéo
na pesquisa e esta livre para entrar em contato com os investigadores a qualquer
momento pelos telefones que estdo no cabecalho deste documento.

Duracéo do estudo:

A sua participacdo como voluntéria se iniciara no pré-operatério durante a
preparacao para a cirurgia e se encerrara 6 meses apos o procedimento. Tempo total
de 6 a 8 meses, vocé realizarda um ultrassom antes da cirurgia, em 24 horas apds a
cirurgia e tera um retorno para exame clinico em 6 a 8 meses ap0s a cirurgia. Quanto
a coleta de sangue, esta seré realizada antes da cirurgia e apos 24 horas da mesma.

Procedimentos do estudo:

A coleta de sangue trara dor leve e pode deixa um hematoma (marca roxa) no
local da picada. O estudo ndo trard beneficio direto para vocé, além daqueles
decorrentes do tratamento cirurgico de varizes. No entanto, os dados obtidos com a
coleta de sangue poderao ajudar a descobrir formas de melhorar o tratamento desta
doenca. Portanto, € possivel que a sociedade possa se beneficiar deste estudo.
Existe, ainda, uma possibilidade de que as informacdes obtidas neste estudo possam
ajudar no desenvolvimento futuro de um novo modo de tratamento ou prevencgao para
pacientes que sofrem da mesma condigdo que vocé. Quanto aos exames de
ultrassom néo ha risco de complicacdes diretas ou indiretas.

Custos, ndo remuneracao e compensacao:
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N&o havera remuneracdo e nem ressarcimento de despesas com transporte
e/ou alimentacdo. Vocé tem direito a indenizacdo conforme as leis vigentes no pais,
caso ocorra dano decorrente de sua participagao na pesquisa.

Garantias:

Vocé tem a garantia que recebera uma via do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, assinado e rubricado em todas as paginas por vocé e pelo pesquisador.
Além disso, tem a garantia de acesso aos resultados da pesquisa quando estes
estiverem disponiveis.

Confidencialidade:

A garantia de sigilo dos seus dados, de acordo com as normas brasileiras, sera
assegurada. Os tubos coletados serdao numerados, sendo de conhecimento exclusivo
do pesquisador principal a qual paciente corresponderd. Exemplo: o numero
identificador 1 para José Antbnio, portanto tubos 1 sdo amostras de sangue do
paciente José Antbnio. No entanto, existem riscos minimos de quebra de privacidade
e/ou confiabilidade.

Participacéo voluntéria:

Sua participacdo neste estudo € totalmente voluntaria. Vocé nao é obrigado a
participar. Seu tratamento e relacionamento com seu médico ndo serao afetados pela
sua decisao de participar ou ndo deste estudo. Vocé pode retirar a seu consentimento
em qualquer fase da pesquisa e caso vocé se recuse a participar deste estudo, vocé
ndo serd penalizado de nenhuma forma e sua decisdo ndo prejudicara qualquer
cuidado médico ao qual vocé tem direito.

Outras informacdes importantes:

Contato do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (16) 3602-2228 para duvidas éticas
O investigador principal deste estudo médico € o Dr. Mauricio Serra Ribeiro que
pode ser encontrado no seguinte endereco: Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo — HCFMRP-USP — Av.
Bandeirantes, 3900 — 9° andar — Departamento de Cirurgia e Anatomia — Campus
Universitario — Monte Alegre — CEP: 14049-900 — Ribeirdo Preto/SP e telefone
(horario comercial) (16) 3602 2998 e celular: (16)981298608
1. Euliouleram para mim o termo de consentimento livre e esclarecido para esse

estudo. Recebi todas as explicagbes sobre a natureza, objetivo, duracao,
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efeitos e riscos previsiveis do estudo, assim como sobre as minhas
responsabilidades. As minhas perguntas foram respondidas satisfatoriamente.

2. Concordo em participar do estudo. Concordo em cooperar totalmente com o
médico e entrar em contato com ele quando necessario para esclarecimento
de duvidas ou dos préximos passos do estudo.

3. Informei ao médico do estudo sobre todas as minhas doencas e medicacdes
que venho usando, além de informar sobre todas as minhas consultas médicas
recentes.

4. Informei também ao médico do estudo sobre qualquer participacdo minha em
outros estudos clinicos no ultimo ano.

5. Entendo que minha participacdo no estudo € voluntaria e que posso me recusar
a participar ou posso sair do estudo a qualquer momento. Caso eu me recuse
a participar deste estudo, ndo serei penalizado de nenhuma forma e minha
deciséo néo prejudicara qualquer cuidado médico ao qual eu tenha direito.

6. Recebi a segunda via assinada deste consentimento.

Nome do participante: assinatura: data:
Nome do pesquisador: assinatura: data:
Nome da testemunha: assinatura: data:

Investigador / subinvestigador ou pessoa que conduziu a discussédo sobre o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: “Confirmo que expliquei
pessoalmente a natureza, propoésito, duracao, efeitos e riscos previsiveis do estudo
ao paciente acima mencionado.”

Nome do pesquisador: assinatura: data:
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Parcial e o Relatério Final da pesquisa.
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