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Avaliacdo do fator de von Willebrand em pacientes com DPOC*

Evaluation of von Willebrand factor in COPD patients

Thiago Prudente Bartholo, Claudia Henrique da Costa, Rogério Rufino

Resumo

Objetivo: Comparar os niveis séricos absolutos e a atividade sérica em percentual do fator de von Willebrand
(FYW) em pacientes com DPOC clinicamente estaveis, tabagistas sem obstrucdo das vias aéreas e em individuos
saudaveis que nunca fumaram. Métodos: Foram incluidos no estudo 57 individuos, em trés grupos: DPOC (n =
36), tabagista (n = 12) e controle (n = 9). Todos os participantes realizaram radiografia do torax, espirometria
e exame de sangue durante a fase de selecdo. Os niveis séricos absolutos e a atividade sérica em percentual do
FvW foram obtidos por turbidimetria e ELISA, respectivamente. A escala Medical Research Counci/ modificada
foi utilizada para classificar pacientes como sintomaticos ou assintomaticos/pouco sintométicos no grupo DPOC
(ponto de corte = 2). Resultados: Os niveis absolutos do FYW no grupo controle foram significativamente menores
que o0s nos grupos tabagista e DPOC: 989 + 436 pg/mL vs. 2.220 + 746 pg/mL (p < 0,001) e 1.865 + 592 pg/mL
(p < 0,01). Os valores em percentual de atividade do FVW no grupo DPOC foram significativamente maiores que
no grupo tabagista (136,7 £ 46,0% vs. 92,8 + 34,0%; p < 0,05), assim como foram significativamente maiores
no subgrupo DPOC sintomatico que no subgrupo DPOC assintomatico/pouco sintomatico (154 + 48% vs. 119
+ 8%; p < 0,05). Houve uma correlagdo negativa entre o VEF, (% do previsto) e os niveis em percentual de
atividade do FVW nos trés grupos (12 = -0,13; p = 0,009). Conclusdes: Nossos resultados sugerem que aumentos
nos niveis de FYW e de sua atividade contribuem para a manutenc¢do da inflamacéo sistémica e o aumento do
risco cardiovascular em pacientes com DPOC.

Descritores: Fator de von Willebrand; Doenca pulmonar obstrutiva cronica; Células endoteliais.

Abstract

Objective: To compare the absolute serum von Willebrand factor (VWF) levels and relative serum vWF activity in
patients with clinically stable COPD, smokers without airway obstruction, and healthy never-smokers. Methods:
The study included 57 subjects, in three groups: COPD (n = 36); smoker (n = 12); and control (n = 9). During
the selection phase, all participants underwent chest X-rays, spirometry, and blood testing. Absolute serum
VWEF levels and relative serum vWF activity were obtained by turbidimetry and ELISA, respectively. The modified
Medical Research Council scale (cut-off score = 2) was used in order to classify COPD patients as symptomatic
or mildly symptomatic/asymptomatic. Results: Absolute VWF levels were significantly lower in the control group
than in the smoker and COPD groups: 989 + 436 pg/mL vs. 2,220 £ 746 pg/mL (p < 0.001) and 1,865 + 592
pg/mL (p < 0.01). Relative serum VWF activity was significantly higher in the COPD group than in the smoker
group (136.7 + 46.0% vs. 92.8 + 34.0%; p < 0.05), as well as being significantly higher in the symptomatic
COPD subgroup than in the mildly symptomatic/asymptomatic COPD subgroup (154 + 48% vs. 119 * 8%; p <
0.05). In all three groups, there was a negative correlation between FEV, (% of predicted) and relative serum
VWF activity (r* = -0.13; p = 0.009). Conclusions: Our results suggest that increases in VWF levels and activity
contribute to the persistence of systemic inflammation, as well as increasing cardiovascular risk, in COPD patients.

Keywords: von Willebrand factor; Pulmonary disease, chronic obstructive; Endothelial cells.

Introducéo

A DPOC ¢é um problema de saude publica nos paises em desenvolvimento.® Estima-se que
em todo o mundo acometendo mais de 10% da em 2020 a DPOC serd a terceira principal causa
populacio acima de 50 anos."? A prevaléncia de mortalidade em todo o mundo. Essa doenca
dessa doenca tem aumentado particularmente obstrutiva costuma estar relacionada ao habito
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de fumar,® e os pacientes apresentam um risco
maior de alteracdes cardiovasculares quando
comparados a populacio em geral.*”

Recentemente, verificou-se que a presenca de
um processo de inflamagdo sistémico tem sido
associada a algumas complicacdes dos pacientes
com DPOC, destacando-se a caquexia, a anorexia, a
osteoporose e a aterosclerose.”® Entretanto, ainda
ndo estd bem estabelecido se as comorbidades
sdo consequéncias da doenca pulmonar ou se a
DPOC pode ser considerada uma doenca sistémica.
Acredita-se que a inflamacdo ocorra também ao
nivel endotelial, concorrendo para a formagio
de placas ateroscleroticas.” Esse evento vascular
poderia, em parte, explicar a maior prevaléncia de
doencas cardiovasculares em pacientes tabagistas
que evoluem com obstrucio das vias aéreas.”
Alguns marcadores inflamatorios e endoteliais,
como a proteina C reativa e o fibrinogénio,
estdo aumentados nos pacientes com DPOC.7#)
O fator de von Willebrand (FVvW) é um marcador
de dano endotelial e participa do processo de
aterosclerose.” Ja foi relatado o aumento sérico
desse fator em pacientes com DPOC durante a
fase de exacerbacdo.'” O objetivo do presente
estudo foi avaliar o comportamento dos niveis
de FVYW em pacientes com DPOC, estaveis e sem
exacerbacgdo recente e, ainda, tentar correlacionar
esse marcador endotelial com a gravidade da
doenca respiratoria.

Métodos

0 presente estudo foi aprovado pelo comité
de ética em pesquisa da instituicdo, e todos os
participantes assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido antes de realizar qualquer
procedimento para o estudo, estando o presente
projeto de acordo com a regulacdo ética vigente
no pais.

Foram selecionados pacientes em acom-
panhamento no ambulatorio da Disciplina de
Pneumologia e Tisiologia da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, localizado na cidade do
Rio de Janeiro (RJ), e profissionais que trabalham
no ambulatorio foram convidados a participar
como voluntarios. No total, foram recrutados
57 individuos entre fevereiro de 2011 e julho
de 2012, em trés grupos: DPOC, tabagista e
controle. Os critérios de inclusdo para o grupo
de pacientes com DPOC foram ter carga tabagica
de pelo menos 20 magos-ano e apresentar uma
relagdo VEF /CVF apés o uso de broncodilatador

J Bras Pneumol. 2014;40(4):373-379

< 0,7. Os individuos tabagistas também deveriam
apresentar carga tabagica alta, de pelo menos
20 magos-ano, mas o resultado da espirometria
realizada na selecdo dos individuos deveria ser
normal. Os voluntdrios sadios ndo poderiam ter
nenhum histérico de doenga pulmonar, nunca
ter fumado e apresentar espirometria normal.
Os critérios de exclusdo para os trés grupos
foram apresentar histéria de asma, atopia ou
doenca cardiovascular aterosclerdtica; ter tido
infeccdo respiratdria nas ultimas trés semanas;
apresentar tuberculose recém diagnosticada ou
em tratamento; apresentar insuficiéncia cardiaca
congestiva, infeccdo por H1V, patologias com
origem inflamatoria sistémica, dislipidemia grave
(niveis séricos de triglicerideos > 300 mg/dL ou
colesterol total > 280 mg/dL), diabetes mellitus
(diagnosticada de acordo com os critérios da
American Diabetes Association)""; fazer uso regular
de anti-inflamatorios sistémicos ou de drogas
antiplaquetarias no ultimo ano; e apresentar
alteracdes nos exames laboratoriais na fase de
selecdo. Os pacientes com DPOC deveriam estar
em uso de seus medicamentos usuais, sem haver
apresentado exacerbac¢des da doenga por pelo
menos trés meses. Os exames complementares
realizados durante a selecdo foram espirome-
tria, radiografia de térax e exame de sangue. A
espirometria foi realizada com um espirdmetro
Vitatrace (Pro Médico Ltda., Rio de Janeiro,
Brasil) seguindo a padronizacdo da American
Thoracic Society,'? e todos os individuos reali-
zaram prova broncodilatadora com salbutamol
(400 pg). As equacdes de referéncia utilizadas
foram as de Pereira et al."™ O exame de sangue
incluiu hemograma completo, coagulograma e
dosagens séricas de glicose, ureia, creatinina,
acido urico, triglicerideos e colesterol total e
fracdes. Apenas para os individuos selecionados,
uma amostra de sangue foi estocada a —-80°C e
enviada para a andlise dos niveis absolutos de
FVvW por turbidimetria e da proporgdo de ativi-
dade sérica do FVW por ELISA. As radiografias
de torax foram obtidas no mesmo dia da reali-
zacdo da espirometria e da coleta de amostra de
sangue. As radiografias foram examinadas por
um radiologista e foram utilizadas na selecio
de pacientes, pois os voluntarios saudaveis e
tabagistas ndo podiam apresentar alteracdes. Os
pacientes com DPOC frequentemente apresen-
tavam pequenas lesdes cicatriciais sugestivas de
histdria de tuberculose ou sinais de hiperinsuflacéo.
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Os pacientes que apresentavam outros achados
radiograficos, especialmente quando associados
a alteragodes clinicas sugerindo doencas ativas,
foram excluidos do estudo.

Todos os 57 individuos recrutados cumpriram
os critérios de inclusdo e nenhum critério de
exclusdo. Desses, 36 apresentavam diagndstico
de DPOC, 12 eram fumantes sem obstrucio ao
fluxo aéreo, e 9 eram voluntarios sadios.

A classificacdo da DPOC foi realizada de acordo
com as recomendacdes do documento da Global
Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease
(GOLD)."¥ Assim, os sintomas e o numero de
exacerbagdes da doenca no ano anterior foram
verificados e, junto com a mensuragdo do VEF,
apos o uso de broncodilatador em percentual do
previsto, foram utilizados para alocar os pacientes
nas categorias A, B, C ou D. Os sintomas foram
quantificados de acordo com a escala do Medical
Research Councilmodificada (MRCm), pela qual
se define a presenca ou a auséncia de sintomas
(MRCm > 2 e MRCm < 2, respectivamente).(¥ A
partir dessa classificacdo, dos 36 pacientes com
DPOC, 13, 5, 7 e 11 pacientes foram classificados,
respectivamente, nos subgrupos A, B, C e D.
Ao analisarmos a classifica¢do espirométrica
sem considerar os sintomas ou a presenca de
exacerbacdes, 11 pacientes apresentavam DPOC
leve, 13 apresentavam DPOC moderada, e 12
pacientes apresentavam DPOC grave.

A avaliacdo estatistica foi realizada utilizando
o programa GraphPad Prism, versdo 6 (GraphPad
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Software Inc., San Diego, CA, EUA). ANOVA e
teste post Aoc de Dunn foram utilizados para
a comparacio de grupos. O teste de Mann-
Whitney foi utilizado para a comparacgio de
grupos independentes. A analise comparativa de
duas variaveis foi realizada através do teste ndo
paramétrico de Spearman. O nivel de significancia
estabelecido foi de p < 0,05.

Resultados

Dos 57 individuos recrutados, 31 eram do
sexo masculino. Os pacientes do grupo DPOC
significativamente apresentavam idade mais
avancada do que os participantes dos outros
dois grupos, enquanto controles e tabagistas
apresentavam idades similares. Os dados
espirométricos nos grupos sdo apresentados
na Tabela 1. A presenca de comorbidades foi
encontrada em todos os grupos; entretanto,
no grupo DPOC, essas foram mais frequentes
(Tabela 1).

Os niveis séricos do FYW foram obtidos através
de duas metodologias distintas. A primeira avaliou
o nivel sérico absoluto desse fator. O grupo
controle apresentou niveis absolutos de FvW
significativamente menores que os dos grupos
tabagista e DPOC: 989 + 436 pg/mL vs. 2.220 +
746 pg/mL (p < 0,001) e 1.865 + 592 pg/mL (p
< 0,01), respectivamente (Figura 1). A segunda
metodologia utilizada verificou a proporcio de
atividade sérica do FVW. Os pacientes do grupo

Tabela 1 - Dados demograficos e espirométricos dos participantes do estudo.?

Variaveis Grupos
Controle Tabagista DPOC
(n=09) n=12) (n=36)

Idade, anos 47,22 £ 1,41 50,30 + 4,94 62,75 £ 9,98
M/F, n/n 4/5 3/9 24/12
CVF, L 3,37 £ 1,20 3,38 £ 0,61 2,90 £ 0,95
CVF, % previsto 100,88 + 12,17 103,30 £ 12,10 86,08 + 20,23
VEF,, L 2,98 £ 0,72 2,78 £ 0,54 1,59 + 0,69
VEF ,% previsto 99,31 + 11,02 104 + 9,87 59,84 + 21,30
VEF]/CVF, % 79,67 £ 5,19 83,90 £ 9,68 53,07 + 10,54
Comorbidades®

HAS 1 3 9

Hipotireoidismo 2 1

Dislipidemia 1

Glaucoma 1

Disturbio bipolar 1

Calcinose 1

M/F: masculino/feminino; e HAS: hipertensio arterial sistémica. *Valores expressos em média + dp, exceto onde indicado.

Valores expressos em n de pacientes.
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DPOC apresentaram valores significativamente
maiores do que os do grupo tabagista (136,7 +
46,0% vs. 92,8 + 34,0%; p < 0,05; Figura 2A).

Com o objetivo de avaliar a relagdo entre o
nivel sérico do FYW e a gravidade da DPOC, o
grupo DPOC foi subdividido em quatro diferentes
categorias, de acordo com os niveis de classificacdo
GOLD A, B, C e D.'" Entretanto, nem o nivel sérico
absoluto e nem o percentual de atividade sérica
demonstraram relagdes com essa classificacdo da
doenca. Da mesma forma, também néo verificamos
correlagdes dos niveis séricos absolutos e dos
percentuais de atividade sérica do FvW com a
classificacdo espirométrica da DPOC. Utilizando
ANOVA, nio foi possivel diferenciar esses quatro
subgrupos de pacientes pelos niveis absolutos
ou percentuais de atividade do FvW (p > 0,05).
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Figura 1 - Niveis séricos absolutos do fator de Von
Willebrand (FVW) nos grupos estudados.
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Os 18 pacientes classificados como GOLD C ou
D estavam em uso de corticoide inalatorio, pois
esta ¢ a conduta em nosso servico. Também
ndo foi verificada uma relacdo dos niveis séricos
absolutos ou percentuais do FVW com o uso de
corticoide inalatério.

Em uma segunda andlise, os pacientes com
DPOC foram subdivididos em dois diferentes
grupos, de acordo com o grau de dispneia com
base na escala MRCm. Consideramos os pacientes
com pontuagdo na escala de MRCm > 2 como
sintomaticos. Nessa analise, ndo houve uma
diferenca significativa do valor absoluto de FvW
entre os grupos sintomatico e assintomatico/
pouco sintomatico. Entretanto, o percentual de
atividade sérica do FYW no grupo sintomatico
foi significativamente maior do que aquele no
grupo assintomatico/pouco sintomatico (154,0 £
48,0% vs. 118,9 £ 38,0%; p < 0,05; Figura 2B).

Posteriormente, os pacientes com DPOC foram
novamente subdivididos em dois grupos distintos
de acordo com a presenca (> 2 exacerbagoes
no ultimo ano) ou auséncia de exacerbacdes (<
2 de exacerbacdes no ultimo ano). Ndo houve
diferencas significativas dos valores absolutos
ou percentuais do FYW entre os dois subgrupos.

Foi encontrada uma correlagdo negativa
significativa dos valores de VEF, em porcentagem
do previsto com os niveis percentuais de atividade
sérica do FvW entre os grupos controle, tabagista e
DPOC (r* = -0,13; p = 0,009; Figura 3), enquanto
ndo houve uma correlacdo entre os valores de
VEF, em porcentagem do previsto com os niveis
absolutos do FVW entre os grupos (p = 0,077).
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Figura 2 - Niveis séricos do percentual de atividade do fator de Von Willebrand (FVvW). Em A, comparacio
entre os grupos tabagista e DPOC. Em B, comparacio entre os subgrupos DPOC sintomaticos e DPOC
assintomaticos/pouco sintomaticos de acordo com os escores da escala Medical Research Council modificada

(MRCm).
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Figura 3 - Relac¢do entre os valores do percentual de
atividade do fator de Von Willebrand (FvW) e VEF,
em porcentagem do previsto (> = -0,13; p = 0,0099).

Discussio

A DPOC ¢ a quarta principal causa de
mortalidade em todo o mundo e acomete
aproximadamente 16% da populacio da cidade
de S3o Paulo.!” Um estudo demonstrou que a
DPOC ¢ subdiagnosticada nessa cidade, pois 83%
dos individuos com obstrucdo das vias aéreas
nio tinham diagndstico clinico de DPOC.('®
Esse cendrio ¢ mantido de forma praticamente
inalterada, como foi constatado em um estudo de
seguimento de 9 anos, o qual verificou que 70%
de novos entrevistados apresentavam obstrugao
diagnosticada por espirometria.('® Além da
destruicdo dos septos alveolares, a DPOC parece ter
uma expressao sistémica de carater inflamatorio.
07 Possivelmente, essa inflamacio atinge também
o sistema endotelial,”’ cuja implicacio poderia,
em parte, explicar a alta prevaléncia de doencas
vasculares em pacientes com DPOC. Alguns estudos
tém tentado relacionar o aumento dos niveis de
alguns marcadores endoteliais, como proteina
C reativa e fibrinogénio, com a DPOC."# H3
um relato de aumento do FYW em pacientes
com DPOC durante o periodo de exacerbagéo.
(19 Entretanto, o papel desse marcador na DPOC
durante a fase estavel da doenca ainda néo foi
estabelecido. O FYW pode ser avaliado de duas
formas distintas: pelo seu valor sérico absoluto e
pelo seu percentual de atividade sérica. A primeira
¢ uma avaliacdo quantitativa, enquanto a segunda
nos remete a uma analise qualitativa.

No atual estudo, os autores encontraram
um valor sérico absoluto de FVW elevado nos
tabagistas (com e sem obstrucio ao fluxo aéreo)
quando comparados ao grupo controle (p <
0,01). A relacdo entre o tabagismo e o aumento
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dos niveis do FYW vem sendo demonstrada ao
longo dos ultimos anos, sendo que parece haver
um incremento significativo, de até 76%, apds
120 minutos do uso de cigarro, assim como
uma reducdo média de 1449% para 123% nos
niveis do FYW em pacientes que param de fumar.
® Um estudo demonstrou que a atividade do
FVW encontra-se aumentada em fumantes.('®
Com relagdo a pacientes com DPOC, um grupo
de autores reportou que o FYW estd elevado
nesses pacientes quando comparados a individuos
sauddveis; no entanto, pacientes tabagistas sem
obstrucio nio foram incluidos naquela analise.™
Em outro estudo, foi demonstrado que os niveis
séricos do FvW aumentam em pacientes com
DPOC com exacerbagio.?” No presente estudo,
a presenca de exacerbacdo foi considerada um
critério de exclusdo, pois objetivamos analisar os
niveis de FYW durante a fase estavel da doenca
obstrutiva, e portanto nio foi possivel verificar
tal associacdo. Os autores verificaram que o
percentual de atividade do FYW em pacientes
com obstrucdo bronquica foi significativamente
superior quando comparado com tabagistas sem
obstrucédo (p < 0,05). 0 aumento em percentual
da atividade do FVW em pacientes com DPOC,
quando comparados ao grupo de tabagistas, sugere
o papel do FVW na fisiopatologia inflamatoria
do DPOC e sua correlacdo com aterosclerose e
doenca cardiovascular.”

Até onde sabemos, o presente estudo ¢ o
primeiro a tentar correlacionar os niveis do FvW
com a gravidade da DPOC conforme a classificacdo
GOLD." Entretanto, nio foi encontrada nenhuma
diferenca estatisticamente significativa entre os
quatro grupos de gravidade com relacdo aos
niveis séricos do FVW. Tampouco observamos
diferencas entre os grupos quando foi considerada
a classificacio espirométrica da DPOC. Isso sugere
que, apesar de os niveis do FVW estarem elevados
em pacientes com DPOC estdveis, esses ndo se
correlacionam com a gravidade da doenca. Tal
achado ¢ compativel com alguns relatos na
literatura que relacionam os niveis do FvW com
outras doencas inflamatorias, como diabetes
mellitus e artrite reumatoide.(%?" O FyW parece
ser um marcador inespecifico de inflamacéo, ndo
se prestando a graduar a gravidade de doencas
inflamatorias cronicas.

Analisando a presenca de sintomas através da
escala de MRCm, foram observados valores do
percentual de atividade do FvW significativamente
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maiores em pacientes mais sintomaticos, ou seja,
aqueles com MRCm > 2 (p < 0,05). Esse fato
possivelmente indica que pacientes sintomaticos
apresentem um grau de inflamagio maior do que
aqueles assintomaticos ou pouco sintomaticos.
Nessa linha de raciocinio, era de se esperar
que pacientes com exacerbagdes frequentes
apresentassem niveis mais elevados de FVW, o
que nio foi observado na presente amostra.
Dessa forma, sdo necessarios mais estudos para
elucidar esse achado.

Embora tenha havido uma correlagdo
negativa significativa entre os valores de VEF, em
porcentagem do previsto e os niveis percentuais
de atividade do FYW em todos os trés grupos
(controle, tabagista e DPOC), essa correlacgio
foi pouco robusta (Figura 3), e um estudo ndo
encontrou correlacdes entre os niveis do FvW
e o declinio de VEF .”? Portanto, estudos com
um numero maior de pacientes sdo necessarios
para corroborar esse achado.

0 presente estudo apresenta algumas limitacoes.
Entre elas, destaca-se o ndo pareamento dos
grupos controle e tabagista com o grupo DPOC
no quesito idade, fato esse sempre muito dificil
de ser conseguido em estudos que comparam
pacientes com e sem obstrucdo bronquica. No
entanto, os voluntarios saudaveis (controles) e
os tabagistas tinham idades semelhantes. Mesmo
assim, os valores de FVW foram significativamente
mais elevados no grupo de fumantes. Qutro
dado importante ¢ que nio foi avaliado o grupo
sanguineo (sistema ABO) dos pacientes, que
apresenta uma pequena influéncia nos niveis do
FvW. Uma terceira limitacdo foi a ndo avaliacdo de
outros pardmetros inflamatdrios, como proteina
C reativa e fibrinogénio, o que nos permitiria
compara-los com dados da literatura relacionados
a esses marcadores e com os niveis séricos do FvW.
Por outro lado, houve uma tentativa de excluir
um grande numero de fatores que poderiam
estar relacionados a inflamacéio sistémica e a
lesdo endotelial. Assim, conforme relatado na
metodologia, pacientes ou voluntarios com
historico de doenca cardiovascular ou de outras
doencas crbnicas ou infecciosas, assim como
aqueles que estavam em uso de medicamentos,
foram excluidos do estudo, fato esse que limitou
bastante a entrada de participantes.

Pacientes com DPOC apresentam um maior
risco de lesdo endotelial e consequente doenca
cardiovascular. Em nosso estudo, os niveis
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séricos absolutos do FVW estavam aumentados
em individuos tabagistas com e sem obstrucdo
bronquica quando comparados aos controles, e o
percentual de atividade do FVW estava aumentado
nos pacientes com DPOC quando comparados
aos tabagistas. E possivel que o FvW participe
do processo inflamatdrio sistémico em pacientes
com DPOC e, dessa forma, contribua com o
aumento do risco cardiovascular.
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