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A Leucemia Promielocítica Aguda (LPA) é caracterizada molecularmente pela translocação cromossômica t(15,17) e difere clinicamente das outras leucemias mielóides agudas por estar associada à coagulopatia em cerca de 60 a 80% dos pacientes ao diagnóstico. Mesmo com a incorporação de terapia com alvo molecular com o ATRA e suporte hemoterápico agressivo, os sangramentos são os grandes responsáveis pelas altas taxas de mortalidade precoce. Os promielócitos da LPA são capazes de ativar a cascata da coagulação por expressarem fator tecidual (FT). O FT é considerado o iniciador da coagulação em condições fisiológicas e desempenha um papel relevante na patogênese das anormalidades associadas ao câncer. A atividade do complexo FVIIa-FT pode ser inibida pelo inibidor da via do fator tecidual (TFPI), mas seu papel na coagulopatia associada a LPA é desconhecido. O presente estudo objetivou analisar a cinética do TFPI livre e truncado na LPA e da administração do rh-TFPI em modelo murino. Foram avaliados 20 pacientes portadores de LPA (12 homens: 8 mulheres, entre 17 a 72 anos, mediana de 40,5 anos) e 20 controles saudáveis (12 homens: 8 mulheres, entre 21 a 52 anos,  mediana de 38,5 anos). O sangue dos pacientes foram coletados ao diagnóstico, 3° dia, 7° dia e 15° dia da Terapia de Indução (ATRA 45 mg/m2/dia e associado a daunorrubicina 60 mg/m2 no segundo, quarto, sexto e oitavo dias de seguimento). Das amostras dos controles e dos pacientes realizamos a quantificação do TAT (Enzygnost® TAT micro, DadeBehring/Siemens, IL, EUA), FT (por técnica de MP), TFPI total (Asserachrom® total TFPI, Diagnostica Stago, França) e TFPI livre (Asserachrom® free TFPI, Diagnostica Stago, França). O TFPI truncado é calculado como o TFPI total menos o TFPI livre.  As concentrações plasmáticas de TAT foram significativamente maiores que as do Grupo Controle em todos os pontos de tempo, exceto no D15 (vide Figura 1). Para o estudo do FT, realizamos a quantificação de micropartículas (MP) que coexpressavam FT e o marcador plaquetário CD41(MP/FT/Plaq) ou o marcador pan-mieloide CD 33 (MP/FT/CD33) no plasma destes indivíduos. Detectamos aumento significativo das MP/FT/Plaq ao diagnóstico quando comparado ao Grupo Controle. Houve uma queda desses valores durante o tratamento, sendo que no 3º dia não foi detectada diferença significativa em relação ao Grupo Controle. Os valores das MP/FT/CD33 não apresentam diferença com o Grupo As concentrações do TFPI livre variaram significativamente entre os dois grupos, independente do dia de seguimento analisado e foram significativamente maiores que as do Grupo Controle em todos os pontos de tempo (vide Figura 2).  As concentrações do TFPI truncado não variaram significativamente entre os dois grupos (vide Figura 3).Para a avaliação do efeito da infusão do rh-TFPI na inibição da ativação da coagulação associada a LPA, primeiro desenvolvemos um modelo animal da doença baseado na infusão retroorbitária de células NB4 em  camundongos C57 BL/6. Foram 10 camundongos em cada grupo com infusão de salina (Grupo Controle) e doses de 1x105, 1x106 e 5x106 células NB4 (Grupo Experimental), com coleta de sangue por punção retrocardíaca após 30 minutos, avaliamos TAT (Enzygnost® TAT micro, DadeBehring/Siemens, IL, EUA), e TFPI murino (ELISA DuoSet® mouse TFPI (R&Systems,Minneapolis, EUA) Neste modelo, observamos o aumento da concentração do TAT nos camundongos infundidos com 5x106 células NB4 quando comparamos com o grupo em que infundimos salina (vide figura 4). As concentrações do TFPI total apresentaram diferença significativa na dose de 1x105 células NB4 infundidas quando comparamos com a dose de 1x106 células NB4 e na dose de 1x105 células NB4 quando comparamos com a dose de 5x106células NB4 (vide figura 6). A seguir, comparamos três grupos de camundongos: Grupo Controle tratado com salina; Grupo Experimental 1, que recebeu a infusão de 5x106 células NB4,  e Grupo Experimental 2, que recebeu a infusão de 5x106 células NB4 seguida da administração EV de rh-TFPI na dose de 10 mg/Kg. O tratamento com rh-TFPI diminuiu significativamente as concentrações de TAT no Grupo Experimental 2 em comparação ao Grupo Experimental 1 (vide figura 7). O modelo animal aqui descrito reproduziu parcialmente os achados em humanos, e a infusão de rh-TFPI foi capaz de reduzir a ativação da coagulação, sugerindo que possa ser usado como estratégia para o tratamento da coagulopatia associada a LPA. Como conclusões, as concentrações de TFPI livre estão aumentados ao diagnóstico da LPA e assim permanecem até o 15° dia de tratamento com ATRA e daunorrubicina. A infusão de 5x106 células da linhagem celular NB4 em camundongos C57/BL6 promoveu ativação da coagulação, por aumento da concentração do TAT, sendo que este não é um efeito específico da LPA,  infusão de 5x106 células da linhagem celular NB4 em camundongos C57/BL6 promove uma diminuição das concentrações de TFPI total murin, a  infusão de 10 mg/Kg da proteína rh-TFPI associado à infusão de  5x106 células NB4 em camundongos C57/BL6 promoveu uma diminuição da ativação da coagulação, com diminuição da concentração de TAT.
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