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RESUMO

O fator de von Willebrand (FVW) realiza sua funcdo promovendo a adesdo
plaguetaria ao local de injuria vascular e funcionando como um estabilizador
funcional para o fator VIII. As células endoteliais sdo o maior local de sintese e
armazenamento do FYW. Também existe produgéo pelos megacariécitos, porém, as
plaquetas caninas praticamente ndo armazenam o FvW. A doenca de von
Willebrand (DvW) € o disturbio hemostéatico hereditario mais comum em homens e
caes. Estudos mostram uma prevaléncia de 1 a 2% em humanos, sendo o tipo 1 o
mais frequente (60-80%), seguido pelo tipo 2 (15-30%) e pelo tipo 3 (5-10%). Em
caes, a DvW ja foi diagnosticada em mais de 54 racas, sendo encontrada com alta
prevaléncia em Dobermanns. Os sinais clinicos mais comuns da DvW s&o sinais de
alteragdo em hemostasia primaria. Em caes, a DvVW pode ser dividida em trés tipos,
de acordo com a fisiopatologia. A doenga do tipo 1 é definida como uma deficiéncia
parcial quantitativa do FvW. O tipo 2 consiste em perda desproporcional das formas
multiméricas de alto peso molecular e o tipo 3 resulta de uma deficiéncia quantitativa
grave do FvW. Os testes diagnosticos mais utilizados para a DvW séo tempo de
sangria, dosagem do antigeno do FvW, atividade de cofator da ristocetina,
agregacao plaquetaria induzida pela ristocetina e analise multimérica do FYW. O

objetivo deste estudo foi determinar e padronizar o teste padrao para diagndstico de



caes com Doenca de von Willebrand. Os testes estudados foram: Tempo de sangria
da mucosa oral (TSMO), Agregacao plaquetaria induzida pela Ristocetina (RIPA) e
Antigeno do fator de von Willebrand (FYW:Ag) — ELISA. Para analise do Tempo de
sangria da mucosa oral (TSMO) foi realizada a andlise de varidncia segundo um
delineamento em blocos, ao acaso, seguida pelo teste de Tukey utilizando o
programa SAS versdo 9.2. Para as variaveis Densidade Optica (DO), indice ELISA,
Concentracdo FVW (%) e Logio Concentracdo FVW foi realizada uma analise de
regressao linear utilizando o programa Statistica 6.0, tendo-se a reta ajustada com
intervalo de confianga de 95%.Em todas as analises o nivel de significancia utilizado
foi de 5%. O teste padrao para diagnostico de caes com Doenca de von Willebrand

foi o FYW:Ag.
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(RIPA) and von Willebrand factor Antigen (FVW:Ag) — ELISA. For the BMBT an
analysis of variance (ANOVA) with a randomized blocks design, followed by the
Tukey test, performed with SAS statistics software version 9 was used. For the
optical density (DO), ELISA index, FYW concentration (%) and Logio VWF
concentration, a linear regression test performed with Statistica 6.0 software,
adjusting the line to a 95% confidence interval was used. In all analysis, the level of
significance was considered 5%. The gold standard for screening test of dogs with

von Willebrand disease was FYW:Ag.
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1. INTRODUCAO

A Doenga de von Willebrand (DvW) é o disturbio hemostatico hereditario mais
comum nos caes e também nos homens (Murray, & Lillicrap, 1996; Johnson, et. al.,
1988).

Esta doenca ja foi diagnosticada em diversas ragas de caes (Doods, 1989;
Kraus & Johnson, 1989).

A doenga resulta em uma deficiéncia ou anormalidade no Fator de von
Willebrand (FVW), uma glicoproteina necessaria para a adesao plaquetaria ao
subendotélio vascular exposto e também muito importante na estabilizagdo do fator
VIII (Sadler, et. al., 1995).

O fendtipo da DvW é classificado com base na concentracdo e na estrutura
multimérica do FVYW (Johnson, et. al., 1988; Sadler, et. al., 1995). O tipo 1 da DvW é
caracterizado por uma baixa concentracdo do FvW, porém com estrutura normal, ja
no tipo 2 existe uma baixa concentragdo e estrutura multimérica anormal do FVYW. O
tipo 3 se caracteriza pela auséncia do FvW (Brooks, et. al., 2001).

Os sinais clinicos sdo compativeis aos encontrados no ser humano, ou seja,
alteracao na hemostasia primaria (Doods, 1984).

Em caes o diagnéstico é realizado pela mensuracao da concentracao do FYW
plasmatico (FYW:Ag) (Brooks, 1992). O tempo de sangria da mucosa oral (TSMO)
pode ser usado para deteccao da expressao clinica da DvW (Doods, 1989) e como
teste pré-cirdrgico (Stokol & Parry, 1993). A agregacao plaquetaria induzida pela
ristocetina (RIPA) pode estar diminuida, pois muitos tipos da DvW sao

caracterizados por hiporesponsividade a ristocetina (Federici et al., 2002).



O diagnostico da DvVW ja esta bem definido, existindo relatos e estudos sobre
a doenca em varios paises (Estados Unidos, Australia, Inglaterra, Africa do Sul,
entre outros), porém nao existe ainda nenhum relato no Brasil. Provavelmente esta
ocorrendo um sub-diagnéstico da doenga pelo fato da ndo realizacdo de testes
diagnosticos de rotina.

A utilizacdo de um teste de triagem é de suma importancia para identificacao
dos animais doentes, sendo que posteriormente pode se realizar a caracterizagao
completa da doenga com identificacao do subtipo envolvido.

Na Clinica Médica de Pequenos Animais os sinais clinicos de diatese
hemorragica sao muito freqliientes, podendo ter diversas causas. Tais alteracées na
hemostasia se tornam um sério problema para os clinicos veterinarios. O diagnostico
de alteragcdes hemostaticas nem sempre € simples e direto, pois o0s animais
portadores podem nao demonstrar sinais clinicos de sangramento e com isso a
evidenciacdo da doencga pode ocorrer somente num ato cirdrgico ou traumatico. A
falta de um diagnéstico pode estar subestimando a importancia da doenga no Brasil,
além do fato de que nem todos os subtipos descritos em humanos foram
identificados em cées.

Apenas com o diagnostico correto, poderemos diminuir a prevaléncia da
doenca com base numa selecdo antes da reproducdo. Por estes motivos a
determinacdo do teste padrdo para diagnéstico de cdes com DvVW é de vital
importancia para a diminui¢cdo da incidéncia e também para a melhor caracterizacao
da doenca, sendo entdo possivel a realizacao de testes especificos para a posterior

identificacdo do subtipo da DvW.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Doenca de von Willebrand

A doenca de von Willebrand (DvW) € o disturbio hemostatico hereditario mais
comum nos caes (Dodds, 1984; Johnson et al., 1988; Brooks, 1992; Brooks, 2000) e
também nos homens (Cooler, 1987; Bithell, 1993; Chen et al., 1998; Schwarz et al.,
1998; Triplet, 2000; White & Montgomery, 2000; Sadler & Blinder, 2001; Federici et
al., 2002; Mammen, 2002).

O primeiro relato da DvW foi feito em 1926, pelo Professor Erik von
Willebrand, que observou alteragcbes hemorragicas em muitos membros de uma
mesma familia. A partir destas observacdes, o Prof. von Willebrand comecou a
estudar esta alteracdo hemorragica e neste relato caracterizou os sinais mais
freqlientes como sendo sangramento nasal e por ocasido da troca dentaria. O tempo
de sangria se mostrava aumentado, porém com concentracao de plaguetas normal,
sendo este, segundo Prof. Von Willebrand, a caracteristica mais importante da
enfermidade. Acreditava-se que a heranga da doenga era autossémica dominante,
com varios graus de penetrancia ou mesmo recessiva (Nilsson, 1999).

A prevaléncia da DvW nos homens é de 0,82-1,6%, embora exista uma
suspeita de subestimacado desta prevaléncia devido a dificuldades no diagnéstico
laboratorial desta doenca (White & Montgomery, 2000). Num estudo epidemiolégico
em criangas na ltalia, encontrou-se prevaléncia de 0,82% (Rodeguiero et al., 1987).
Estudos recentes mostram uma prevaléncia da doenca de 1 a 2%, sendo o tipo 1 o
mais frequente (60-80%), seguido pelo tipo 2 (15-30%) e pelo tipo 3 (5-10%)

(Federici et al., 2002).



A DvW ja foi diagnosticada em mais de 54 racas de caes nos EUA, sendo
encontrada com alta prevaléncia em Dobermanns (maior que 50%), Airedale Terrier
e Scottish Terrier (Doods, 1989; Kraus & Johnson, 1989). A DvW ja foi diagnosticada
em inumeras ragas, entre elas, Airedale Terrier, Dobermann, Schnauzer gigante,
Golden Retriever, Greyhound, Wolfhound irlandés, Pembroke Welsh Corgi, Scottish
Terrier e Dachshund (Stokol et al., 1995a). A DvW tem uma alta prevaléncia em
Dobermanns e Scottish Terriers nos EUA e na Australia (Littlewood, 1991; Stokol &
Parry, 1993) O modelo canino da DvW existe em muitas ragas (Bouma et. al., 1976;
Brinkhous et al., 1985; Kraus & Johnson, 1989; Stokol et al., 1995b; Schwarz et al.,
1998; Schwarz et al., 2002).

A heranca da DvW ¢é complexa e depende do tipo da doenca.
Esquematicamente o tipo 3 é considerado recessivo, ao passo que muitas formas do
tipo 2 sdo dominantes. O tipo 1 é usualmente considerado como dominante, embora
existam diversas excegdes pela heterogenicidade (Miller et al., 1979).

A DvVW ¢é causada por um defeito quantitativo e/ou qualitativo do fator de von
Willebrand (FVW), uma glicoproteina multimérica de alto peso molecular (Ginsburg &
Bowie, 1992; Sadler & Gralnick, 1994; Mannucci, 1995; Sadler et. al., 1995; Mazurier
& Meyer, 1996; Murray & Lillicrap, 1996; Mohri et. al., 1998; Budde &
Schneppenheim, 2001; Federici et al., 2002). Em seres humanos um achado
importante na DVW ¢é que a falta do FvW funcional ir4d causar alteracdo na
hemostasia primaria e aumento do tempo de sangria “in vivo” (Brooks, 2000).

O FVW exerce sua funcéo de duas maneiras, iniciando e suportando a adesao
plaguetaria ao local de injuria vascular (Wagner, 1990; Ginsburg & Bowie, 1992;
Mannucci, 1995; Murray & Lillicrap, 1996; Mohri et. al., 1998) e estabilizando

funcionalmente o fator VIII plasmatico (Wagner, 1990; Ginsburg & Bowie, 1992;



Mannucci, 1995; Murray & Lillicrap, 1996; Mohri et. al., 1998; Schwarz et al., 1998;
Budde & Schneppenheim, 2001; Federici et al., 2002; Schwarz et al., 2002).

O gene que codifica a proteina do FYW, em humanos, esta localizado no
cromossomo 12 e possui 180 kilobases, sendo composto por 52 exons (Schwarz et

al.,, 1998; Budde & Schneppenheim, 2001). O gene do



maior multimero excede 10000KDa (Budde & Schneppenheim, 2001). A proteina do
FVW é uma das maiores proteinas encontradas no plasma (2mm), sendo possivel
sua visualizacao por técnicas de microscopia eletrénica (Schwarz et al., 2002).

Quando ocorre exposicdo do subendotélio, o FYW liga-se ao colageno e
apresenta uma conformacdo que facilita sua interagdo com as plaquetas
(glicoproteina Ib da superficie plaquetaria), sendo que a ponte intraplaquetaria
também é mediada pelo FvW (Brooks, 2000; Schwarz et al., 2002.). Esta funcéo do
FVW é essencial para a formagédo do tampao plaquetario no local onde a integridade
vascular foi perdida (Schwarz et al., 2002). O receptor plagquetario GP Ib é o principal
receptor para o FYW, sendo que o FYW também pode se ligar ao receptor GPIIb-1lla,
que é expressado quando as plaquetas estdo ativadas (Triplet, 2000).

Em seres humanos, os sinais clinicos mais comuns da DvW séo sinais de
alteracdo em hemostasia primaria. Podem ocorrer episédios de sangramento em
pequenas injurias, epistaxe prolongada, sangramento apds extracdo dentaria ou
apds cirurgias na cavidade oral, sangramentos em membranas mucosas e perda de
sangue gastrointestinal, sendo que em mulheres a menorragia pode ser um achado
predominante (Ingerslev & Gursel, 1999; Vischer & Moerloose, 1999; Triplet, 2000;
Budde & Schneppenheim, 2001; Federici et al., 2002).

Em cées, os sinais clinicos sdo similares aos encontrados nos humanos
(Schwarz et al., 1998), como as hemorragias em mucosa, sangramento prolongado
em ferimentos cirdrgicos e em erupcdes dentarias, sendo também sinais tipicos de
alteracdo na hemostasia primaria (Schwarz et al., 1998; Brooks, 2000; Budde &
Schneppenheim, 2001; Schwarz et al., 2002). Nos tipos 2 e 3 da DvW ocorre uma
severa tendéncia ao sangramento, ao passo que no tipo 1 o sangramento ocorre de

uma maneira induzida (Brooks, 2000).



A DvW hereditaria pode ser dividida em trés tipos, de acordo com a
fisiopatologia (Federici et al., 2002). O tipo 1, a forma mais freqtiente da DvW, tem
uma caracteristica autossémica dominante em muitos casos, mas pode apresentar
também uma transmissdo recessiva devido a defeitos ocorridos. Os casos clinicos
do tipo 1 sdo caracterizados por um sangramento leve a moderado, tempo de
sangria normal ou prolongado, e baixos niveis de antigeno do FYW (FVW:Ag) e de
atividade do cofator da ristocetina (FYW:Rco), além da estrutura multimérica normal.

O tipo 1 da DvW pode ser subdividido em 3 subtipos, o tipo 1 “plaquetas
normais” que possui um conteudo normal de FVYW funcionalmente normal, o tipo 1
“plaquetas baixas” com baixa concentracao de FVW funcionalmente normal e o tipo
1 “plaquetas discordantes” com concentracao normal de FvW disfuncional.

Os pacientes do tipo 1 sdo muito heterogéneos, sabe-se que pacientes com
baixos niveis de FVW plaquetario tem o tempo de sangria mais prolongado e
normalmente sintomas mais graves, quando comparados aos pacientes com FvW
plaguetario normal. Isto ocorre devido ao fato de que os pacientes que tém
diminuicdo do FVW plaquetario, normalmente também tém baixos niveis de FYW
armazenado nas células endoteliais. Existem algumas dificuldades no diagnéstico,
visto que diversos fatores, como o diabetes, niveis hormonais (estrogeno e
hormdnios da tiredide) e exercicios leves podem levar a uma variacao nos niveis do
FvW. O tipo 1 dominante da DvW tem sido identificado como uma mutagdo no
dominio D3 do FvW (Federici et al., 2002).

O tipo 2a, que é o subtipo mais freqliente do tipo 2 da DvW, tem padrao
autossémico dominante, mas pode ter também um padréao recessivo. Os pacientes
com o tipo 2a, tém o FvW:Ag normal ou levemente reduzido e FvW:RCo

marcadamente diminuido, além de um padrdao multimérico anormal caracterizado por



perda de multimeros de alto peso molecular e diminuicdo da concentracao dos

multimeros de baixo peso molecular. (Schneppenheim, 2001; Federici et al., 2002)

Este tipo da DvW tem mutacbes localizadas dentro do dominio A2 da
subunidade do FvW. Existem dois tipos de mutacao responsaveis pelo tipo 2A da
DvW. Uma leva ao transporte defeituoso do FvW intracelular prejudicando a
produgdo, armazenamento e secre¢ao de grandes multimeros do FYW e a outra
predispde a formacado de multimeros mais sensiveis a protedlise plasmatica. Outra
causa da deficiéncia de multimeros de alto peso molecular na DvW do tipo 2A € um
defeito no processamento pés traducéo, incluindo defeitos na dimerizagdo C terminal
e na polimeriza¢ao N terminal. (Federici et al., 2002).

O tipo 2b pode ser identificado devido a uma resposta aumentada a
ristocetina. A estrutura multimérica do FvW, tanto plaquetario, quanto endotelial, esta
normal. (Schneppenheim, 2001; Federici et al., 2002) O padrdo é autossGmico
dominante, mas ja existem relatos de um padrao aparentemente recessivo.

Os achados tipicos da DvW 2b sao, trombocitopenia leve, com aumento do
volume médio plaquetario (MPV), tempo de sangria prolongado, FYW:Ag e FVIII de
diminuidos a normal, baixo FYW:RCo, aumento da agregacao plaquetéria induzida
pela ristocetina (RIPA). Existem mais de 20 mutagdes diferentes neste tipo da DvW.
Uma insergcdo pequena ja foi identificada, sempre localizada dentro do dominio A1
da subunidade do FvW. A ligacdo anormal a glicoproteina plaquetaria ja foi
confirmada por estudos de expressdo na maioria destes mutantes (Federici et al.,
2002).

O tipo 2M (M de multimero) inclui variantes em que a ligacdo as plaquetas
esta dificultada, mas a distribuico multimérica do FvW esta normal.

(Schneppenheim, 2001; Federici et al., 2002) Este fenotipo pode ser produzido por



mutacdes que inativam os locais especificos para ligagao, seja das plaquetas ou do
colageno. Os resultados laboratoriais sdo similares aos encontrados no tipo 2A,
porém existem formas multiméricas de alto peso molecular. As mutacdes do tipo 2M
tém sido localizadas dentro do dominio A1 da subunidade do FvW e mostram
ligacdo reduzida a GPIb plaquetaria. Os pacientes com o tipo 2M Vicenza tém
baixos niveis do FVYW:Ag, porém possuem grandes multimeros acima da quantidade
normal, similarmente ao observado no plasma apos infusdo de desmopressina. A
mutacao do tipo 2M Vicenza foi identificada no dominio D3 (Federici et. al., 2002).

O tipo 2N (N de Normandia) foi caracterizado por niveis normais do FYW:Ag e
do FYW:RCo, além de estrutura multimérica normal, porém, existem baixos niveis
plasmaticos de FVIII. (Schneppenheim, 2001; Federici et al., 2002) Isto seria
compativel com a hemofilia A, porém o padrdo de heranca ndo esta ligado ao
cromossomo X, mas sim a um autossomo recessivo. Ocorre uma diminuicao da
meia vida plasmética do FVIII por ndo se ligar ao FYW devido a anormalidades
intrinsecas de tal fator. O tipo 2N pode ser causado por varias mutagdes, todas
localizada no dominio D’ e no D3 da subunidade do FYW. A co-heranga da mutacao
do tipo 2N com os alelos do tipo 1 da DvW pode levar a um aumento da expressao
do tipo 1 da DvW (Federici et. al., 2002).

O tipo 3 (grave) da DvW ¢é causado por diminuicdo da biossintese do FvW,
sendo caracterizado por niveis indetectaveis do FYW no plasma e nas plaquetas
(Vischer & Moerloose, 1999; Schneppenheim, 2001; Federici et al., 2002). O FYW é
também o carreador do FVIII, com isso os niveis plasmaticos do FVIII estardo muito
diminuidos. (Schneppenheim, 2001; Federici et al., 2002) Em consequéncia os
pacientes com o tipo 3 da DvW tém uma tendéncia grave ao sangramento,

caracterizada ndo apenas por sangramentos mucocutineos, mas também por



hemoartrose e hematomas. O padrao de heranca do tipo 3 da DvW é autossémico
recessivo. As delecdes génicas predispde a formacao de aloanticorpos. A presenca
destes anticorpos tem sido demonstrada “in vitro” pela capacidade do plasma do
paciente de inibir a RIPA de um plasma rico em plaquetas normal. Esses anticorpos
sao responsaveis pela grave resposta clinica quando se realiza o tratamento com
concentrado de FVIII-FYW, podendo ocorrer até uma resposta anafilatica (Federici et
al.,, 2002). As mutagbes mais comuns do tipo 3 sdo a delegcdo total ou parcial,
inversao e transposic¢ao. (Ginsburg & Sadler, 1993; Zhang et. al., 1993; Mohlke et
al., 1996; Federici et al., 2002).

O tipo plagquetario ou pseudo DvW é uma doenca plaquetaria primaria,
caracterizada por uma diminuicdo da afinidade do complexo GPIb/IX/V plaquetario
ao FYW normal. Esses pacientes tém achados clinicos e laboratoriais similares aos
encontrados no tipo 2b da DvW, o tempo de sangria esta prolongado, os niveis de
FVIIl e FYW estdo variavelmente reduzidos, a RIPA esta aumentada, a analise
multimérica revela uma deficiéncia dos multimeros de alto peso molecular. A falta de
multimeros de alto peso molecular € provavelmente devida a diminuicdo da
utilizagdo “in vivo”, secundariamente a diminuicdo da interagdo entre o FvW
(anormal no 2B e normal no tipo plaquetario da DvW) e seu receptor (normal no 2B e
anormal no tipo plaquetario da DvW) (Federici et al., 2002).

A DvW adquirida (DvWA) € similar a doenga congénita com relacdo aos
achados laboratoriais, sendo caracterizada por tempo de sangria prolongado e
diminuicdo dos niveis plasmaticos de FVIII-FvW. (Federici et al., 2002). O tempo de
sangria varia de normal a prolongado e o FYW:RCo est4 diminuido ou ausente, ao
passo que o FYW:Ag varia de diminuido a normal (Mohri et. al., 1998) Esta condicao

aparece associada a doencas linfo e mielo proliferativas, doengas imunolégicas ou



neoplasias. A caracterizacao dos casos reportados mostra que o FYW esta sendo
normalmente sintetizado, porém esta sendo rapidamente removido por 4 possiveis
mecanismos patogénicos: autoanticorpos especificos, anticorpos nao especificos
que formam imunocomplexos circulantes e favorecem a eliminagdo do FVW,
absorcado por clones de células malignas, aumento da degradagado proteolitica
(Federici et al., 2002).

A classificacdo da DvW em cées se da com base na severidade clinica, na
concentracao plasmatica do FYW e nas estruturas multiméricas do FYW (Brooks,
2000). A classificacao da DvW em caes é dividida em 3 tipos, sem subdivisdes (Sato
& Parry, 1998; Brooks, 2000).

A doenca do tipo 1 é definida como uma deficiéncia parcial quantitativa do
FVW, sendo que a concentracado plasmatica do FYW esta diminuida (menor que
50%), porém o fator que esta presente tem uma estrutura multimérica normal e
normalmente suporta a interacao plaquetaria “in vitro”, sendo também a forma mais
comum (Brooks, 2000).

A doenca do tipo 2, em cées, consiste em uma perda desproporcional das
formas multiméricas de alto peso molecular e uma redugédo significativa da
aglutinagéo plaquetaria “in vitro”, sendo uma forma analoga da classificacado 2A para
humanos. Diferentemente do que ocorre nos homens, este tipo da doenca é
infrequente em caes (Brooks, 2000)

O tipo 3 da DvW é uma deficiéncia quantitativa grave do FYW (menos que
0,1%). Nos céaes, a correlacdo entre a hemofilia A e a DvW é menor que em

humanos (Schwarz et. al., 1998).



Alguns testes de triagem podem ser utilizados na DvW. A contagem de
plaguetas esta usualmente normal, porém pode ocorrer uma leve trombocitopenia
em pacientes com o tipo 2b ou o tipo plaquetario da DvW (Federici et al., 2002).

A avaliagéo da DvW geralmente inclui o tempo de sangria (TS) (Werner et. al.,
1992). O TS normalmente estd aumentado, mas pode estar normal em pacientes
com uma forma branda da DvW (tipo 1) (Federici et al., 2002). Segundo Werner et.
al. (1992) o TS pode estar normal em metade dos pacientes com o tipo 1 da DvW. O
TS pode ser realizado por um unico observador, utilizando-se a técnica de Ivy
modificada. Deve-se realizar uma incisao longitudinal, com o minimo de pressao,
sendo que o sangue deve ser sugado com um papel até que pare de extravasar,
com um intervalo de tempo de 15 segundos (Frith & Warlow, 1988). O TS é muito
utilizado como estimativa da hemostasia primaria, porém pode nao ser especifico e
sensivel em muitos casos. O TS pode ser afetado pela idade, sexo, exposicdo ao
sol, hematdcrito e massa plaquetaria. O TS normal varia de 4 a 8 minutos (Mohri et
al, 1998), ou de 2,5 a 9,5 minutos (Kerényi et. al., 1999).

O TS realizado na pele ndo é indicado em Medicina Veterinaria devido a
dificuldade de padronizagédo da técnica. (Forsythe & Willis, 1989) Outra técnica que
pode ser utilizada é o tempo de sangria da mucosa bucal (TSMB), que ira avaliar
somente a hemostasia primaria, pelo fato de envolver somente a microcirculagdo. O
TSMB é a melhor maneira de se testar a funcdo da hemostasia primaria. O aumento
do TSMB foi relatado em cdes com doencas associadas com alteracdo da
hemostasia primaria, como trombocitopenia, terapia com aspirina e DvW (Brassard
& Meyers, 1991). Forsythe & Willis (1989) relataram o TSMB usando o Simplate Il e
obtiveram uma média de 163+46 segundos, enquanto Jergens et. al. (1987) também

utilizando o Simplate Il, obtiveram uma média de 157+29 segundos, sendo que 0s



valores de referéncia para o TSMB variam de 1,7 a 4,2 minutos. O TSMB pode ser

realizado pela técnica descrita por Stokol & Parry, 1993.



(PRP) do paciente num agregébmetro (Schneppenhein, 2001; Federici et al., 2002).
Os resultados sao expressos em concentragdo de ristocetina (mg/mL) capaz de

induzir 30% de aglutinacao. Muitos tipos e subtipos



€ também sensivel para deficiéncias ou anormalidades no Fator de von Willebrand
(FYW).

O TS alterado nao é um indicador especifico para disfuncdo plaquetéria.
Existem diversas fatores que podem alterar o TS, entre eles contagem de plaquetas,
hematocrito, administragdo recente de medicamento, desordens metabdlicas, tipo
sanguineo e técnicas utilizadas no TS (Bowie & Owen, 1980; Roper-Drewinko et. al.,
1981; Mielke, 1984; Caekebeke-Peerlink et. al., 1989; Koster et. al., 1989).

Em medicina humana o TS da pele tem sido utilizado para avaliagdo da
hemostasia primaria (Forsythe & Willis, 1989). Varias técnicas de TS da pele foram
utilizadas em Medicina humana, entre elas o TS de Duke (incisdo com auxilio de
lanceta no l6bulo da orelha) (Duke, 1910) e o TS de Ivy (incisdo no bragco apés
aplicacao de manguito de pressao) (lvy et. al., 1935). O TS de Ivy foi melhorado
posteriormente utilizando-se um aparelho para padronizacado da incisao (Mielke et.
al., 1969).

As técnicas de TS desenvolvidas para Medicina humana necessitam de
modificagdes para o uso em modelos caninos, devido a diferengas na espessura da
pele, comprimento do pélo e cooperacao do paciente (Thomas et. al., 1979; Kingdon
& Hassell, 1981; Giles et. al., 1982; Dodds, 1982; Chabbat et. al., 1989; Forsythe &
Willis, 1989; Brassard & Meyers, 1991). O aumento do TS em caes pode estar
associado com DvW (Dodds, 1970; Myers & Pierce, 1972; Dodds, 1975; Bouma et.
al., 1976; Brinkhous et. al., 1985), uremia (Dodds, 1982), tratamento com aspirina
(Thomas et. al., 1979; Dodds, 1982), ibuprofeno (Dodds, 1982), dextran (Thomas et.
al., 1979) e hipotermia (Thomas et. al., 1979).

O TS da pele é menos efetivo na avaliacgdo da hemostasia primaria em

animais. A profundidade da incisdo (1mm) é inadequada para produzir hemorragia



na pele dos animais, necessitando-se utilizar incisdes mais profundas (Thomas et.

al., 1979) e utilizar outros locais para se realizar a incisdo (Hayashi et. al., 1984;

Kopp et. al., 1985). Nas incisées mais profundas ocorre a formagdo de coagulo,

prejudicando a observagédo do TS (Dodds, 1982).

Existem vérias técnicas descritas para o TS em caes:

Tempo de sangria microscépico direto — isolamento e transecgdo de um vaso
subcuticular (face medial da coxa) ou de um vaso mesentérico e
determinacédo do TS por exame microscoépico direto (Hovig et. al., 1967; Hovig
et. al., 1968; Dodds, 1975);

Tempo de sangria dermal — com o animal anestesiado, 0 membro posterior é
tricotomizado, sendo que o TS é realizado na pele apds a aplicacdo de um
manguito de pressdo. Como existe uma variagao consideravel da espessura
da pele, dependendo do local da incisdo e também da raga do animal, séo
necessarias multiplas incisdes para determinar a média do TS dermal, sendo
entdo uma técnica de dificil padronizagdo (Johnson et. al., 1978; Thomas et.
al., 1979; Forsythe & Willis, 1989).

Tempo de sangria gengival (Template) — resseccao de parte da gengiva com
o animal anestesiado (Kingdon & Hassell, 1981);

Tempo de sangria da cuticula — corte da cuticula da unha (cortador de unha)
com o animal anestesiado (Giles et. al., 1982). O TS da cuticula pode estar
aumentado tanto em alteragcbes de hemostasia primaria, quanto em
alteragbes de hemostasia secundaria e ndo tem uma boa repetibilidade
(Forsythe & Willis, 1989);

Tempo de sangria da mucosa oral (TSMO) — o animal é posicionado em

decubito lateral, sendo realizada uma incisdo superficial e pequena na



mucosa oral com auxilio de um aparelho (padronizacdo de profundidade,

extensdao e pressao da incisdo) (Jergens et. al., 1987; Forsythe & Willis,

1989).

O TSMO tem diversas vantagens, quando comparado as outras técnicas
utilizadas em cées. A técnica € menos dolorosa, pouco invasiva, ndo necessita de
anestesia, utiliza poucos equipamentos e os resultados sao consistentes. O TSMO
tem sido avaliado em cdes com alteragdo de hemostasia primaria, como
trombocitopenia, DvW, azotemia e terapia com aspirina (Jergens et. al., 1987;
Brassard & Meyers, 1991). O TSMO é a melhor maneira de se avaliar a hemostasia
primaria “in vivo” (Brassard & Meyers, 1991).

A incisao realizada no TSMO é superficial e por isso envolve apenas 0s vasos
sanguineos microscopicos, acessando apenas a hemostasia primaria (Sato et. al.,
2000). O TSMO envolve uma incisdo que evita injarias a vasos sanguineos
macroscoépicos, fazendo com que exista uma maximizagdo da especificidade para
avaliacao de defeitos na hemostasia primaria (Jergens et. al., 1987).

O TSMO foi realizado por diversos autores em caes aparentemente saudaveis
(sem uso de sedagao ou anestesia). Forsythe & Willis (1989) relataram o TSMO
usando o Simplate 1I® em 19 cées obtendo o resultado médio de 163+46 segundos
(109 a 285 segundos). Jergens et. al. (1987) relataram o TSMO usando o Simplate
II® em 34 cdes obtendo o resultado médio de 157+29 segundos (100 a 249
segundos).

O TSMO torna-se aumentado com a utilizacdo de xilazina (sedacdo) ou
halotano (anestesia), porém esse aumento nao é significativo (Jergens et. al., 1987;

Sato et. al., 2000).



Os valores de referéncia para o TSMB variam de 1,7 a 4,2 minutos (Stokol &

Parry, 1993).

2.3 Agregacao plaquetaria induzida pela Ristocetina (RIPA)

O FVYW causa a aglutinacdo plaquetaria “in vitro” sob varias condigdes
(Johnson et. al., 1981).

A antibiético ristocetina tem a capacidade de agregar plaquetas humanas na
presenca do FVW, sendo que esta capacidade é deficiente em seres humanos que
apresentam a DvVW (Howard & Firkin, 1971; Olson et. al., 1975; Howard et. al.,
1979).

O FYW humano tem habilidade de sustentar a aglutinacdo induzida pela
ristocetina em plaquetas homédlogas frescas (Weiss et. al., 1973) ou lavadas e
fixadas (Allain et. al., 1975; MacFarlane et. al., 1975), sendo que esta caracteristica
€ a base para a utilizacdo de varios métodos similares que séo utilizados no
diagnostico e estudo da DvW.

Existem outras substancias que podem induzir aglutinacdo plaquetaria de
maneira dependente do FVW, entre elas destacam-se o Polybrene (Rosborough &
Swaim, 1978; Coller, 1980; Rosborough et. al., 1980), outros polimeros sintéticos
(Rosborough, 1980) e coaglutinina ou botrocetina (Read et. al., 1978).

Existe uma especificidade relacionada a espécie na aglutinacao plaquetaria
sustentada pelo FvW. O FvW canino purificado sustenta a aglutinacdo induzida pela
ristocetina em plaquetas (caninas e humanas) frescas e lavadas, entretanto o FVYW
humanos purificado sé sustenta a aglutinagéo plaquetaria induzida pela ristocetina
em plaquetas humanas frescas e lavadas, ndo conseguindo sustentar a aglutinagao

em plaquetas caninas frescas e lavadas (Leis et. al., 1980).



2.4 Antigeno do Fator de von Willebrand (FYW:Ag) - ELISA

O ELISA é m dos testes mais utilizados em pesquisa biomédica (Frey et. al.,
2000).

Em 1971 foi descrito um teste imunolégico que quantificava o FYW em
pacientes humanos com DvW pelo uso de um anticorpo de precipitagdo preparado
em coelhos (Zimmerman et. al., 1971). Este desenvolvimento iniciou diversos
estudos sobre FYW e DvW (Sakariassen et. al., 1979; Hoyer, 1981; Tuddenhan,
1989).

A quantificacdo do FYW:Ag plasmatico é essencial para o diagnostico da DvW
(Johnstone & Norris, 1984).

Antigamente se usava a Imunoeletroforese de Laurell (EIA) para
determinacdo do FYW:Ag, porém esta técnica requeria pessoas qualificadas para a
realizagdo da eletroforese e um trabalho intensivo para sua realizacdo. A
sensibilidade do EIA é baixa (Hoyer, 1972; Rudzki et. al., 1979; Yoder et. al., 1981).

O ELISA requer equipamentos mais comuns que o EIA e oferece uma
maneira pratica de se quantificar o FYW:Ag (Bartlett et. al., 1976; Ingerslev, 1987).

O FvW pode ser precipitado com a utilizagdo de anticorpo especifico
(Slappendel et. al., 1992).

A mensuracao e identificacdo do FVYW:Ag requer a utilizacao de anticorpos
espécie especificos (Benson et. al., 1992), porém pode ocorrer identificacoes
parciais entre o anticorpo anti FvW de determinada espécie e plasmas de diferentes
outras espécies (Bennett & Ratnoff, 1973; Bouma et. al., 1976; Cotter et. al., 1978;
Shaw et. al., 1979; Coppola et. al., 1980; Rotblat et. al., 1982; Winocour et. al., 1983;

Johnson et. al., 1986; Benson et. al., 1992).



3. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi determinar e padronizar o teste padréo para

diagnostico de caes com Doenga de von Willebrand.



4. MATERIAL E METODOS

Seguiu-se a seguinte ordem para determinacdo e padronizagdo do teste

padrao para diagnostico de caes com Doencga de von Willebrand:

-Tempo de sangria da mucosa oral (TSMO)
-Agregacao plaquetaria induzida pela Ristocetina (RIPA)

-Antigeno do fator de von Willebrand (FYW:Ag) - ELISA

4.1. Tempo de sangria da mucosa oral (TSMO)

O tempo de sangria da mucosa oral foi realizado conforme Marks, 2000
modificado. Com o animal em decubito lateral ou esternal, o labio superior era
evertido. Uma incisdo padronizada era realizada de maneira vertical (perpendicular a
margem do |abio) diretamente abaixo do dente canino maxilar com o auxilio de uma
lanceta', sendo que neste momento comecava-se a marcar o tempo (cronémetro) e
com um papel filtro circular absorvia-se o sangue, sempre 1 a 2 mm abaixo da
incisdo. Parava-se o crondmetro assim que o sangramento cessava.

Realizou-se coleta de sangue em tubo a vacuo® com anticoagulante sal di-
sédico do &cido etilenodiaminotetraacético (EDTA) a 10%, na proporcao de 0,1 mL
para cada 5 mL de sangue, para a contagem de plaquetas. A contagem de
plaquetas foi realizada em contador eletrénico de células®. A morfologia celular
plaguetaria foi observada através de esfregacos sanguineos, corados pelo método

Romanowski (Jain, 1993).

! Lancelett® Implant
2 Vacutainer®, Becton-Dickinson, Ind, Cirdrgicas Ltda, Brasil,
3 CELL — DYN 3500 R, Abbott Diagnostic®, USA,



O TSMO foi realizado em:

e 54 animais sem histérico de sangramento prévio e sem sinais de disturbios
hemostaticos. Foi realizado um sorteio de 7 animais desse grupo para que
fosse realizada a andlise estatistica com um n proximo entre grupos;

e 7 animais com histérico de sangramento prévio durante procedimento
cirurgico e sem sinais de disturbios hemostaticos;

e 5 animais da raga Dobermann, sem histérico de sangramento prévio e sem
sinais de disturbios hemostaticos;

e 1 animal com concentragdo conhecida do FvW:Ag (dosado na Secédo de
Coagulagdo Comparada — Laboratério de Diagnéstico do Colégio de Medicina
Veterinaria da Universidade de Cornell — Ithaca/NY), cujo valor foi gentilmente
cedido pelo Laboratério Clinico Veterinario do Instituto Brasileiro de
Diagnostico e Especialidades Veterinarias — Provet Moema — Animal 1:
macho, 4 anos, Dobermann — FVW:Ag = 48%;

e 4 animais com concentragdo conhecida do FYW:Ag (dosado na Secéo de
Coagulacdo Comparada — Laboratério de Diagnéstico do Colégio de Medicina
Veterinaria da Universidade de Cornell — Ilthaca/NY) — Animal 2: fémea,
adulta, sem raga definida, sem sinais de disturbios hemostaticos — FYW:Ag =
129%; Animal 3: fémea, adulta, sem raga definida, com aumento de
sangramento em ferida cirdrgica apds ovariosalpingohisterectomia — FYW:Ag
= 96%; Animal 4: fémea, 6 anos, Dobermann — FYW:Ag = 62% e Animal 5:
fémea, 3 anos, sem raga definida — FVW:Ag = 195%;

Os testes de TSMO foram realizados no Laboratério Clinico Veterinario da
FMVZ UNESP Botucatu e no Laboratério Clinico Veterinario do Instituto Brasileiro de

Diagnéstico e Especialidades Veterinarias — Provet Moema.



4.2. Agregacao plaquetaria induzida pela Ristocetina (RIPA)

Foram escolhidos dois animais para se realizar a padronizagdo da RIPA,
sendo que 0s mesmos ja haviam sido utilizados anteriormente:

e Animal 2: fémea, adulta, sem raga definida, sem sinais de disturbios
hemostaticos;

e Animal 3: fémea, adulta, sem raca definida, com aumento de sangramento
em ferida cirdrgica apés ovariosalpingohisterectomia;

Ambos os animais eram provenientes do canil da Pés Graduag¢do da FMVZ
UNESP Botucatu.

Primeiramente colheu-se sangue da veia jugular em tubo de plastico fundo
conico* com citrato de sédio a 3,8% como anticoagulante, na proporcao de 1 parte
para 9 partes de sangue, em banho de gelo para determinacdo do FYW:Ag (Secéo
de Coagulagdo Comparada — Laboratério de Diagndéstico do Colégio de Medicina
Veterinaria da Universidade de Cornell — Ithaca/NY), para comprovacao de que se
tratavam de animais livres da DvW. A amostra de sangue foi imediatamente
centrifugada a 1500 rpm por 15 minutos, para a obtengcdo do plasma, que foi
transferido para tubo tipo eppendorf®, congelado rapidamente em nitrogénio liquido e
mantido a -80°C até o envio.

Para a padronizacdo da RIPA foram colhidas amostras de sangue da veia
jugular em:

- tubos de plastico fundo conico® com citrato de sédio a 3,8%, como

anticoagulante, na proporgéo de 1 parte para 9 partes de sangue, para a realizagao

* Tubos de plastico fundo conico ¢/ tampa- 15mL — Alfa®
> Tubos eppendorffs graduados- Kima®
® Tubos de plastico fundo cdnico ¢/ tampa- 15mL — Alfa®



da agregacao plaquetéria induzida pela Ristocetina (RIPA). Primeiramente contava-
se 0 numero de plaquetas do sangue total para saber se o animal tinha niumero
normal de plaquetas (150.000 a 500.000 plaquetas por microlitro de sangue). A
separagao do plasma rico em plaquetas (PRP) foi realizada imediatamente apés a
colheita por centrifugacdo a 500 rpm por 20 minutos, sendo que a contagem
plaquetaria do PRP sempre se encontrava no intervalo de 100.000 a 300.000
plaguetas por microlitro de PRP. Apds separagcédo do PRP, o restante do sangue foi
novamente centrifugado, agora a 1.500 rpm por 15 minutos para obtencdo do
plasma pobre em plaquetas (PPP).

A agregacao plaquetaria induzida pela Ristocetina foi realizada observando-
se a agregacdo plaquetaria’ do plasma rico em plaquetas em contato com a
Ristocetina®, segundo Ruggeri et. al. (1980). O PRP e o PPP (450uL) foram
colocados na cubeta do agregébmetro, ficando em repouso em aquecimento por pelo
menos 20 minutos. Primeiramente utilizava-se o PPP para zerar o aparelho e depois
o PRP para se iniciar a agregacado. Utilizou-se ristocetina (50uL) nas seguintes
concentracoes: 1,5; 1,0; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 e 0,015625 mg/mL. O tempo de
agregacao variou de 5 a 10 minutos.

Também se coletou sangue de 2 seres humanos, sadios (alunos da Poés-
Graduagao) em tubos de plastico fundo cénico com citrato de s6dio a 3,8%, como
anticoagulante, na proporcao de 1 parte para 9 partes de sangue, para a realizagao
da agregacao plaquetéria induzida pela Ristocetina (RIPA). A separacao do plasma
rico em plaquetas (PRP) foi realizada imediatamente apds a colheita por
centrifugacao a 800 rpm por 10 minutos, sendo que a contagem plaquetaria do PRP

sempre se encontrava no intervalo de 100.000 a 300.000 plaquetas por uL de PRP.

7 Agregdmetro de plaquetas NETLAB 2000 — ZENITE®
8 Ristocetin reagent — Helena diagnostics®



Apos separacao do PRP, o restante do sangue foi novamente centrifugado, agora a
1.500 rpm por 15 minutos para obtencao do plasma pobre em plaquetas (PPP). A
agregacao plaquetaria induzida pela ristocetina foi realizada da mesma forma como
descrita acima, porém utilizou-se ristocetina apenas na concentra¢do de 1,5mg/mL.
Os testes de RIPA foram realizados no Laboratério Clinico Veterinario da

FMVZ UNESP Botucatu.

4.3. Antigeno do fator de von Willebrand (FYW:Ag) - ELISA

A dosagem do antigeno do fator de von Willebrand foi realizada pelo método
de ELISA direto (teste semi quantitativo comparativo), com anticorpo anti-FVW
canino®, conforme a técnica preconizada pelo fabricante com algumas alteragdes.

Os anticorpos fornecidos foram:

- Anticorpo de captura — 0,5mL de anticorpo policlonal purificado anti FYW
canino para realizagao da adsor¢ao da placa;

- Anticorpo de deteccao — 0,5mL de anticorpo policlonal conjugado com

peroxidase anti FYW canino para detec¢do do FYW que sofreu captura.

As seguintes solugcbes foram necessarias para utilizagdo durante o teste
ELISA:

- Tampao de adsorcao (Tampao Carbonato Bicarbonato): 1,59g de
Na,COs3 e 2,93g de NaHCOg3, completado para 1 litro de solugdo. O pH foi ajustado
para 9,6. A solucao foi armazenada por até 1 més (2-8°C);

- PBS (base para tampao de lavagem e tampao de bloqueio): 8,0g de

NaCl, 1,15g de Na;HPO4, 0,2g de KH.PO4 e 0,29 de KCI, completado para 1 litro de

% Sheep anti-canine VWF-Research Diagnostics Inc®



solucdo. Se necessario o pH era ajustado para 7,4. A solucao foi armazenada por
até 1 més (2-8°C);

- Tampao de lavagem (PBS-Tween 0,05%): Foi adicionado 0,5mL de
Tween-20' em 1 litro de PBS. A solugdo foi armazenada por até 1 més (2-8°C);

- Tampao de bloqueio (PBS-BSA1%, PBS-leite em pé 10% e PBS-BSA
2,5%): Foram testadas as trés solug¢des de bloqueio.

-PBS-BSA1%: Foi dissolvido 1% de BSA' em PBS numa quantidade suficiente
para o bloqueio dos pogos utilizados. A solucdo foi preparada imediatamente antes
da utilizacao;

-PBS-leite em p6 10%: Foram dissolvidos 10% de leite em p6'? em PBS numa
quantidade suficiente para o bloqueio dos pocos utilizados. A solucao foi preparada
imediatamente antes da utilizacao;

-PBS-BSA 2,5%: Foram dissolvidos 2,5% de BSA'' ou BSA'™ em PBS numa
quantidade suficiente para o bloqueio dos pogos utilizados. A solugéo foi preparada
imediatamente antes da utilizagéo;

- Diluente das amostras e anticorpo de deteccao (HBS-BSA 1%-T20,
HBS-leite em p6 10%-T20 e HBS-BSA 2,5%-T20): Foram testados os trés tipos de
diluente de amostras.

- HBS-T20: Foram dissolvidos 5,95g de HEPES e 1,469 de NaCl em 200mL de agua
Milli-Q™ (18,2MQ), posteriormente foi adicionado 0,25mL de Tween-20. O pH foi
acertado para 7,2 e o volume final foi completado para 250mL, com agua Milli-Q. A

solucao foi aliquotada e armazenada a -20°C.

10 pharmacia Biotech® code n°17-1316-01
11 BSA Sigma® - A345 lote 99F00191 100g
12] eite em pd Molico® Desnatado

13 BSA Sigma® — B4287 lote 87H1144 25g
1 Milli-Q Plus



- HBS-BSA 1%-T20: Foi dissolvido 1% de BSA' na solugdo HBS-T20 numa
quantidade suficiente para a diluicdo das amostras e do anticorpo de deteccdo. A
solucao foi preparada imediatamente antes da utilizacao;

- HBS-leite em p6 10%-T20: Foram dissolvidos 10% de leite em pé'® na solucédo
HBS-T20 numa quantidade suficiente para a diluicdo das amostras e do anticorpo de
deteccédo. A solugao foi preparada imediatamente antes da utilizagéo;

- HBS-BSA 2,5%-T20: Foram dissolvidos 2,5% de BSA' ou BSA'" na solucdo HBS-
T20 numa quantidade suficiente para a diluicdo das amostras e do anticorpo de
deteccao. A solucao foi preparada imediatamente antes da utilizacéo;

- Tampao do cromogeno-substrato (Tampao Citrato Acetato): 4,1g de
acetato de sodio diluido com 500mL de agua Milli-Q (0,1mol/L); 2,1g de &cido
acético diluido com 100mL de agua Milli-Q (0,1mol/L). Utilizou-se 300 mL da solucao
de acetato de sédio e solugdo de acido acético em quantidade suficiente para se
ajustar o pH da solucgao final para 6,0.

- Cromégeno (3,3',5,5' tetrametilbenzidine - TMB): 10mg TMB'® em 1mL de
DMSO", acondicionados em tubo tipo eppendorf e mantidos ao abrigo da luz e em
temperatura ambiente.

- Solucao cromégeno + substrato: Em um tubo de ensaio foi adicionado
12mL do tampao Citrato Acetato, 120uL do cromoégeno (TMB 10mg/mL) e 2,5ul do
substrato (H2O2 30%). A solucgao foi preparada imediatamente antes da utilizagao;

- Solucao de fim de reacao: HCI 2M.

- Microplacas: Foram utilizados 2 tipos de Microplacas — MaxiSorp?® e

MedSorp?®, com certificado de uniformidade.

15 BSA Sigma® - A345 lote 99F00191 100g
16 | eite em p6 Molico® Desnatado
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18 Sigma®T2885 lote 084K0614 1g
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PLASMAS UTILIZADOS NA PADRONIZACAO DO TESTE ELISA

Para realizacdo do teste ELISA (teste semiquantitativo comparativo) foi
necessaria a utilizagcado de um plasma de referéncia e optou-se por utilizar o mesmo
animal que ja havia sido utilizado na padronizagdo da RIPA, por ja se conhecer o
valor (%) do FYW:Ag (ELISA) — realizado na Secédo de Coagulacdo Comparada —
Laboratorio de Diagndstico do Colégio de Medicina Veterinaria da Universidade de
Cornell — Ithaca/NY.

- Plasma referéncia - Animal 2: fémea, adulta, sem raca definida, sem sinais de
disturbios hemostaticos.

O Prof. James L. Catalfamo, PhD, diretor da Secdo de Coagulacao
Comparada — Laboratério de Diagnéstico do Colégio de Medicina Veterinaria da
Universidade de Cornell — Ithaca/NY gentilmente cedeu plasmas controle dos trés
tipos da doencga (1mL de plasma canino congelado).

- Plasma Controle tipo 1 DvW (C1): FYW:Ag = 11+0,25%;
- Plasma Controle tipo 2 DvW (C2): FYW:Ag = 9+0,2%;
- Plasma Controle tipo 3 DvW (C3): FYW:Ag = 0%;

O Laboratério Clinico Veterinario do Instituto Brasileiro de Diagnéstico e
Especialidades Veterinarias — Provet Moema — S&o Paulo/SP gentiimente cedeu
amostras de plasma canino de dois animais (animais 4 e 5) com concentragao
conhecida do FYW:Ag (dosado na Secado de Coagulacdo Comparada — Laboratério
de Diagnéstico do Colégio de Medicina Veterinaria da Universidade de Cornell —
lthaca/NY).

- Animal 4: fémea, 6 anos, Dobermann — FYW:Ag = 62%

- Animal 5: fémea, 3 anos, sem racga definida — FVW:Ag = 195%
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Além dos animais ja citados foram testados mais quatro animais sem
concentracao conhecida do FYW:Ag.
- Animal 6: macho, 4 anos, Dobermann, sem sinais de disturbios hemostaticos.
- Animal 7: fémea, adulta, Pastor Alem&o, sem sinais de disturbios hemostaticos.
- Animal 8: macho, adulto, Australian Cattle Dog, sem sinais de disturbios
hemostaticos.
- Animal 9: fémea, adulta, sem raga definida, sem sinais de disturbios hemostaticos.
O animal 6 foi proveniente do Canil do Sr. José de Souza Jr, da cidade de
Valinhos/SP e os animais 7, 8 e 9 foram provenientes do canil da P6s Graduacao da

FMVZ UNESP Botucatu.

PROCEDIMENTO DO TESTE ELISA

e Adsorcao das placas: Foi realizada uma diluicdo 1/100 do anticorpo de
captura no tampao Carbonato Bicarbonato imediatamente antes da utilizacao.
Foram aplicados 50uL por pogo e apds a aplicacao a placa permaneceu por
12 a 15 horas a 2-8°C (temperatura de geladeira).

e Bloqueio: As placas foram esvaziadas e 100uL do tampao de bloqueio foram
aplicados a cada poco. O bloqueio foi realizado a temperatura ambiente por
um periodo de 120 minutos.

e Lavagem: Foram realizadas 5 lavagens®' com Tampé&o de lavagem.

¢ Preparacao e aplicacao das amostras: Foram realizadas diversas diluicbes
(1/100; 1/200; 1/400; 1/800; 1/1600 e 1/3200) do plasma de referéncia (animal
2) no Diluente das amostras e anticorpo de detecgéo para confecgédo da curva

de regressao que serviu para célculo das demais concentracées do FYW:Ag.
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As amostras de plasma dos controles (C1, C2 e C3) e dos animais teste
(animais 4, 5, 6, 7, 8 e 9) sofreram diluicdo de 1/100 e 1/200 no Diluente das
amostras e anticorpo de deteccao. Foram aplicados 50uL de cada diluicao a
cada pocgo, sendo que apds a aplicagdo a placa permaneceu a temperatura
ambiente por 90 minutos.

e Lavagem: Foram realizadas 5 lavagens com Tampao de lavagem.

e Aplicacao do anticorpo de deteccao: Foi realizada uma diluicado 1/100 do
anticorpo de deteccao no Diluente das amostras e anticorpo de deteccao
imediatamente antes da utilizagdo. Foram aplicados 50uL por pogo, sendo
que apos a aplicacdo a placa permaneceu a temperatura ambiente por 120
minutos.

e Lavagem: Foram realizadas 5 lavagens com Tampao de lavagem.

e Aplicacao da Solucao cromoégeno + substrato: Foram aplicados 50uL da
Solucao cromégeno + substrato por poco, sendo que apds a aplicacdo a
placa permaneceu a temperatura ambiente e sob agitacdo? por 15 minutos.

e Aplicacao da Solucao de fim de reacao: Foram aplicados 25uL da Solucao
de fim de reacao (HCI 2M) por poco.

e Leitura: A leitura®® da placa foi realizada utilizando-se um programa de

computador®* (comprimento de onda 450nm).

22 Agitador Kline®
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Foram realizados os seguintes testes para observacao de possiveis ligacoes

inespecificas:

- Antigeno + substrato (Ag + S):

N&o se aplicava anticorpo de captura;

realizava-se o bloqueio da placa - 100ulL/temperatura ambiente/120 minutos;
aplicava-se 50uL de uma diluicdo 1/100 do plasma do animal 2 no Diluente
das amostras e anticorpo de deteccao - temperatura ambiente/90 minutos;
nao se aplicava anticorpo de deteccéo;

aplicava-se 50uL da Solucao cromégeno + substrato por poco - temperatura
ambiente/sob agitacdo/15 minutos;

aplicava-se 25ulL da Solugao de fim de reagao (HCI 2M) por pogo.

- Antigeno + Anticorpo de deteccao + substrato (Ag + D + S):

N&o se aplicava anticorpo de captura;

realizava-se o bloqueio da placa - 100ulL/temperatura ambiente/120 minutos;
aplicava-se 50uL de uma diluicdo 1/100 do plasma do animal 2 no Diluente
das amostras e anticorpo de detecgao - temperatura ambiente/90 minutos;
aplicava-se 50uL de uma diluicdo 1/100 do anticorpo de detecg¢ao no Diluente
das amostras e anticorpo de deteccao - temperatura ambiente/120 minutos;
aplicava-se 50uL da Solugdo cromégeno + substrato por pogo - temperatura
ambiente/sob agitacdo/15 minutos;

aplicava-se 25ulL da Solugao de fim de reagao (HCI 2M) por pogo.

- Anticorpo de captura + substrato (Cap + S):

aplicava-se 50uL de uma diluicdo 1/100 do anticorpo de captura no tampao
Carbonato Bicarbonato — 12 as 15h/2-8°C;

realizava-se o bloqueio da placa - 100ulL/temperatura ambiente/120 minutos;



nao se aplicava diluicdo do plasma do animal,

nao se aplicava anticorpo de deteccéo;

aplicava-se 50uL da Solugdo cromégeno + substrato por pogo - temperatura
ambiente/sob agitacdo/15 minutos;

aplicava-se 25ulL da Solugao de fim de reagéao (HCI 2M) por pogo.

- Anticorpo de captura + anticorpo de deteccao + substrato (Cap + D +S):

aplicava-se 50uL de uma diluicdo 1/100 do anticorpo de captura no tampéao
Carbonato Bicarbonato - 12 as 15h/2-8°C;

realizava-se o bloqueio da placa - 100ulL/temperatura ambiente/120 minutos;
nao se aplicava diluicdo do plasma do animal;

aplicava-se 50uL de uma diluicdo 1/100 do anticorpo de detecg¢ao no Diluente
das amostras e anticorpo de detecgao - temperatura ambiente/120 minutos;
aplicava-se 50uL da Solucao cromégeno + substrato por poco - temperatura
ambiente/sob agitacdo/15 minutos;

aplicava-se 25ulL da Solugao de fim de reagao (HCI 2M) por pogo.

- Anticorpo de deteccao + substrato (D + S):

N&o se aplicava anticorpo de captura;

realizava-se o bloqueio da placa - 100ulL/temperatura ambiente/120 minutos;
nao se aplicava diluicdo do plasma do animal;

aplicava-se 50uL de uma diluicdo 1/100 do anticorpo de detecg¢ao no Diluente
das amostras e anticorpo de deteccao - temperatura ambiente/120 minutos;
aplicava-se 50uL da Solugdo cromégeno + substrato por pogo - temperatura
ambiente/sob agitacdo/15 minutos;

aplicava-se 25ulL da Solugao de fim de reagao (HCI 2M) por pogo.



Foram realizados os seguintes testes como controles negativos (Soro e

Crioprecipitado pobre):

aplicava-se 50uL de uma diluicdo 1/100 do anticorpo de captura no tampéao
Carbonato Bicarbonato - 12 as 15h/2-8°C;

realizava-se o bloqueio da placa - 100ulL/temperatura ambiente/120 minutos;
aplicava-se 50uL de uma diluigdo 1/100 de SORO no Diluente das amostras e
anticorpo de deteccdo e aplicava-se 50uL de uma diluicdo 1/100 de
CRIOPOBRE no Diluente das amostras e anticorpo de deteccado -
temperatura ambiente/90 minutos;

aplicava-se 50uL de uma diluicdo 1/100 do anticorpo de detecg¢ao no Diluente
das amostras e anticorpo de detecgao - temperatura ambiente/120 minutos;
aplicava-se 50uL da Solucao cromégeno + substrato por poco - temperatura
ambiente/sob agitacdo/15 minutos;

aplicava-se 25ulL da Solugao de fim de reagéo (HCI 2M) por pogo.

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Com o intuito de se estabelecer o melhor protocolo para as reagdes de

ELISA, foram realizadas as seguintes variagdes: quanto ao tipo da placa (MaxiSorp

ou MedSorp); o tampao de bloqueio (PBS-BSA1%, PBS-leite em p6 10% e PBS-

BSA 2,5%) e o Diluente das amostras e anticorpo de detecgdo (HBS-BSA 1%-T20,

HBS-leite em p6 10%-T20 e HBS-BSA 2,5%-T20). O restante do procedimento foi

realizado como descrito acima.



O 1¢ teste ELISA foi realizado nos dias 01 e 02/agosto/2006. Nao se dispunha

ainda dos plasmas controle. As disposi¢oes gerais do teste foram as seguintes:

A microplaca utilizada foi a MaxiSorp?>;

O tampao de bloqueio utilizado foi 0 PBS-BSA?®1%;

O Diluente das amostras e anticorpo de detecgdo utilizado foi o HBS-BSA?®
1%-T20;

Foram realizadas as dilui¢des seriadas do plasma controle para confec¢ao da
curva de regressao;

Foram realizados os testes de ligacao inespecifica (Ag+S, Ag+D+S, Cap+S,
Cap+D+S e D+S) e os controles negativos (soro e criopobre);

Foram testados os Animais 7, 8 e 9.

O 2° teste ELISA foi realizado nos dias 07 e 08/novembro/2006. As

disposicdes gerais do teste foram as seguintes:

A microplaca utilizada foi a MaxiSorp;

O tampao de bloqueio utilizado foi o PBS-BSA?® 1%;

O Diluente das amostras e anticorpo de deteccdo utilizado foi o HBS-BSA?®
1%-T20;

Foram realizadas as dilui¢des seriadas do plasma controle para confec¢ao da
curva de regressao;

Foram realizados os testes de ligacao inespecifica (Cap+D+S e D+S);

Foram utilizados os plasmas Controle (C1, C2 e C3);

Foram testados os Animais 4 e 5;
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O 3¢ teste ELISA foi realizado nos dias 20 e 21/novembro/2006.

As disposicoes gerais destes testes foram as seguintes:

Foram utilizadas duas microplacas — MaxiSorp e MedSorp?’;

Para cada microplaca foram utilizados dois tampdes de bloqueio — PBS-
BSA%2,5% e PBS- leite em p6%° 10%;

Quando se utilizou o tampdo de bloqueio PBS-BSA?2,5% utilizou-se o
Diluente das amostras e anticorpo de deteccdo HBS-BSA?® 2,5%-T20;
Quando se utilizou o tamp&o de bloqueio PBS- leite em p62°10% utilizou-se o
Diluente das amostras e anticorpo de deteccdo HBS- leite em p62910%-T20;
Foram realizados os testes de ligacao inespecifica (Cap+D+S e D+S);

Foram utilizados os plasmas Controle (C1, C2 e C3);

Foi calculada a relagdo relagdo da Densidade Optica (DO) de duas diluicdes
(1/100 e 1/200) dos plasmas Controle (C1, C2 e C3) sobre a Densidade
Optica (DO) do teste de ligacdo inespecifica (Anticorpo de captura +
anticorpo de deteccao + substrato) utilizando microplacas MAXISORP

(PBS-BSA® 2,5%) e MEDSORP (PBS- leite em p6%° 10%).

O 4° teste ELISA foi realizado nos dias 27 e 28/novembro/2006. As

disposicdes gerais do teste foram as seguintes:

A microplaca utilizada foi a MedSorp;
O tampao de bloqueio utilizado foi o PBS- leite em p6°3° 10%;
O Diluente das amostras e anticorpo de detecgao utilizado foi o HBS- leite

em p6°°10%-T20;
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Foram realizadas as dilui¢des seriadas do plasma controle para confec¢ao da
curva de regressao;

Foram realizados os testes de ligacao inespecifica (Cap+D+S e D+S);

Foram utilizados os plasmas Controle (C1, C2 e C3);

Foram testados os Animais 4, 5 e 6.

O 5° teste ELISA foi realizado nos dias 29 e 30/novembro/2006. As

disposicdes gerais do teste foram as seguintes:

A microplaca utilizada foi a MaxiSorp;

O tampéo de bloqueio utilizado foi o0 PBS- BSA3' 2,5%;

O Diluente das amostras e anticorpo de detecgdo utilizado foi o HBS- BSA®"
2,5%-T20;

Foram realizadas as dilui¢des seriadas do plasma controle para confec¢ao da
curva de regressao;

Foram realizados os testes de ligacao inespecifica (Cap+D+S e D+S);

Foram utilizados os plasmas Controle (C1, C2 e C3);

Foram testados os Animais 4 e 5;

Foi calculado o indice ELISA (IE). IE=DO teste - DO negativo
DO positivo — Do negativo

Onde DO negativo = DO testes de ligacao inespecifica (Cap+D+S) e DO

positivo =DO da diluicdo 1/100 do plasma de referéncia Animal 2.

O 6° teste ELISA foi realizado nos dias 10 e 11/dezembro/2006.
As disposicoes gerais destes testes foram as seguintes:

A microplaca utilizada foi a MaxiSorp;
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e O tampao de bloqueio utilizado foi o PBS- BSA* 2,5%;

e Foram realizadas as diluigbes seriadas do plasma controle para confeccéo da
curva de regressao;

e O Diluente das amostras e anticorpo de deteccéo utilizado foi o HBS- BSA®
2,5%-T20;

e Foram realizados os testes de ligacao inespecifica (Cap+D+S e D+S);

e Foram utilizados os plasmas Controle (C1, C2 e C3);

e Foram testados os Animais 4, 5 e 6.

O 7° teste ELISA foi realizado nos dias 11 e 12/dezembro/2006, o 8° teste
ELISA foi realizado nos dias 12 e 13/dezembro/2006, o 9° teste ELISA foi realizado
nos dias 13 e 14/dezembro/2006, o 10° teste ELISA foi realizado nos dias 14 e
15/dezembro/2006. Todos os testes seguiram as mesmas disposicdes do 6° teste
ELISA.

Foi calculado o Intra-teste: 6 amostras (Controle C1, Controle C2, Controle
C3, Animal 4, Animal 5 e Animal 6) foram aplicadas em quadruplicata na mesma
microplaca (10° teste ELISA — 14 e 15/dezembro/2006). Foram calculadas médias,
desvios padrdo e coeficientes de variagéo.

Foi calculado o Inter-teste: 6 amostras (Controle C1, Controle C2, Controle
C3, Animal 4, Animal 5 e Animal 6) foram aplicadas em duplicata durante 5 dias (6°
teste ELISA-10 e 11/dezembro/2006; 7° teste ELISA-11 e 12/dezembro/2006; 8°
teste ELISA-12 e 13/dezembro/2006; 9° teste ELISA-13 e 14/dezembro/2006 e 10°
teste ELISA-14 e 15/dezembro/2006). Foram calculadas médias, desvios padréo e

coeficientes de variagao.
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Foi calculado o Limite de detec¢do do método: duas vezes o desvio padrao da
absorbancia média do teste de ligacao inespecifica (Anticorpo de captura + anticorpo
de deteccao + substrato) observado em 8 dias diferentes e substituido em diferentes
equacodes (Figuras 2, 4, 5, 6,9, 11, 13, 14, 15, 16 e 17).

Os valores de referéncia (Universidade de Cornell) foram:

e Animais normais: 70 a 180%
¢ Animais suspeitos: 50 a 69%
e Animais doentes: 1 a 49%

Os testes de Antigeno do fator de von Willebrand (FYW:Ag) - ELISA foram

realizados no Laboratério de Diagnostico Molecular do Departamento de

Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociéncias UNESP Botucatu.

4.4. Analise estatistica

Para andlise do Tempo de sangria da mucosa oral (TSMO) foi realizada a
analise de variancia segundo um delineamento em blocos, ao acaso, seguida pelo
teste de Tukey utilizando o programa SAS versao 9.2.

Para as variaveis Densidade Optica (DO), indice ELISA, Concentragdo FvW
(%) e Logip Concentragdo FVW foi realizada uma analise de regressao linear
utilizando o programa Statistica 6.0, tendo-se a reta ajustada com intervalo de
confianga de 95%.

Em todas as anadlises o nivel de significancia utilizado foi de 5%.



5. RESULTADOS



RACA SEXO PLAQUETAS/ul sangue TS (segq)
Poodle F 542.000 88
Poodle F 326.000 55
Poodle F 303.000 84
Poodle M 480.000 38
Poodle M 355.000 47
Poodle F 398.000 70
Pug F 525.000 61
Rottweiler F 293.000 63
Scott Terrier M 336.000 140
Schnauzer M 235.000 40
Schnauzer F 360.000 54
Shih Tzu F 463.000 76
SRD M 225.000 122
SRD F 202.000 44
SRD M 225.000 107
SRD Animal 2 F 243.000 70
SRD Animal 3 F 120.000 60
SRD Animal 5 F 148.000 195
SRD F 223.000 45
Teckel F 360.000 91
Teckel F 526.000 84
West Highland White Terrier M 424.000 54
Welsh Corgi Pembroke M 309.000 154
Yorkshire F 320.000 40
Yorkshire M 656.000 93
Yorkshire M 310.000 63
Yorkshire M 331.000 135
Yorkshire M 259.000 42
Yorkshire M 548.000 45
MEDIA # 333.122,81 81,82
DESVIO PADRAO # 134.803,44 42,33




Tabela 3. Valores individuais, média e desvio padrao da contagem de plaquetas e do Tempo de
sangria da mucosa oral (TSMO) de animais sem histérico de sangramento prévio e sem sinais de

disturbios hemostaticos, somente machos; n=26.

RACA SEXO PLAQUETAS/uL sangue TS (segq)
Bichon Frise M 296.000 40
Boxer M 156.000 141
Cocker Spaniel M 89.000 70
Cocker Spaniel M 253.000 68
Dobermann M 326.000 122
Golden Retriever M 304.000 69
Labrador M 741.000 36
Lhasa Apso M 236.000 68
Maltés M 81.000 50
Pastor Alemao M 383.000 45
Pastor Belga M 334.000 56
Pit Bull M 451.000 108
Pit Bull M 181.000 95
Poodle M 480.000 38
Poodle M 355.000 47
Scott Terrier M 336.000 140
Schnauzer M 235.000 40
SRD M 225.000 122
SRD M 225.000 107
West Highland White Terrier M 424.000 54
Welsh Corgi Pembroke M 309.000 154
Yorkshire M 656.000 93
Yorkshire M 310.000 63
Yorkshire M 331.000 135
Yorkshire M 259.000 42
Yorkshire M 548.000 45
MEDIA # 327.846,15 78,77
DESVIO PADRAO # 154.685,92 37,97




Tabela 4. Valores individuais, média e desvio padrao da contagem de plaquetas e do Tempo de
sangria da mucosa oral (TSMO) de animais sem histérico de sangramento prévio e sem sinais de

disturbios hemostaticos, somente fémeas; n=31.

RACA SEXO PLAQUETAS/ul sangue TS (seg)
Beagle F 500.000 58
Bernese F 290.000 170
Bernese F 235.000 195
Boxer F 321.000 48
Boxer F 420.000 95
Boxer F 321.000 53
Cocker Spaniel F 321.000 60
Cocker Spaniel F 153.000 59
Cocker Spaniel F 262.000 92
Golden Retriever F 359.000 150
Labrador F 531.000 155
Labrador F 441.000 40
Maltés F 435.000 30
Pastor Alemao F 232.000 81
Pastor Alemao F 291.000 150
Poodle F 542.000 88
Poodle F 326.000 55
Poodle F 303.000 84
Poodle F 398.000 70
Pug F 525.000 61
Rottweiler F 293.000 63
Schnauzer F 360.000 54
Shih Tzu F 463.000 76
SRD F 202.000 44
SRD F 223.000 45
SRD Animal 2 F 243.000 70
SRD Animal 3 F 120.000 60
SRD Animal 5 F 148.000 195
Teckel F 360.000 91
Teckel F 526.000 84
Yorkshire F 320.000 40
MEDIA # 337.548,39 84,39
DESVIO PADRAO # 118.054,46 46,13




Tabela 5. Valores individuais, média e desvio padrdo da contagem de plaquetas e do Tempo de

sangria da mucosa oral (TSMO) de 7 animais (tabela 2) escolhidos ao acaso, para se realizar a

andlise estatistica, sem histérico de sangramento prévio e sem sinais de distirbios hemostaticos.

RACA SEXO PLAQUETAS/uL sangue TS (seg)
Bichon Frise M 296.000 40
Labrador F 531.000 155
Lhasa Apso M 236.000 68

Pit Bull M 451.000 108
Poodle F 303.000 84
Schnauzer M 235.000 40
Shih Tzu F 463.000 76
MEDIA # 359.285,71 81,57
DESVIO PADRAO # 120.050,98 40,35

Tabela 6. Valores individuais da contagem de plaquetas e do Tempo de sangria da mucosa oral

(TSMO) de animais com histérico de sangramento prévio e sem sinais de disturbios hemostaticos;

n=7.

RACA SEXO PLAQUETAS/uUL sangue TS (seg)
Cocker Spaniel F 78.000 150
Labrador F 250.000 80
Labrador F 176.000 75
Pastor Alemao F 165.000 53
Pastor Alemao M 173.000 88
Setter Irlandés F 275.000 66
SRD F 170.000 50
MEDIA # 183.857,14 80,29
DESVIO PADRAO # 64.050,58 33,70

Tabela 7. Valores individuais da contagem de plaquetas e do Tempo de sangria da mucosa oral

(TSMO) de animais da raga Dobermann, sem histérico de sangramento prévio e sem sinais de

distUrbios hemostaticos; n=5.

RACA SEXO PLAQUETAS/ul sangue TS (seg)
Dobermann Animal 1 M 258.000 142
Dobermann Animal 4 F 302.000 119
Dobermann Animal 6 M 138.000 187
Dobermann F 370.000 65
Dobermann M 370.000 67
Dobermann F 226.000 83
Dobermann F 223.000 97
MEDIA # 265.400,00 108,57
DESVIO PADRAO # 101.812,57 50,45




Tabela 8. Valores individuais do Tempo de sangria da mucosa oral (TSMO) e do FYW:Ag (ELISA) de

animais sem histérico de sangramento prévio e sem sinais de distlrbios hemostéticos; n=>5.

RACA SEXO TS (seg) FvW:Ag (%)
Animal 1 - Dobermann M 142 48
Animal 2 - SRD F 70 129
Animal 3 - SRD F 60 96
Animal 4 - Dobermann F 119 62
Animal 5 - SRD F 195 195
MEDIA # 117.20 #
DESVIO PADRAO # 55.16 #




5.2. Agregacao plaquetaria induzida pela Ristocetina (RIPA)

Tabela 9. Valores individuais do FvW:Ag (ELISA) dos Animais 2 e 3.

SEXO FvW:Ag (%)
Animal 2 F 129
Animal 3 F 96

Tabela 10. Valores individuais, média e desvio padrao da contagem de plaquetas (sanguinea e PRP),
Agregacao plaquetaria induzida pela ristocetina em concentragao de 1,5mg/mL (RIPA) e do tempo de

agregacao plaquetaria de animais sem histérico de sangramento prévio e sem sinais de disturbios

hemostaticos; n=2.

PLAQUETAS/uL sangue PLAQUETAS/uL PRP RIPA (%) tempo (min)

Animal 2 254.000 232.000 1 6
Animal 3 185.000 202.000 1 6
MEDIA 219.500 217.000 1,00 6,00
DP 48.790,37 21.213,20 0,00 0,00

Tabela 11. Valores individuais, média e desvio padrdo da contagem de plaquetas (sanguinea e PRP),
Agregacao plaquetaria induzida pela ristocetina em concentracéo de 1,0mg/mL (RIPA) e do tempo de

agregacao plaquetaria de animais sem histérico de sangramento prévio e sem sinais de disturbios

hemostaticos; n=2.

PLAQUETAS/uL sangue _ PLAQUETAS/uL PRP__ RIPA (%) _tempo (min)

Animal 2 322.000 302.000 7 8
Animal 3 203.000 225.000 1 10
MEDIA 262.500 263.500 4,00 9,00

DP 84.145,71 54.447,22 4,24 1,41




Tabela 12. Valores individuais, média e desvio padrao da contagem de plaquetas (sanguinea e PRP),
Agregacao plaquetaria induzida pela ristocetina em concentracéo de 0,5mg/mL (RIPA) e do tempo de
agregacao plaquetaria de animais sem histérico de sangramento prévio e sem sinais de disturbios

hemostaticos; n=>5.

PLAQUETAS/uL sangue PLAQUETAS/uL PRP__ RIPA (%) tempo (min)

Animal 2 354.000 269.000 16 10
Animal 2 354.000 269.000 11 9
Animal 2 354.000 269.000 18 10
Animal 3 192.000 206.000 3 10
Animal 3 192.000 206.000 2 10
MEDIA 289.200 243.800 10,00 9,80
DP 88.731,05 34.506,52 7,31 0,45

Tabela 13. Valores individuais, média e desvio padrao da contagem de plaquetas (sanguinea e PRP),
Agregacéao plaquetéria induzida pela ristocetina em concentragéo de 0,25mg/mL (RIPA) e do tempo
de agregacao plaquetéaria de animais sem histérico de sangramento prévio e sem sinais de distarbios

hemostaticos; n=>5.

PLAQUETAS/uL sangue PLAQUETAS/uL PRP__ RIPA (%) _tempo (min)

Animal 2 371.000 300.000 23 10
Animal 2 322.000 295.000 15 10
Animal 2 302.000 277.000 19 6
Animal 3 195.000 229.000 9 10
Animal 3 201.000 257.000 7 10
MEDIA 278.200 271.600 14,60 9,20
DP 77.425,45 29.202,74 6,69 1,79

Tabela 14. Valores individuais, média e desvio padrdo da contagem de plaquetas (sanguinea e PRP),
Agregacéo plaquetaria induzida pela ristocetina em concentragcao de 0,125mg/mL (RIPA) e do tempo
de agregacao plaquetaria de animais sem histérico de sangramento prévio e sem sinais de disturbios

hemostaticos; n=2.

PLAQUETAS/uL sangue PLAQUETAS/uL PRP__ RIPA (%) _tempo (min)

Animal 2 322.000 300.000 18 6
Animal 2 287.000 247.000 15 8
MEDIA 304.500 273.500 16,50 7,00

DP 24.748,74 37.476,66 2,12 1,41




Tabela 15. Valores individuais, média e desvio padrao da contagem de plaquetas (sanguinea e PRP),
Agregacéo plaquetéria induzida pela ristocetina em concentracdo de 0,0625mg/mL (RIPA) e do
tempo de agregagao plaquetéaria de animais sem histérico de sangramento prévio e sem sinais de

distUrbios hemostaticos; n=2.

PLAQUETAS/uL sangue PLAQUETAS/uL PRP___ RIPA (%) tempo (min)

Animal 2 299.000 285.000 16 6
Animal 2 267.000 254.000 10 5
MEDIA 283.000 269.500 13,00 5,50
DP 22.627,42 21.920,31 4,24 0,71

Tabela 16. Valores individuais, média e desvio padrao da contagem de plaquetas (sanguinea e PRP),
Agregacao plaquetaria induzida pela ristocetina em concentra¢cédo de 0,03125mg/mL (RIPA) e do
tempo de agregacéo plaquetéria de animais sem histérico de sangramento prévio e sem sinais de

distUrbios hemostaticos; n=2.

PLAQUETAS/uL sangue PLAQUETAS/uL PRP__ RIPA (%) _tempo (min)

Animal 2 309.000 250.000 16 7
Animal 2 352.000 206.000 20 9
MEDIA 330.500 228.000 18,00 8,00
DP 30.405,59 31.112,70 2,83 1,41

Tabela 17. Valores individuais, média e desvio padrao da contagem de plaquetas (sanguinea e PRP),
Agregacao plaquetéaria induzida pela ristocetina em concentragédo de 0,015625mg/mL (RIPA) e do
tempo de agregagao plaquetaria de animais sem histérico de sangramento prévio e sem sinais de

disturbios hemostaticos; n=2.

PLAQUETAS/uL sangue PLAQUETAS/uL PRP _ RIPA (%) tempo (min)

Animal 2 366.000 300.000 12 7
Animal 2 303.000 300.000 15 7
MEDIA 334.500 300.000 13,50 7,00

DP 44.547,73 0,00 2,12 0,00




Tabela 18. Valores individuais, média e desvio padrao da Agregacdo plaquetaria induzida pela

ristocetina em concentracdo de 1,5mg/mL (RIPA) e do tempo de agregacéo plaquetaria do homem;

n=3.
RIPA (%) tempo (min)
Paciente 1 83 5
Paciente 1 72 5
Paciente 2 87 5
MEDIA 80,67 5,00

DP 7,77 0,00




5.3. Antigeno do fator de von Willebrand (FYW:Ag) - ELISA

Tabela 19. Valores da Densidade Optica (DO) de diversas diluicdes (1/100; 1/200; 1/400; 1/800;

1/1600 e 1/3200) do plasma de referéncia (Animal 2) - 12 placa ELISA (01 e 02/agosto/2006).

Animal 2 Diluicées Densidade Optica (DO)

1/100 1,5643
1/200 1,2753
1/400 0,9638
1/800 0,6438
1/1600 0,3953
1/3200 0,2973

Tabela 20. Valores da Densidade Optica (DO) de duas diluicdes (1/100 e 1/200) dos Animais 7, 8 €9

— 12 placa ELISA (01 e 02/agosto/2006).

Diluicbes Densidade Optica (DO)

Animal 7 1/100 1,6288
Animal 7 1/200 1,2118
Animal 8 1/100 1,5913
Animal 8 1/200 1,3228
Animal 9 1/100 1,6823
Animal 9 1/200 1,4728

Tabela 21. Valores da Densidade Optica (DO) dos testes de ligacdo inespecifica (Antigeno +
substrato, Antigeno + Anticorpo de deteccdo + substrato, Anticorpo de captura + substrato,
Anticorpo de captura + anticorpo de deteccao + substrato e Anticorpo de deteccao +

substrato) — 12 placa ELISA (01 e 02/agosto/2006).

Diluicdes Densidade Optica (DO)

Ag+Sub 1/100 0,0023
Ag+D+Sub 1/100 0,0453
Cap+Sub sem dil. 0,0028
Cap+D+Sub sem dil. 0,1658
D+Sub sem dil. 0,0288

Tabela 22. Valores da Densidade Optica (DO) dos controles negativos (Soro e Criopobre) — 12 placa

ELISA (01 e 02/agosto/2006).

Diluicbes Densidade Optica (DO)
Soro 1/100 0,5763
Criopobre 1/100 1,6213




Tabela 23. Valores da Densidade Optica (DO), Concentragdo FVW (%) e Log:, %Concentracdo FYW
de diversas dilui¢gdes (1/100; 1/200; 1/400; 1/800; 1/1600 e 1/3200) do plasma de referéncia (Animal

2) - 12 placa ELISA (01 e 02/agosto/2006).

Animal 2 Diluicées Densidade Optica (DO) Conc. FVW (%) Logi, %Conc. FvW

1/100 1,5643 100 2,0000
1/200 1,2753 50 1,6990
1/400 0,9638 25 1,3979
1/800 0,6438 12,5 1,0969
1/1600 0,3953 6,25 0,7959
1/3200 0,2973 3,125 0,4949

p<0,00014
Figura 1. Diagrama de dispersdo entre os valores de Densidade Optica (DO) e %Concentragdo de
FVW de diversas diluigbes (1/100; 1/200; 1/400; 1/800; 1/1600 e 1/3200) do plasma de referéncia
(Animal 2), equacio da reta, coeficiente de determinagéo (R®), coeficiente de correlagéo (r). A linha

de identidade ¢é a linha sélida — 12 placa ELISA (01 e 02/agosto/2006).
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Figura 2. Diagrama de disperséo entre os valores de Densidade Optica (DO) e Log:, %Concentragio
de FvW de diversas diluigdes (1/100; 1/200; 1/400; 1/800; 1/1600 e 1/3200) do plasma de referéncia
(Animal 2), coeficiente de determinacéo (R?), coeficiente de correlagao (r) e equagao da reta. A linha
de identidade é a linha sélida e as linhas pontilhadas sdo o Intervalo de Confianga 95% (IC95) — 12

placa ELISA (01 e 02/agosto/2006).
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Figura 3. Diagrama de dispersdo entre os valores de Densidade Optica (DO) e %Concentragdo de
FvW de diversas diluicdes (1/100; 1/200; 1/400; 1/800 e 1/1600) do plasma de referéncia (Animal 2),
equacao da reta, coeficiente de determinagéo (R?), coeficiente de correlagio (r). A linha de identidade

¢é a linha sélida — 12 placa ELISA (01 e 02/agosto/2006).
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Figura 4. Diagrama de dispers&o entre os valores de Densidade Optica (DO) e Log:, %Concentracio
de FvW de diversas diluigoes (1/100; 1/200; 1/400; 1/800 e 1/1600) do plasma de referéncia (Animal
2), coeficiente de determinacdo (R?), coeficiente de correlagdo (r) e equacao da reta. A linha de
identidade é a linha soélida e as linhas pontilhadas sao o Intervalo de Confianga 95% (IC95) — 12 placa

ELISA (01 e 02/agosto/2006).

Tabela 24. Valores do FYW:Ag e Intervalo de Confianga 95% (+IC95%) dos Animais 7, 8 e 9.
Substituicdo nas equagdes das Figuras 2 (Logio %Concentracao de FYW = 0,2952 + 1,1116x) e 4

(Logio %Concentracao de FYW = 0,4176 + 1,0122x) — 12 placa ELISA (01 e 02/agosto/2006).

Animal 7 Animal 8 Animal9
FvW:Ag (%)
Figura 2 93,26 (65,79- 116,25 (79,72- 158,73 (104,05-
(Log1o %Conc.FVW = 0,2952 + 1,1116x) 132,66) 169,98) 242,62)
Figura 4 90,22 (81,75- 110,46 (99,24- 146,97 (130,15-

(Logyo %Conc. FVW = 0,4176 + 1,0122x) 99,59) 122,99) 165,99)




Tabela 25. Valores do FYW:Ag e Intervalo de Confianga 95% (+1C95%) dos controles negativos (Soro
e Criopobre). Substituicao nas equagdes das Figuras 2 (Log4o %Concentracdo de FYW = 0,2952 +

1,1116x) e 4 (Logso %Concentracdo de FYW = 0,4176 + 1,0122x) — 12 placa ELISA (01 e

02/agosto/2006).
Soro Criopobre
FvW:Ag (%)
Figura 2
(Log+o %Conc.FyW = 0,2952 + 1,1116x) 8,63 (6,60-11,27) 125,16 (80,25-195,18)
Figura 4

(Logy, %Conc. FuW = 0,4176 + 1,0122x) 10,02 (9,11-11,02) 114,48 (100,65-130,20)

Tabela 26. Valores da Densidade Optica (DO) de diversas diluicoes (1/100; 1/200; 1/400; 1/800;

1/1600 e 1/3200) do plasma de referéncia (Animal 2) - 22 placa ELISA (07 e 08/novembro/2006).

Animal 2 Diluicdes Densidade Optica (DO)

1/100 1,6763
1/200 1,5808
1/400 1,3063
1/800 1,0150
1/1600 0,7670
1/3200 0,5238

Tabela 27. Valores da Densidade Optica (DO) de duas diluicdes (1/100 e 1/200) dos Animais 4 e 5 —

22 placa ELISA (07 e 08/novembro/2006).

Diluicbes Densidade Optica (DO)

Animal 4 1/100 1,6348
Animal 4 1/200 1,4298
Animal 5 1/100 1,6750
Animal 5 1/200 1,5740

Tabela 28. Valores da Densidade Optica (DO) de duas diluicdes (1/100 e 1/200) dos plasmas

Controle (C1, C2 e C3) — 22 placa ELISA (07 e 08/novembro/2006).

Diluicoes Densidade Optica (DO)

Controle (C1) 1/100 0,7570
Controle (C1) 1/200 0,6495
Controle (C2) 1/100 0,5753
Controle (C2) 1/200 0,4755
Controle (C3) 1/100 0,4338

Controle (C3) 1/200 0,3520




Tabela 29. Valores da Densidade Optica (DO) dos testes de ligacdo inespecifica (Anticorpo de
captura + anticorpo de deteccao + substrato e Anticorpo de deteccao + substrato) — 22 placa

ELISA (07 e 08/novembro/2006).

Diluicoes Densidade Optica (DO)
Cap+D+Sub  semdil. 0,4310
D+Sub sem dil. 0,2795

Tabela 30. Valores da Densidade Optica (DO), Concentragdo FVW (%) e Log:, %Concentracdo FYW
de diversas diluigdes (1/100; 1/200; 1/400; 1/800; 1/1600 e 1/3200) do plasma de referéncia (Animal

2) - 22 placa ELISA (07 e 08/novembro/2006).

Animal 2 Diluicdbes Densidade Optica (DO) Conc. FYW (%) Log10 %Conc. FvW

1/100 1,6763 100 2,0000
1/200 1,5808 50 1,6990
1/400 1,3063 25 1,3979
1/800 1,0150 12,5 1,0969
1/1600 0,7670 6,25 0,7959

1/3200 0,5238 3,125 0,4949
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Figura 5. Diagrama de disperséo entre os valores de Densidade Optica (DO) e Log:, %Concentragio
de FvW de diversas diluigdes (1/100; 1/200; 1/400; 1/800; 1/1600 e 1/3200) do plasma de referéncia
(Animal 2), coeficiente de determinacéo (R?), coeficiente de correlagao (r) e equagao da reta. A linha
de identidade é a linha sélida e as linhas pontilhadas sdo o Intervalo de Confianga 95% (IC95) — 22

placa ELISA (07 e 08/novembro/2006).
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Figura 6. Diagrama de disperséo entre os valores de Densidade Optica (DO) e Log, %Concentracio

de FvW de diversas diluicdes (1/200; 1/400; 1/800; 1/1600 e 1/3200) do plasma de referéncia (Animal

2), coeficiente de determinacdo (R?), coeficiente de correlagdo (r) e equacao da reta. A linha de

identidade é a linha soélida e as linhas pontilhadas sao o Intervalo de Confianga 95% (IC95) — 22 placa

ELISA (07 e 08/novembro/2006).

Tabela 31. Valores do FvW:Ag e Intervalo de Confianca 95% (+lC95%) dos Animais 4 e 5.

Substituicao nas equagdes das Figuras 5 (Logio %Concentracao de FvW = -0,1549 + 1,2249x) e 6

(Logio %Concentracao de FYW = -0,0798 + 1,133x) — 22 placa ELISA (07 e 08/novembro/2006).

Animal 4 Animal 5

FvW:Ag (%)

(Logio %Conc.FVW = -0,1549 + 1,2249x)

(Log+o %Conc. FYW = -0,0798 + 1,133x)

74,69 (58,20-95,94) 98,74 (74,97-130,08)

64,30 (57,57-71,82) 83,42 (73,75-94,35)




Tabela 32. Valores do FYW:Ag e Intervalo de Confianga 95% (+IC95%) dos plasmas Controle (C1,
C2 e C3). Substituicao nas equagdes das Figuras 5 (Logqo %Concentracdao de FYW = -0,1549 +

1,2249x) e 6 (Logic %Concentracao de FvW = -0,0798 + 1,133x) — 22 placa ELISA (07 e

08/novembro/2006).

Controle Controle Controle

(C1) (C2) (C3)

FvW:Ag (%)

Figura 5 7,33 (5,60- 4,45 (3,20- 3,08 (2,10-

(Logio %Conc.FvW = -0,1549 + 1,2249x) 9,61) 6,20) 4,50)
Figura 6 7,53 (6,87- 4,74 (4,23- 3,38 (2,95-

(Log1o %Conc. FYW = -0,0798 + 1,133x) 8,25) 5,33) 3,86)

Tabela 33. Valores da Densidade Optica (DO) de duas diluicées (1/100 e 1/200) dos plasmas
Controle (C1, C2 e C3) e dos testes de ligagao inespecifica (Anticorpo de captura + anticorpo de
deteccdo + substrato e Anticorpo de deteccao + substrato) utilizando microplaca MAXISORP e

tampbes de bloqueio PBS- leite em p6** 10% e PBS-BSA*2,5% - 32 placa ELISA (20 e

21/novembro/2006).
Diluicoes Leite p6 10% BSA 2,5%
C1 100 0,1798 0,2268
C1 200 0,1938 0,1598
C2 100 0,1938 0,1628
Cc2 200 0,1688 0,1168
C3 100 0,1268 0,0838
C3 200 0,2338 0,0928
C+D+S # 0,4233 0,0953
D+S # 0,2493 0,0573

33 |eite em p6 Molico® Desnatado
3* BSA Sigma® - A345 lote 99F00191 100g



Tabela 34. Valores da Densidade Optica (DO) de duas diluicdes (1/100 e 1/200) dos plasmas
Controle (C1, C2 e C3) e dos testes de ligagao inespecifica (Anticorpo de captura + anticorpo de
deteccao + substrato e Anticorpo de deteccado + substrato) utilizando microplaca MEDSORP e
tampbes de bloqueio PBS- leite em p6* 10% e PBS-BSA®2,5%— 3% placa ELISA (20 e

21/novembro/2006).

Diluicoes Leite p6 10% BSA 2.5%

C1 100 0.2170 0.3900
C1 200 0.1370 0.2890
C2 100 0.1620 0.2240
Cc2 200 0.0790 0.1940
C3 100 0.0580 0.1410
C3 200 0.0480 0.1370
C+D+S # 0.0730 0.2070
D+S # 0.0680 0.1030

Tabela 35. Valores da Relagdo da Densidade Optica (DO) de duas diluices (1/100 e 1/200) dos
plasmas Controle (C1, C2 e C3) sobre a Densidade Optica (DO) do teste de ligagdo inespecifica
(Anticorpo de captura + anticorpo de deteccao + substrato) utilizando microplacas MAXISORP

(PBS-BSA¥2,5%) e MEDSORP (PBS- leite em p6®*10%) - 32 placa ELISA (20 e

21/novembro/2006).
Diluicdo MaxiSorp N!edSorp ]
(PBS-BSA 2,5%) (PBS- leite em p6 10%)
C1/C+D+S 1/100 2,3806 2,9726
C1/C+D+S 1/200 1,6772 1,8767
C2/C+D+S 1/100 1,7087 2,2192
C2/C+D+S 1/200 1,2257 1,0822
C3/C+D+S 1/100 0,8793 0,7945
C3/C+D+S 1/200 0,9738 0,6575

3> Leite em p6 Molico® Desnatado
36 BSA Sigma® - A345 lote 99F00191 100g
37 BSA Sigma® - A345 lote 99F00191 100g
38 Leite em p6 Molico® Desnatado



Tabela 36. Valores da Densidade Optica (DO) de diversas diluicdes (1/100; 1/200; 1/400; 1/800;

1/1600 e 1/3200) do plasma de referéncia (Animal 2) - 42 placa ELISA (27 e 28/novembro/2006).

Animal 2 Diluicdes Densidade Optica (DO)

1/100 0,4765
1/200 0,2525
1/400 0,1260
1/800 0,0870
1/1600 0,0560
1/3200 0,0385

Tabela 37. Valores da Densidade Optica (DO) de uma diluicdo (1/100) dos Animais 4, 5 e 6 — 42

placa ELISA (27 e 28/novembro/2006).

Diluicbes Densidade Optica (DO)

Animal 4 1/100 0,1550
Animal 5 1/100 0,3005
Animal 6 1/100 0,1420

Tabela 38. Valores da Densidade Optica (DO) de uma diluicdo (1/100) dos plasmas Controle (C1,

C2 e C3) — 42 placa ELISA (27 e 28/novembro/2006).

Diluicoes Densidade Optica (DO)

Controle (C1) 1/100 0,0543
Controle (C2) 1/100 0,0473
Controle (C3) 1/100 0,0405

Tabela 39. Valores da Densidade Optica (DO) dos testes de ligacdo inespecifica (Anticorpo de
captura + anticorpo de deteccao + substrato e Anticorpo de deteccao + substrato) — 42 placa

ELISA (27 e 28/novembro/2006).

Diluicoes Densidade Optica (DO)
Cap+D+Sub  semdil. 0,0463
D+Sub sem dil. 0,0240




Tabela 40. Valores da Densidade Optica (DO), Concentragdo FVW (%) e Log:, %Concentracdo FYW
de diversas diluigdes (1/100; 1/200; 1/400; 1/800; 1/1600 e 1/3200) do plasma de referéncia (Animal

2) - 42 placa ELISA (27 e 28/novembro/2006).

Animal 2 Diluicdes Densidade Optica (DO) Conc. FVW (%) Log10 %Conc. FvW

1/100 0,4765 100 2,0000
1/200 0,2525 50 1,6990
1/400 0,1260 25 1,3979
1/800 0,0870 12,5 1,0969
1/1600 0,0560 6,25 0,7959
1/3200 0,0385 3,125 0,4949

Concentracéo (%) = -5.4557+221.5238%

R’ = 0.9987
r=0.9994
Concentracdo (%) = 5.28787exp(6.98647X)
R°=0.8117
160 . . . . . . . . .
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p<0,000002 para Regressao Linear.

Figura 7. Diagrama de dispersdo entre os valores de Densidade Optica (DO) e %Concentragdo de
FVW de diversas diluigbes (1/100; 1/200; 1/400; 1/800; 1/1600 e 1/3200) do plasma de referéncia
(Animal 2, equacao da reta, coeficiente de determinacao (R, coeficiente de correlagéo (r). A linha de

identidade é a linha sélida — 42 placa ELISA (27 e 28/novembro/2006).



Log,y %Concentragao FWWW = 0.7233+3.03427x

R?=0.8117
r=0.9009
Log,g %Concentragao FvWW = 2.5096+1.3654"log10(x)
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Figura 8. Diagrama de dispersdo entre os valores de Densidade Optica (DO) e Logq %Concentragéo
de FvW de diversas diluigdes (1/100; 1/200; 1/400; 1/800; 1/1600 e 1/3200) do plasma de referéncia
(Animal 2), coeficiente de determinagéo (R?), coeficiente de correlagao (r) e equagao da reta. A linha
de identidade ¢ a linha sélida e as linhas pontilhadas sdo o Intervalo de Confianga 95% (IC95) — 42

placa ELISA (27 e 28/novembro/2006).

Tabela 41. Valores do FYW:Ag dos Animais 4, 5 e 6. Substituicdo na equacdo das Figuras 7

(Concentracao (%) = -5,4557+221,5238*x) e 8 (Logy, %Concentracago FvW

2,5096+1,3654*log10(x)) — 42 placa ELISA (27 e 28/novembro/2006). — 42 placa ELISA (27 e

28/novembro/2006).
Animal4 Animal5 Animal 6
FvW:Ag
(%)
Figura 7
(Concentracao (%) = -5.4557+221.5238*x) 28.88 61.11 26.00
Figura 8 25.36 62.61 2250

(Log10 %Concentragdao FYW = 2.5096+1.3654*10g10(x))




Tabela 42. Valores do FvW:Ag dos plasmas Controle (C1, C2 e C3). Substituicdo na equacao das

Figuras 7 (Concentracdo (%) = -5,4557+221,5238*x) e 8 (Logqo

2,5096+1,3654*log10(x)) — 42 placa ELISA (27 e 28/novembro/2006).

%Concentracao FVW =

Controle Controle Controle
(C1) (C2) (C3)
FvW:Ag
(%)
Figura 7
(Concentragio (%) = -5.4557+221.5238*x) 6.56 5.01 352
Figura 8 6.05 5.01 4.06

(Log10 %Concentragdao FVW = 2.5096+1.3654*10og10(x))

Tabela 43. Valores da Densidade Optica (DO), Concentracdo FVW
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Figura 9. Diagrama de dispersdo (valores Tabela 43) entre os valores de Densidade Optica (DO) e
Logio %Concentragéo de FYW de diversas diluigdes (1/100; 1/200; 1/400; 1/800; 1/1600 e 1/3200) do
plasma de referéncia (Animal 2), coeficiente de determinagao (R?), coeficiente de correlagdo (r) e
equacao da reta. A linha de identidade é a linha sélida e as linhas pontilhadas sdo o Intervalo de

Confianga 95% (IC95) — 52 placa ELISA (29 e 30/novembro/2006).



p<0,00006
Figura 10. Diagrama de disperséo (valores Tabela 43) entre os valores de indice ELISA (IE) e Logio
%Concentracao de FvW de diversas diluicbes (1/100; 1/200; 1/400; 1/800; 1/1600 e 1/3200) do
plasma de referéncia (Animal 2), coeficiente de determinagao (R?), coeficiente de correlagdo (r) e
equacao da reta. A linha de identidade € a linha sélida e as linhas pontilhadas sdo o Intervalo de

Confianga 95% (IC95) — 52 placa ELISA (29 e 30/novembro/2006).
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Figura 11. Diagrama de disperséo (valores Tabela 44) entre os valores de Densidade Optica (DO) e
Logio %Concentragéo de FYW de diversas diluigdes (1/100; 1/200; 1/400; 1/800; 1/1600 e 1/3200) do
plasma de referéncia (Animal 2), coeficiente de determinagao (R?), coeficiente de correlagdo (r) e
equacao da reta. A linha de identidade é a linha sélida e as linhas pontilhadas séo o Intervalo de

Confianga 95% (IC95) — 52 placa ELISA (29 e 30/novembro/2006).



log,;% Conc. FWWW = 0.5882+1.414"x
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Figura 12. Diagrama de disperséo (valores Tabela 44) entre os valores de indice ELISA (IE) e Log;o
%Concentracao de FvYW de diversas diluicées (1/100; 1/200; 1/400; 1/800; 1/1600 e 1/3200) do
plasma de referéncia (Animal 2), coeficiente de determinagao (R?), coeficiente de correlagdo (r) e
equacao da reta. A linha de identidade é a linha sélida e as linhas pontilhadas sdo o Intervalo de

Confianga 95% (IC95) — 52 placa ELISA (29 e 30/novembro/2006).



Tabela 45. Valores do FYW:Ag e Intervalo de Confianca 95% (+lC95%) dos Animais 4 e 5.

Substituigdo nas equagdes das Figuras 9 (Log10 %Conc.FvW = 0,185 + 1,0541x), 10 (Log10

%Conc. FYW = 0,4119 + 1,5903x), 11 (Log10 %Conc. FYW = 0,3613 + 1,0541x) e 12 (Log10

%Conc. FYW = 0,5882 + 1,414x) — 52 placa ELISA (29 e 30/novembro/2006).

Animal 4

Animal 5

FvW:Ag (%)

Figura 9

(Log10 %Conc.FvW = 0,185 + 1,0541x)
Figura 10

(Log10 %Conc. FYW = 0,4119 + 1,5903x)
Figura 11

(Log10 %Conc. FYW = 0,3613 + 1,0541x)
Figura 12

(Log10 %Conc. FvW = 0,5882 + 1,414x)

44,85 (35,95-56,00)
44,85 (35,95-56,00)
39,32 (32,22-49,49)

39,32 (32,22-49,49)

104,40 (78,81-138,38)
104,40 (78,81-138,38)
92,93 (71,09-121,53)

92,93 (71,09-121,53)

Tabela 46. Valores do FYW:Ag e Intervalo de Confianga 95% (+1C95%) dos plasmas Controle (C1,

C2 e C3). Substituigdo nas equacdes das Figuras 9 (Log10 %Conc.FYW = 0,185 + 1,0541x), 10

(Log10 %Conc. FYW = 0,4119 + 1,5903x), 11 (Log10 %Conc. FYW = 0,3613 + 1,0541x) e 12

(Log10 %Conc. FYW = 0,5882 + 1,414x) — 52 placa ELISA (29 e 30/novembro/2006).

Controle Controle Controle

(C1)

(C2) (C3)

FvW:Ag (%)

Figura 9 7,42 (5,70- 4,58 (3,31- 3,39 (2,36-

(Log10 %Conc.FvW = 0,185 + 1,0541x) 9,67) 6,34) 4,89)
Figura 10 7,42 (5,70- 4,58 (3,31- 3,39 (2,36-

(Log10 %Conc. FvW = 0,4119 + 1,5903x) 9,67) 6,34) 4,89)
Figura 11 6,60 (5,00- 4,07 (2,90- 3,02 (2,06-

(Log10 %Conc. FYW = 0,3613 + 1,0541x) 8,72) 5,73) 4,42)
Figura 12 6,60 (5,00- 4,07 (2,90- 3,02 (2,06-

(Log10 %Conc. FvW = 0,5882 + 1,414x) 8,72) 5,73) 4,42)




Tabela 47. Valores da Densidade Optica (DO), Concentragdo FVW (%) e Log:, %Concentracdo FYW

de diversas dilui¢gdes (1/100; 1/200; 1/400; 1/800; 1/1600 e 1/3200) do plasma de referéncia (Animal

2) - 62 placa ELISA (10 e 11/dezembro/2006).

Animal 2 Diluicoes

Concentracao (%) DO

Log10%Conc. FvW

1/100
1/200
1/400
1/800
1/1600
1/3200

100 1,7518
50 1,5128
25 1,2323
12,5 0,9593
6,25 0,7230
3,125 0,3998

2,0000
1,6990
1,3979
1,0969
0,7959
0,4949

2.2 .

R°=0.9985
r=0.9992

Logip%Conc. FWWY = 0.0206+1.1189"X
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Tabela 48. Valores da Densidade Optica (DO), Concentragdo FVW (%) e Log:, %Concentracdo FYW
de diversas dilui¢gdes (1/100; 1/200; 1/400; 1/800; 1/1600 e 1/3200) do plasma de referéncia (Animal

2) - 72 placa ELISA (11 e 12/dezembro/20086).

Animal 2 Diluicoes Concentragao (%) DO Log10%Conc. FvW

1/100 100 1,7128 2,0000
1/200 50 1,5793 1,6990
1/400 25 1,2775 1,3979
1/800 12,5 0,9413 1,0969
1/1600 6,25 0,6988 0,7959
1/3200 3,125 0,4151 0,4949

p<0,00003
Figura 14. Diagrama de dispersdo entre os valores de Densidade Optica (DO) e Logio
%Concentracdao de FvW de diversas diluicées (1/100; 1/200; 1/400; 1/800; 1/1600 e 1/3200) do
plasma de referéncia (Animal 2), coeficiente de determinacdo (R®), coeficiente de correlagdo (r) e
equacao da reta. A linha de identidade é a linha sélida e as linhas pontilhadas sdo o Intervalo de

Confianga 95% (IC95) — 72 placa ELISA (11 e 12/dezembro/2006).



Tabela 49. Valores da Densidade Optica (DO), Concentragdo FVW (%) e Log:, %Concentracdo FYW
de diversas dilui¢gdes (1/100; 1/200; 1/400; 1/800; 1/1600 e 1/3200) do plasma de referéncia (Animal

2) - 82 placa ELISA (12 e 13/dezembro/2006).

Animal 2 Diluicbes Concentragao (%) DO Log10%Conc. FvW

1/100 100 1,7530 2,0000
1/200 50 1,6100 1,6990
1/400 25 1,3120 1,3979
1/800 12,5 0,9960 1,0969
1/1600 6,25 0,7100 0,7959

1/3200 3,125 0,4520 0,4949



Tabela 50. Valores da Densidade Optica (DO), Concentragdo FVW (%) e Log:, %Concentracdo FYW
de diversas dilui¢gdes (1/100; 1/200; 1/400; 1/800; 1/1600 e 1/3200) do plasma de referéncia (Animal

2) - 92 placa ELISA (13 e 14/dezembro/2006).

Animal 2 Diluicbes Concentragao (%) DO Log10%Conc. FvW

1/100 100 1,7540 2,0000
1/200 50 1,5625 1,6990
1/400 25 1,2626 1,3979
1/800 12,5 1,0041 1,0969
1/1600 6,25 0,6849 0,7959
1/3200 3,125 0,3850 0,4949

Logp%Conc. FWWY = 0.0529+1.0773"X

R‘=0.9955
r=0.9978
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Figura 16. Diagrama de dispersdo entre os valores de Densidade Optica (DO) e Logio
%Concentracdao de FvW de diversas diluicées (1/100; 1/200; 1/400; 1/800; 1/1600 e 1/3200) do
plasma de referéncia (Animal 2), coeficiente de determinacdo (R®), coeficiente de correlagdo (r) e
equacao da reta. A linha de identidade é a linha sélida e as linhas pontilhadas sdo o Intervalo de

Confianga 95% (IC95) — 92 placa ELISA (13 e 14/dezembro/2006).



Tabela 51. Valores da Densidade Optica (DO), Concentragdo FVW (%) e Log:, %Concentracdo FYW
de diversas diluigdes (1/100; 1/200; 1/400; 1/800; 1/1600 e 1/3200) do plasma de referéncia (Animal

2) - 102 placa ELISA (14 e 15/dezembro/2006).

Animal 2 Diluicbes Concentragao (%) DO Log10%Conc. FvW

1/100 100 1,7860 2,0000
1/200 50 1,6020 1,6990
1/400 25 1,2000 1,3979
1/800 12,5 0,8080 1,0969
1/1600 6,25 0,5380 0,7959
1/3200 3,125 0,3240 0,4949

Log % Conc. FvWW = 0.251+0.9553"X

R‘=0.9878
r=0.9939
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Figura 17. Diagrama de dispersdo entre os valores de Densidade Optica (DO) e Logio
%Concentracdao de FvW de diversas diluicées (1/100; 1/200; 1/400; 1/800; 1/1600 e 1/3200) do
plasma de referéncia (Animal 2), coeficiente de determinacdo (R®), coeficiente de correlagdo (r) e
equacao da reta. A linha de identidade é a linha sélida e as linhas pontilhadas sdo o Intervalo de

Confianga 95% (IC95) — 102 placa ELISA (14 e 15/dezembro/2006).



Tabela 52. Intra- teste. Média, Desvio-padrdao e Coeficiente de variagao (%) (Controle C1, Controle

C2, Controle C3, Animal 4, Animal 5 e Animal 6) - 102 placa ELISA (14 e 15/dezembro/2006).

C1 C2 C3 Animal4 Animal5 Animal 6
A 5,94 4,69 2,43 37,76 108,43 18,12
B 6,31 4,84 2,61 33,30 98,27 20,34
C 6,16 4,71 2,50 34,59 108,38 17,85
D 6,16 4,79 2,58 37,91 103,28 20,12
Média 6,14 4,76 2,53 35,89 104,59 19,11
DP 0,15 0,07 0,08 2,31 4,86 1,30
Ccv 2,45 1,44 3,28 6,43 4,64 6,83

Tabela 53. Inter-teste. Média, Desvio-padrao e Coeficiente de variagao (%) (Controle C1, Controle
C2, Controle C3, Animal 4, Animal 5 e Animal 6) - 6° teste ELISA-10 e 11/dezembro/2006; 7° teste

ELISA-11 e 12/dezembro/2006; 8° teste ELISA-12 e 13/dezembro/2006; 9° teste ELISA-13 e

14/dezembro/2006 e 109 teste ELISA-14 e 15/dezembro/2006.

C1 C2 C3 Animal4 Animal5 Animal 6
62 teste 5,33 3,73 2,81 38,46 111,34 21,47
7° teste 5,75 4,06 2,59 39,79 102,44 21,93
8 teste 5,94 4,13 2,69 34,72 117,67 20,36
9? teste 6,13 4,34 2,91 36,46 105,13 20,68
102 teste 6,20 4,69 2,50 31,69 108,45 19,69
Média 5,87 4,19 2,70 36,22 109,01 20,83
DP 0,35 0,36 0,16 3,19 5,89 0,89
CV 5,93 8,48 6,09 8,79 5,41 4,27

Tabela 54. Valores de absorbancia, média, desvio padrdo e duas vezes desvio padréo do teste de
ligagao inespecifica (Anticorpo de captura + anticorpo de detecg¢édo + substrato) observado em 8 dias

diferentes - 19, 32, 52, 62, 72, 82, 92 e 10° teste ELISA.

Teste Densidade Optica (DO)
12 teste 0,1658
32 teste 0,0953
52 teste 0,2153
62 teste 0,1780
7° teste 0,2180
82 teste 0,1565
92 teste 0,2330
102 teste 0,1080
Média 0,1712
DP 0,0507

2xDP 0,1014




Tabela 55. Limite de detecgao do método. Valor médio e individual da substituicdo do valor de duas
vezes desvio padrao do teste de ligagao inespecifica (Anticorpo de captura + anticorpo de detecgao +
substrato) observado em 8 dias diferentes e substituido em diferentes equagdes (Figuras 2, 4, 5, 6, 9,

11,13, 14, 15,16 e 17).

Substituicdo FvW:Ag (%)

Figura 2 2,56
Figura 4 3,31
Figura 5 0,93
Figura 6 1,08
Figura 9 1,96
Figura 11 2,94
Figura 13 1,36
Figura 14 1,39
Figura 15 1,28
Figura 16 1,45
_Figura 17 2,23
Média 1,86

Tabela 56. Valores individuais, média e desvio padrao do Coeficiente de determinagao (Rz) e do

Coeficiente de correlagdo observado em 8 dias diferentes - 12, 22, 52, 62, 72, 82, 92 e 10° teste ELISA.

Teste R? r
12 teste 0.9807 0.9903
2° teste 0.9876 0.9938
52 teste 0.9878 0.9939
62 teste 0.9985 0.9992
7° teste 0.9909 0.9954
82 teste 0.9922 0.9961
92 teste 0.9955 0.9978
102 teste 0.9878 0.9939
Média 0.9901 0.9951

DP 0.0055 0.0027




6. DISCUSSAO
6.1 Tempo de sangria da mucosa oral (TSMO)

Para a realizagcdo do TSMO os animais foram posicionados em decubito
lateral ou esternal. Primeiramente tentou-se realizar o teste com o animal em
decubito lateral e os animais que nao aceitavam esta posicdo passavam para o
decubito esternal. O labio foi evertido manualmente e uma incisdo (perpendicular a
margem do |4bio) foi realizada com auxilio de uma lanceta. O sangue era absorvido

com um papel filtro, sempre abaixo da localizagcao d



agentes anestésicos (Ueda, 1971; McKenzie et. al., 1972) ou por efeitos dos
medicamentos pré-anestésicos na funcao vascular ou plaquetaria (Packham &
Mustard, 1980). Segundo Jergens et. al. (1987) em 85% dos animais de seu
experimento o TSMO foi realizado em decubito lateral sem a necessidade de
sedacgao ou anestesia, sendo que 0s animais aceitaram a posicao e ndo mostraram
sinais de desconforto ou dor e com isso chegou-se a conclusédo de que a contengéo
guimica pode ndo ser necessaria para a avaliacao do TSMO.

O valor médio do numero de plaquetas para caes aparentemente saudaveis,
sem histérico de sangramento prévio e sem sinais de disturbios hemostaticos foi de
333.122,81+134.803,44 plaquetas por microlitro de sangue. Segundo Jergens et. al.
(1987) o TSMO pode estar aumentado em caes com marcada trombocitopenia
(<20.000 plaquetas/uL sangue).

Relatos anteriores de diversos autores mostram valores entre 72 e 294
segundos para TS da pele, realizados em varios locais, em cées saudaveis (Myers &
Pierce, 1972; Dodds, 1975; Bouma et. al., 1976; Thomas et. al., 1979; Hayashi et.
al., 1984).

O valor médio do TSMO para céaes aparentemente saudaveis, sem histérico
de sangramento prévio e sem sinais de disturbios hemostaticos encontrado neste
estudo foi de 81,82+42,33 segundos (30 a 195 segundos), sendo que outros autores
encontraram valores levemente maiores, 84 a 216 segundos (Brooks & Catalfamo,
1993); 70 a 258 segundos (Forsythe & Willis, 1989); 114+30 segundos — 54 a 156
segundos (Brassard & Meyers, 1991); 157,2+29,4 segundos — 101 a 249 segundos
(Jergens et. al., 1987); 129,5+44,2 segundos — 53 a 247 segundos (Sato et. al.,

2000).



O valor médio do TSMO para caes machos e fémeas, aparentemente
saudaveis, sem histérico de sangramento prévio e sem sinais de disturbios
hemostaticos encontrado neste estudo foi respectivamente 78,77+37,97 segundos
(38 a 154 segundos) e 84,39+46,13 segundos (30 a 195 segundos), sem diferengas
significativas entre valores de TSMO de machos e fémeas. Jergens et. al. (1987) em
seu estudo encontrou valores similares entre machos (160,2+25,2 segundos) e
fémeas (156,6+30,6 segundos), porém com valores maiores quando comparados
aos deste estudo.

Animais com doengcas ndo comumente associadas a hemostasia primaria
tiveram 196,8+94,8 segundos de TSMO (Jergens et. al., 1987).

O valor médio do TSMO para caes aparentemente saudaveis, com histérico
de sangramento prévio e sem sinais de disturbios hemostaticos encontrado neste
estudo foi 80,29+33,7 segundos (50 a 150 segundos), sem diferenca significativa
quando comparado com o grupo de caes aparentemente saudaveis, sem historico
de sangramento prévio e sem sinais de disturbios hemostéaticos. Jergens et. al.
(1987) encontrou um valor de TSMO de 180+72 segundos para um grupo de caes
sem histérico de sangramento exagerado durante a cirurgia e um valor maior, com
diferenga estatisticamente significativa, de 553,2+381,6 para outro grupo com
histérico de sangramento leve e marcadamente maior que o esperado durante a
cirurgia.

O valor médio do TSMO para caes aparentemente saudaveis, da racga
Dobermann, sem histérico de sangramento prévio e sem sinais de disturbios
hemostéaticos encontrado neste estudo foi 108,57+44,33 segundos (65 a 187

segundos), sem diferenca significativa quando comparado com o grupo de caes



aparentemente saudaveis, sem histérico de sangramento prévio e sem sinais de
disturbios hemostaticos.

Os animais 1 e 4 tiveram 48% e 62% respectivamente de FYW:Ag. Embora
esses valores estejam abaixo dos valores de referéncia (70 a 180% de FYW:Ag -
Secao de Coagulacdo Comparada — Laboratério de Diagnostico do Colégio de
Medicina Veterinaria da Universidade de Cornell — Ithaca/NY), caracterizando estes
animais como portadores da DvW, n&o se encontrou um aumento no TSMO. Eles
apresentaram 142 e 119 segundos respectivamente para o TSMO. Segundo
Jergens et. al. (1987) os sete Dobermanns utilizados em seu estudo tinham DvW (9
a 18% FvW:Ag), sendo que estes animais apresentaram um prolongamento do
TSMO acima dos valores de referéncia (643,8+220,8 segundos — 369 a 1087
segundos) com aumento significativo quando comparado aos caes sem DvW.

Segundo Brooks & Catalfamo (1993) os cinco Dobermanns com tipo 1 da
DvW tiveram um aumento significativo do TSMO (330 a 720 segundos) quando
comparados aos caes controle e os animais com tipo 2 ou 3 da DvW tiveram
sangramento persistente (>15 minutos). Este autor afirma ainda que existiu uma
correlacao negativa (r= - 0,7) entre FYW:Ag e o TSMO dos animais com o tipo 1 da
DvW. lIsto ndo ocorreu no presente estudo, uma vez que os dois animais com
diminuicdo dos valores do FYW:Ag ndo tiveram um aumento acima dos valores de
referéncia no TSMO.

A relacdo entre TSMO e FYW:Ag em 61 Greyhounds foi considerada nao
estatisticamente significativa (p = 0,17 e r = - 0,18), ou seja, ndo se encontrou
correlagdo entre TSMO e FYW:Ag. Em 5 cdes com FVW:Ag<50% tiveram TSMO
médio menor que 234 segundos e o cdo com menor FYW:Ag (29%) teve um TSMO

de 218 segundos. Segundo o autor esta disparidade entre Greyhounds e



Dobermanns pode ocorrer por uma diferenca na estrutura multimérica do FYW dos
Greyhounds, ou seja, Greyhounds com uma baixa concentracao plasmatica do FvW
podem ter uma concentracdo maior de multimeros de alto peso molecular quando
comparados aos Dobermanns (Sato et. al., 2000).

Segundo Brassard & Meyers (1991) o TSMO médio em cdes com DvW esta
mais de trés vezes acima dos valores encontrados para caes livres da DvW, sendo
que este achado também foi encontrado para o TS em cées (Dodds, 1975; Bouma
et. al., 1976; Jergens et. al. 1987) e em humanos (Zimmerman & Ruggeri, 1982).

Segundo Brassard & Meyers (1991) e Brooks & Catalfamo (1993) quando
ocorre um prolongamento do TSMO acima de dois desvios padrdo da média dos
caes controle, esse aumento pode ser considerado sensivel e especifico para
defeitos de hemostasia primaria e também na reducao da adesao plaguetaria como
conseqUéncia da deficiéncia do FVW, sendo que isto também nao ocorreu no
presente estudo, pois a DvW €& uma alteragdo de hemostasia primaria e os dois
animais com DvW nado apresentaram aumento do TSMO, mostrando que a
sensibilidade do teste ndo foi muito alta.

O TSMO foi realizado em momento Unico durante este experimento. Segundo
Sato et. al. (2000) a repetibilidade é um dos aspectos mais importante na
confiabilidade de um teste, sendo que em seu estudo, quando se avaliou TSMO,
encontrou-se uma repetibilidade intra-observador (mesmo observador) de + 113
segundos e uma repetibilidade inter-observador (dois observadores diferentes) de +
126 segundos. Sato et. al. (2000) afirma ainda que em 95% das ocasides quaisquer
duas observagdes do TSMO em um mesmo cao podem diferir em + 2 minutos, seja
com um Unico observador ou com dois observadores diferentes. Se apenas uma

leitura for realizada, a acuréacia obtida é de + 80 segundos.



A nao utilizacdo de uma gaze para fixar o labio evertido pode ter interferido
com a nao obtencdo de valores aumentados de TSMO para os dois caes com
diminuicdo do FYW:Ag (< 70%). Segundo Jergens et. al. (1987) e Sato et. al. (2000)
a tira de gaze que mantinha o labio evertido servia também para causar um retardo
no retorno venoso, levando a um engurgitamento moderado dos vasos sanguineos
superficiais da mucosa.

A falta de um aparelho (padronizacao de profundidade, extensdo e pressao
da incisdo) para realizacdo da incisdo (Simplate 1I® ou Surgicutt®) pode ter
influenciado a nao obtencdo de valores aumentados de TSMO para os dois caes
com FVW:Ag < 70%, apesar de Polzin et. al., 1984 terem usado uma lanceta para
determinagdo do TSMO em cées aparentemente saudaveis e encontraram valores
de 132+30 segundos, 0s quais sdo similares aos encontrados pelos demais autores
e levemente maiores quando comparados aos encontrados neste estudo.

O TSMO nao se mostrou um teste com alta sensibilidade para deteccdo de
animais com DvW. Segundo Sato et. al. (2000) o TSMO pode nédo ser sensivel o
suficiente para detectar leves redugdes na atividade do FvW plasmatico,
principalmente quando a fungédo plaquetaria € adequada. Um estudo realizado em
Medicina humana com pacientes aparentemente saudaveis mostrou que o TS foi
significativamente influenciado pela concentracdo do FYW plaquetario, mas nao pela
concentracao do FvW plasmatico (Rodeghiero et. al., 1992).

Os multimeros de ultra alto peso molecular do FYW foram encontrados
somente em plaquetas na espécie humana (Gralnick et. al., 1986) e em caes (Parker
et. al., 1991). Os multimeros de ultra alto peso molecular do FYW encontrados nas
plaquetas sdo mais ativos que os multimeros do FYW encontrados no plasma. Estas

observacoes indicam que o FYW plaquetario em seres humanos realiza uma melhor



funcdo na determinacdo do TS em pacientes aparentemente saudaveis e em
pacientes com o tipo 1 da DvW, quando comparado ao FvW plasmatico (Sato et. al.,
2000), sendo que é improvavel que o FYW plaquetario canino realize uma melhor
funcdo na determinacdo do TS, pois o FVW plaquetario canino corresponde a
apenas 3% do FvW total circulante (Parker et. al., 1991).

Por todos estes motivos o TSMO realizado conforme Marks, 2000 modificado
nao pode ser considerado como teste padrao para diagnéstico de cades com Doencga

de von Willebrand.

6.2 Agregacao plaquetaria induzida pela ristocetina (RIPA)

O primeiro passo para a realizacao da Agregacao plaquetaria induzida pela
Ristocetina (RIPA) foi a obtencdo do plasma rico em plaquetas (PRP). Realizaram-
se diversos testes de velocidades e tempos de centrifugacdo, sendo que a
velocidade de 500rpm pelo tempo de 20 minutos foi a melhor escolha para obtengéo
do PRP, pois nesta velocidade e por este periodo de tempo, conseguia-se a
obtencao do PRP na maioria dos animais.

Foram testadas varias concentragdes de ristocetina (1,5; 1,0; 0,5; 0,25; 0,125;
0,0625; 0,03125; 0,015625mg/mL), sendo que os melhores resultados médios
obtidos foram com concentracdes de 0,03125; 0,125; 0,25, 0,5mg/mL de ristocetina
respectivamente, contrariando Dodds (1970) que observou que sdo necessarias
altas concentragdes de ristocetina para induzir agregacao plaguetaria no plasma rico
em plaquetas (PRP) canino, sendo que estas altas concentracbes também
produzem precipitacdo de proteinas plasmaticas, mascarando a agregacao

plagquetaria.



As possiveis interferéncias técnicas decorrentes da manipulacdo das
amostras, dos equipamentos e/ou dos reagentes foi descartada pela efetividade na
agregacao de amostras de PRPs humanos, cujos resultados ultrapassaram os 85%
de agregacéo.

Observando-se as cubetas apds o término do teste constatou-se que ocorria
agregacao, porem de maneira diferente da agregacao ocorrida no PRP humano. No
PRP humano o plasma ficava limpido apds a agregagao e notava-se um pequeno
grumo no fundo da cubeta (plaquetas agregadas, que com o peso afundavam), ja no
PRP canino formavam-se varios grumos de tamanho inferior ao formado no PRP
humano, sendo que esses grumos ficavam em suspensao nao tendo peso suficiente
para afundar. Este fato pode ter contribuido para os baixos valores de agregacao
encontrados em animais livres da DvW.

Diversos autores relatam a resisténcia a agregagcdo com a utilizacdo da
ristocetina em varias espécies animais (De Gaetano et. al., 1975; Brinkhous et. al.,
1977; Johnson et. al., 1979; Rosborough et. al., 1980; Leis et. al., 1980). Em
condic¢des experimentais o FYW bovino, suino e canino (Olson et. al., 1975), além do
FYW murino (De Gaetano et. al., 1975) ndo sustentam a agregacao plaquetaria
induzida pela ristocetina em plaquetas homélogas frescas; o FYW equino e canino
falham em sustentar a aglutinacao plaquetaria em plaquetas homologas lavadas e
fixadas (Brinkhous et. al., 1977). Porém, outros experimentos afirmam que o FVvW
suino (Bowie et. al. 1975), bovino (Kalogjera & Owen, 1978) e canino (Leis et. al.,
1980) podem sustentar agregacao plaquetaria induzida pela ristocetina em
plaquetas homadlogas frescas.

As proteinas plasmaticas tem um efeito inibitério muito grande sobre o FYW

canino (Johnson et. al., 1979; Leis et. al.,, 1980). Segundo Leis et. al. (1980) a



extensdo da inibicdo da agregacao pelas proteinas plasmaticas € maior no
agregbmetro do que no sistema do tubo inclinado (observacao macroscopica), pois
ocorre formagao de agregados plaquetarios marcadamente menores.

Neste estudo a concentracdo de 1,5mg/mL de ristocetina ndo promoveu
qualquer agregacao plaquetéria. Segundo Johnson et. al. (1981) a ristocetina, na
concentracao de 1,5mg/mL, causou agregacao no PRP humano, porém falhou na
agregacdo de PRP de cdes normais e de cdes com DvW. J4 o polibrene e a
botrocetina realizaram agregagdes tanto no PRP humano, quanto no PRP de caes
normais, falhando apenas na agregacao do PRP de caes com DvW.

Segundo Johnson et. al. (1981) a ristocetina na concentracdo de 1mg/mL
induziu aglutinacdo de plaquetas humanas lavadas e fixadas na presenca de FVvW
(plasma) humano e canino, ja as plaquetas caninas lavadas e fixadas, para a
mesma concentracao de ristocetina, ndo aglutinaram para nenhum dos dois tipos de
FYW (humano e canino), sendo que esta aglutinacdo s6 ocorreu quando se
aumentou a concentracao de ristocetina para 2mg/mL e usou-se FYW canino. Isto
mostra que, segundo Johnson et. al. (1981), concentracdes mais altas de ristocetina
foram capazes de aglutinar plaquetas caninas, na presenca de FvW canino,
contrariando o que foi encontrado neste estudo, pois com menores concentragoes
de ristocetina conseguiu-se melhores resultados de agregacdo. O mesmo acontece
com o PRP de ratos que tem se mostrado refratario a altas concentracées de
ristocetina (De Gaetano et. al., 1975).

A auséncia de agregacao induzida pela ristocetina no PRP canino corrobora
com os achados de Brinkhous et. al. (1977); Johnson et. al. (1979) que observaram
que o plasma canino ndo sustenta a aglutinacdo induzida pela ristocetina em

plaquetas caninas lavadas e fixadas, e também com os achados de Mischke &



Schulze (2004), que nao observaram agregacdo quantitativa no PRP de caes
normais utilizando diversas concentracdes de ristocetina (10; 5,0; 2,5 e 1,0mg/mL).
Os testes de agregacao conduzidos por Leis et. al. (1980) foram realizados em 2
sistemas: mensuracao turbidimétrica da agregagcdo plaquetaria (Agregbmetro) e
mensuracdo da agregacdo plaquetaria por avaliagdo macroscopica do tubo
inclinado. Leis et. al. (1980) ndo observaram agregagao com a utilizacdo de PRP de
8 caes normais, na presenga de ristocetina (1,2mg/mL), porém quando se testou
PRP humano e plaquetas filtradas por gel (humanas ou caninas), na presenca de
igual concentracdo de ristocetina, obteve-se forte agregacao. Isto ocorre
provavelmente devido a inibicdo causada pelas proteinas plasmaticas (Baugh et. al.,
1975; Stibbe & Kirby, 1976), as quais sdo separadas das plaquetas pela filtracao por
gel (Leis et. al., 1980). A albumina é a maior, porém nao necessariamente a Unica,
contribuidora para este efeito inibitério das proteinas plasmaticas e quando se
encontra em concentragdes menores que as fisiolégicas (Barsanti et. al., 1977) tém
a caracteristica de inibir a agregacao das plaquetas caninas filtradas por gel induzida
pela ristocetina. A agregagcdo das plaquetas humanas filtradas por gel ndo sofre
inibicdo por quantidades equivalentes de albumina (Leis et. al., 1980).

As plaquetas frescas e lavadas se comportam como as plaquetas filtradas por
gel (Leis et. al., 1980). Segundo Johnson et. al. (1981) plaquetas humanas frescas e
lavadas sofreram agregacéao induzida pela ristocetina na presenca de FYvW humano
e canino, enquanto plaquetas caninas frescas e lavadas sé sofrem agregacao
induzida pela ristocetina na presenca de FvW canino.

Os resultados deste estudo variaram quando se testou dois caes livres da
DvW (Animal 2 e Animal 3), sendo que o Animal 2 teve sempre melhores resultados

de RIPA quando comparado ao Animal 3. O melhor resultado individual (Animal 2)



foi conseguido com a concentracdo de 0,25mg/mL de ristocetina (23%). Nao se
conseguiu uma repetibilidade quando se testou o0 mesmo animal diversas vezes.
Segundo Mischke & Schulze (2004) a ristocetina ndo € uma substancia adequada
para o estudo “in vitro” da agregacao das plaquetas caninas (PRP). As plaquetas
caninas sao menos responsivas a ristocetina quando comparadas as plaquetas
humanas (Leis et. al., 1980; Soloviev et. al., 1999).

As diferentes respostas para agregacao plaquetéria de 4 espécies animais a
diversos tipos de agonistas podem ocorrer devido a diferengas estruturais (incluindo
composicao da membrana plaquetaria e presenca de receptores especificos para os
agonistas) ou ativacéo por distintas vias sinalizadoras pelo agonista (Pelagalli, et. al.,
2002).

A botrocetina exibe bons resultados na aglutinacdo plaquetaria quando é
testada em plasmas humanos (sensiveis a ristocetina) e também em plasmas
caninos (resistentes a ristocetina) (Read et. al., 1983).

Existe uma especificidade da botrocetina para o FYW, sendo que existe falta
de reatividade com plasmas de pacientes com DvW (humanos e caninos) (Read et.
al., 1978; Brinkhous et. al., 1981; Johnson et. al., 1981).

A partir de 1980, com a introdugédo do agregébmetro por impedancia, ja se
pode realizar o estudo da funcao plaquetaria no sangue total, sem a necessidade de
centrifugacdo ou contagens celulares. Por esta técnica a populacdo total de
plaguetas é avaliada, sendo preferivel a avaliagdo da populacdo plaquetaria menos
densa (PRP) (Reis et. al., 1986; Baliakina et. al., 1994; Heath et. al., 1994; Anfossi
et. al.,, 1995; Wallen et. al., 1997). Segundo Soloiev et. al. (1999) 36,8% da
populacdo canina testada, em seu estudo, sofreu agregacao plaquetaria induzida

pela ristocetina (1mg/mL).



Apesar de diversos autores afirmarem que nao é possivel a realizacdo da
RIPA em PRPs caninos, optou-se por tentar esta técnica e obteve-se resultados
melhores do que os esperados, 0 que mostra que ainda se necessitam de estudos
com relacdo a RIPA em céaes, além de se tentar a agregacdo com o uso da
botrocetina e também a agregacdo do sangue total. Apesar desses resultados
melhores que o esperado, a RIPA ndo pode ser considerada como teste padrao para

diagnostico de caes com Doenga de von Willebrand.

6.3 Antigeno do Fator von Willebrand (FYW:Ag) — ELISA

As vantagens do ELISA sao: simplicidade técnica na realizagdo do teste,
baixo custo, sensibilidade satisfatdria, acuracia e possibilidade de se testar grandes
quantidades de plasma de uma sé vez (Slappendel et. al., 1992).

Para a realizacdo do teste utilizou-se anticorpo espécie especifico,
concordando com Slappendel et. al. (1992). O uso de anticorpos espécie especifico
€ obrigatério para uma identificagdo acurada, especialmente em baixas
concentracoes de FYW:Ag (Benson et. al., 1983), porém Johnstone & Crane (1991)
comprovaram que anticorpos anti FYW humano sdo eficazes na determinagdo do
FVW:Ag canino.

Os volumes aplicados na placa, o tempo e a temperatura de incubacao
variaram, quando comparados aos demais autores, porém se seguiu as
recomendacdes do fabricante do anticorpo com algumas alteracdes.

O cromégeno utilizado foi o TMB (3,3',5,5' tetrametilbenzidine). Segundo
Porstmann & Kiessig (1992) a utilizagcdo do o-phenylenediamine (OPD) como
cromdgeno tem mostrado baixo limite de deteccdo em métodos colorimétricos. O

TMB nao é mutagénico, nem carcinogénico (Bos et. al., 1981; Goka & Farthing,



1987) e mais sensivel que o OPD na deteccdo do HRP (Horseradish peroxidase)
(Porstmann & Kiessig, 1992; Goka & Farthing, 1987), entretanto ele é pouco soluvel
e se decompde rapidamente em solugdo aquosa (Frey et. al., 2000), sendo estavel
por poucas semanas (Gallati & Pracht, 1985) devido a mudancga de cor e perda do
principio ativo (Goka & Farthing, 1987). Segundo Bos et. al. (1981) o rendimento de
cor proporcionado pelo TMB é superior ao obtido pelo OPD. O OPD é fotossensivel
(Voller et. al., 1979).

O pH da solugao cromogeno e substrato foi de 6,0 devido ao Tampao Citrato
Acetato. O pH 6timo para ocorrer a reacao de oxidacdao do TMB varia de 5,5 a 6,0

(Bos et. al., 1981)

6.3.1 Primeiro ELISA

O primeiro teste ELISA foi realizado nos dias 1° e 2 de agosto de 2006.
Utilizou-se a microplaca MaxiSorp®, o bloqueio da placa foi realizado com PBS-BSA
1% e o diluente da amostras e do anticorpo de detecgéo foi o HBS-BSA 1% T20.

Neste teste ocorreu identificagcdo do FVYW pelos anticorpos envolvidos, isto
pode ser demonstrado pelo fato da Densidade Optica (DO) do plasma de referéncia
ter variado de maneira proporcional a diluicdo utilizada (Tabela 19).

A curva padrao para determinacdo do FvW:Ag foi construida por diluicdes
seriais do plasma de referéncia (Animal 2). Foi confeccionado um diagrama de
dispersdo entre DO e Concentragdo do FVYW (%),que se comportou de maneira

exponencial (Figura 1). Apés a transformacédo da Concentracdo do FYW em Logqo



A variacdo dos valores foi bem explicada pelo modelo linear (R? = 0,9807). A
correlacao entre DO e Logio %Concentracdo do FvW foi fortissima (r = 0,9903) e
todos os pontos se encontraram dentro do Intervalo de Confianga 95% (IC95),
mostrando que o teste se comportou de maneira confidvel para detec¢cao do FYW:Ag
em caes.

Quando o diagrama de dispersao entre DO e Log1y %Concentracédo do FVW
foi construido sem a diluicdo 1/3200 do plasma de referéncia, conseguiu-se melhorar
o coeficiente de determinacdo (R?) e o coeficiente de variagdo (r), para 0,9985 e
0,9993 respectivamente (Figura 4).

Foram testados 3 animais (Animal 7, Animal 8 e Animal 9), todos sem
histérico de sangramento prévio e sem sinais de disturbios hemostaticos, os quais
tiveram FvW:Ag dentro do intervalo de normalidade (Tabela 24). Os valores de
FVYW:Ag encontrados para esses animais ndao mostraram variacdo quando se
utilizaram os dois modelos de regressao linear (Figuras 2 e 4). Este fato pode ser
demonstrado pelo +IC95. Os intervalos de +IC95 conseguidos através da equagao
da Figura 4 estdo sempre contidos nos intervalos de +IC95 conseguidos pela
equacao da Figura 2 (Tabela 24). Com isso pode-se afirmar que nao existiu
diferenca significativa entre os dois modelos de regressao linear.

Os valores encontrados para os controles negativos (Tabela 25) mostraram
que mesmo soro ou crioprecipitado pobre contém FvW. O soro possui menores
quantidades de FvW quando comparado ao criopobre, sendo que os valores
encontrados para o criopobre (acima de 100%) se devem ao fato do teste ser
comparativo e também de que o doador do criopobre era outro animal, que
provavelmente possuia valores de FYW:Ag bem maiores do que os do plasma de

referéncia (Animal 2).



Os testes de ligacao inespecifica foram realizados para se certificar de que o
método era realmente seguro para o diagnostico da DVW em caes. O valor médio
encontrado para a DO do substrato (branco) foi 0,0502. O valor da DO do branco foi
inferior as DOs encontradas para Antigeno + substrato, Antigeno + Anticorpo de
deteccédo + substrato, Anticorpo de captura + substrato e Anticorpo de detecgdo +
substrato, sendo superior apenas a DO do Anticorpo de captura + anticorpo de
deteccéao + substrato (Tabela 21).

Os testes de Antigeno + substrato e Anticorpo de captura + substrato sao
realizados para detectar a presenca de alguma peroxidase endbégena que pode estar
alterando o valor da DO.

Os testes de Antigeno + Anticorpo de deteccdo + substrato e Anticorpo de
deteccao + substrato sao realizados para testar se o bloqueio da placa foi realizado
de maneira consistente.

O teste de Anticorpo de captura + anticorpo de detecgdo + substrato é
realizado para se descartar alguma ligagao inespecifica entre anticorpo de captura e
anticorpo de deteccgéao.

Pode ter ocorrido algum tipo de ligagdo inespecifica (valor levemente
aumentado do teste de anticorpo de captura + anticorpo de deteccao + substrato) e
talvez o bloqueio nao esteja apropriado, pois os valores encontrados para Antigeno
+ Anticorpo de deteccao + substrato e Anticorpo de deteccao + substrato estdo mais
proximos do branco do que os outros testes (Antigeno + substrato e Anticorpo de
captura + substrato). Devido aos valores encontrados, ainda existe a necessidade de
se testar o bloqueio da placa e também a possivel ligagdo inespecifica que pode

estar ocorrendo.



6.3.2 Segundo ELISA

O segundo teste ELISA foi realizado nos dias 7 € 8 de novembro de 2006.
Utilizou-se a microplaca MaxiSorp®, o bloqueio da placa foi realizado com PBS-BSA
1% e o diluente da amostras e do anticorpo de detecgéo foi 0 HBS-BSA 1% T20.

Como no primeiro teste ELISA, encontraram-se oOtimos valores para
coeficiente de determinacdo (R? = 0,9876) e o coeficiente de variagdo (r = 0,9938)
(Figura 5).

Quando o diagrama de dispersao entre DO e Logio %Concentracdo do FvW
foi construido sem a diluigdo 1/100, conseguiu-se melhorar o coeficiente de
determinacdo (R® e o coeficiente de variagdo (r), para 0,9986 e 0,9993
respectivamente (Figura 6).

Foram testados 2 animais (Animal 4 e Animal 5), ambos sem histérico de
sangramento prévio e sem sinais de distarbios hemostaticos. Os dois animais
testados ja possuiam valores para FYW:Ag (62 e 195%,respectivamente) realizados
na Universidade de Cornell. Os valores sdo mostrados na Tabela 31. Foram
testados também 3 plasmas controle (C1=tipo 1 da DvW; C2=tipo 2 DvW; C3=tipo 3
DvW) com concentragdo conhecida do FvW:Ag (11+0,25, 9+0,2 e 0%,
respectivamente). Os valores obtidos para FvW:Ag no presente estudo sao
mostrados na Tabela 32.

Nos dois modelos de regresséo linear utilizados (Figuras 5 e 6) nao ocorreram
variagdes para os valores encontrados para os animais 4 e 5 (tabela 31), e também
para os plasmas controle (C1, C2 e C3) (Tabela 32).

A diferenca observada entre os valores do FvW:Ag encontrados na
Universidade de Cornell e os encontrados no presente estudo podem ser explicados

pela diferenca no plasma de referéncia, sendo que em Cornell se utiliza um pool de



plasmas de animais aparentemente saudaveis € no presente estudo se optou por
utilizar apenas 1 animal (Animal 2). A opcao de escolher apenas 1 animal foi
preferida, pois ja se conhecia previamente a concentragcdo do FYW:Ag do Animal 2,
sendo que se um pool fosse realizado ndo se poderia afirmar, com certeza, que
todos os animais envolvidos apresentariam valores normais de FvW:Ag. Essa
diferenca observada n&o alterou o diagnostico final.

Foram realizados 2 testes de ligacédo inespecifica Anticorpo de captura +
anticorpo de detecgéo + substrato e Anticorpo de deteccdo + substrato para testar a
ligacdo inespecifica anticorpo de captura-anticorpo de deteccdo e o bloqueio da
placa respectivamente (Tabela 29). Encontraram-se valores relativamente altos para
estes testes e por este motivo optou-se por testar outro tipo de microplaca
(MedSorp®) e também outros bloqueadores (PBS-BSA 2,5% e PBS-Leite em pd
10%). Nas solucdes bloqueadoras a concentracao de BSA foi aumentada para 2,5%
para tentar aumentar a saturagcao de proteina estranha ao sistema e testou-se o leite
em po como outra fonte protéica. Segundo Slappendel et. al. (1992) existe uma
imunoreatividade heteréloga especifica de amostras caninas contra albumina e

outras proteinas séricas de muitas especies.

6.3.3 Terceiro ELISA

O terceiro teste ELISA foi realizado nos dias 20 e 21 de novembro de 2006.
Utilizaram-se dois tipos de microplaca (MaxiSorp e MedSorp), em cada uma
testaram-se dois tipos de bloqueadores PBS-BSA 2,5% e PBS-Leite em p6 10%.
Quando se utilizou o0 PBS-BSA 2,5% como bloqueador o diluente da amostras e do
anticorpo de deteccgao foi 0o HBS-BSA 2,5% T20, ja quando se utilizou PBS-Leite em
pd 10% como bloqueador o diluente da amostras e do anticorpo de detecgao foi o

HBS- Leite em pd 10% T20.



Foram testados os plasmas controle (C1; C2; C3) e testes de ligacao
inespecifica Anticorpo de captura + anticorpo de deteccao + substrato e Anticorpo de
deteccao + substrato. Esses valores sdo mostrados na Tabela 33 para MaxiSorp e
na Tabela 34 para MedSorp

Os menores valores para DO dos testes de ligagao inespecifica foram
encontrados na placa MaxiSorp, quando se utilizou PBS-BSA 2,5% como
blogueador e na placa MedSorp, quando se utilizou PBS- leite em p6 10% como
blogueador (Tabela 33 e 34).

Foi realizada uma relacdo entre as DOs dos plasmas controle (C1; C2; C3) e
a DO do teste de ligacao inespecifica (Anticorpo de captura + anticorpo de deteccao
+ substrato) para a placa MaxiSorp (PBS-BSA 2,5%) e MedSorp (PBS- leite em p6
10%) (Tabela 35). Com a relagdo puderam-se comparar as duas placas e chegar
aquela que apresentava a menor interferéncia da ligacao inespecifica, ou seja, os
maiores valores dessa relagdo mostram os menores valores da DO do Anticorpo de
captura + anticorpo de detecgao + substrato, a ndo ser que a DO do numerador seja
maior que a DO do denominador. A menor interferéncia foi identificada na placa

MedSorp com a utilizacao de PBS- leite em p6 10% como bloqueador.

6.3.4 Quarto ELISA

O quarto teste ELISA foi realizado nos dias 27 e 28 de novembro de 2006.
Utilizou-se a microplaca MedSorp®, o bloqueio da placa foi realizado com PBS- leite
em pd 10% e o diluente das amostras e do anticorpo de deteccao foi o HBS- leite em
p6 10% T20.

Os valores de DO dos testes de ligacao inespecifica foram baixos, nao

causando interferéncia (Tabela 39).



Este ELISA se comportou de maneira totalmente diferente da esperada.
Quando foi confeccionado um diagrama de dispersao entre DO e Concentracao do
FVW (%), se esperava uma tendéncia exponencial, porém esta foi linear (Figura 7).
Apoés a transformagéo da Concentragdo do FYW em Log1o %Concentragdo do FVW a
curva de regressao se comportou de maneira logaritimica, e n&o linear (Figura 8).

Foram testados 3 animais (Animal 4, Animal 5 e Animal 6), todos sem
histérico de sangramento prévio e sem sinais de disturbios hemostaticos. Os valores
do FVW:Ag sdo mostrados na Tabela 41. Foram testados também 3 plasmas
controle (C1; C2; C3). Esses valores sao mostrados na Tabela 42.

Ocorreu uma diferenga entre os valores do FYW:Ag (Animal 4 e Animal 5)
encontrados na Universidade de Cornell e os encontrados no presente estudo. Essa
diferenca alteraria o diagnéstico final, principalmente no Animal 5, que passaria de
normal pelos valores encontrados na Universidade de Cornell (195%) para suspeito
ou doente pelos valores encontrados neste estudo (61,11 a 62,61%). Por todos
estes motivos a placa MedSorp com PBS- leite em pd 10% néo foi confiavel para o

diagnostico da DvW.

6.3.5 Quinto ELISA

O quinto teste ELISA foi realizado nos dias 29 e 30 de novembro de 2006.
Utilizou-se a microplaca MaxiSorp®, o bloqueio da placa foi realizado com PBS-BSA
2,5% e o diluente das amostras e do anticorpo de deteccao foi o HBS- BSA 2,5%
T20.

Encontraram-se 6timos valores para coeficiente de determinacdo (R®? =
0,9878) e o coeficiente de variagao (r = 0,9939) (Figura 9, 10, 11 e 12).

Foram realizados dois diagramas de dispersao, por subtracdo do valor médio

encontrado para a DO do substrato (branco) (Figura 9) ou do valor do teste de



ligacdo inespecifica (Anticorpo de captura + anticorpo de deteccdo + substrato)
(Figura 11) dos valores das DOs das diluicdes do plasma referéncia. O indice ELISA
foi calculado e plotado contra o Logio %Concentracdo FYW (Figuras 10 e 12). Nao
existiram diferengas significativas entre os modelos de regressao linear.

Foram testados 2 animais (Animal 4 e Animal 5), ambos sem histérico de
sangramento prévio e sem sinais de disturbios hemostaticos (Tabela 45). Foram
testados também 3 plasmas controle (C1; C2; C3) (Tabela 46).

Nos quatro modelos de regressao linear utilizados (Figuras 9, 10, 11 e 12)
nao ocorreram variacbes entre os valores encontrados para os animais 4 e 5, e
também entre os plasmas controle.

A diferenca observada entre os valores do FvW:Ag encontrados na
Universidade de Cornell e os encontrados no presente estudo nao alterou o

diagnostico final.

6.3.6 Sexto, Sétimo, Oitavo, Nono e Décimo ELISA

Os melhores resultados foram obtidos com a utilizagdo da placa MaxiSorp e
com o bloqueador PBS-BSA 2,5%, sendo que o teste ELISA realizado nestes
moldes pode ser considerado o teste padrao para diagnéstico de caes com Doenga
de von Willebrand, concordando com Brooks et. al. (1992); Clark & Parry (1995);
Moser et. al. (1996) que afirmaram que o FvW:Ag € usado como um teste de triagem

para deteccao de portadores da DvW.

O sexto teste ELISA realizado nos dias 10 e 11 de dezembro de 2006, o
sétimo teste ELISA realizado nos dias 11 e 12 de dezembro de 2006, o oitavo teste
ELISA realizado nos dias 12 e 13 de dezembro de 2006, o nono teste ELISA

realizado nos dias 13 e 14 de dezembro de 2006 e o décimo teste ELISA realizado



nos dias 14 e 15 de dezembro de 2006 foram realizados para se calcular o intra-
teste, o inter-teste e o limite de deteccdo do método. Em todos os testes se se
utilizou a microplaca MaxiSorp®, o bloqueio da placa foi realizado com PBS-BSA
2,5% e o diluente das amostras e do anticorpo de deteccao foi o HBS- BSA 2,5%
T20.

O coeficiente de variagcdo do Intra-teste foi de 2,45; 1,44; 3,28; 6,43; 4,64 e
6,83% para o Controle C1, Controle C2, Controle C3, Animal 4, Animal 5 e Animal 6
respectivamente (Tabela 52). Estes valores s&o considerados bons, sendo
superiores aos encontrados por Slappendel et. al. (1992) e similares aos
encontrados por Johnstone & Crane (1991).

O coeficiente de variacado do Inter-teste foi de 5,93; 8,48; 6,09; 8,79; 5,41 e
4,27% para o Controle C1, Controle C2, Controle C3, Animal 4, Animal 5 e Animal 6
respectivamente (Tabela 53). Estes valores sao considerados bons, sendo similares
aos encontrados por Slappendel et. al. (1992) e superiores aos encontrados por
Johnstone & Crane (1991).

Os valores encontrados para o intra e o inter-teste nos mostra uma boa
precisao para teste ELISA.

O Limite de deteccdo do método (sensibilidade) foi de 1,86% (Tabela 55),
concordando com o valor encontrado por Slappendel et. al. (1992).

O coeficiente de determinacgao teve valor médio de 0,9901 (0,9807 a 0,9985)
e o coeficiente de correlagao teve valor médio de 0,9951 (0,9903 a 0,9992) (Figura
56). O coeficiente de determinagdo médio encontrado por Slappendel et. al.

(1992).foi 0,990 (0,980 a 0,997).



A validacao de um método representa um processo onde a adequacdo do
procedimento analitico é demonstrada pela aplicacao pretendida (Tuomela et. al.,
2005).

A validagdo consiste em andlises ou verificagdes de 8 ou 9 parametros,
descritos no guia da ICH (International Conference of Harmonisation) (The European
Agency for the Evaluation of Medicinal Products, Human Medicines Evaluation Unit,
1994 e 1996; Food and Drug Administration, Center for Drug Evaluation and
Research. Center for Veterinary Medicine, 2001). Esses parametros fornecem uma
informacao sobre a possibilidade de erros, a probabilidade de sua ocorréncia e sua
quantificacao dentro do método (Tuomela et. al., 2005).

Os parametros utilizados para a validacao sao (Tuomela et. al., 2005; Geng
et. al., 2005):

e Especificidade ou seletividade: habilidade do método de mensurar um analito
em uma amostra na presenga de outros componentes. O presente teste se
mostrou especifico, pois identificou o FVYW na presenca de diversos
componentes plasmaticos;

e Lineariedade: habilidade de fornecer resultados proporcionais a concentragao
do analito na amostra. A lineariedade deste estudo pode ser comprovada
pelos altos valores obtidos de coeficiente de determinacdo (R?), mostrando
que os resultados fornecidos condizem com a concentracdo do FVW
plasmatico;

e Limite: consiste na area entre o limite inferior e superior de quantificagao do
teste, seria o intervalo no qual o teste se mostra acurado e preciso. O ELISA
para detectar FYW:Ag tem um intervalo de 1,86 a 100%, sendo que valores

superiores a 100% ainda podem ser confiaveis;



Acuracia: mensuragao de exatiddo do método analitico ou de proximidade de
aceitacao entre o valor mensurado e o valor de referéncia aceito. Para todas
as mensuragbes dos plasmas controle (C1, C2 e C3) o teste se mostrou
acurado, determinando a diminuicdo do FYW:Ag;

Precisdo: proximidade de aceitacao (grau de dispersao) entre uma série de
mensuragdes obtidas em multiplos testes de uma amostra homogénea, sendo
expressa como Coeficiente de variagédo (CV). A precisdo pode ser dividida em
3 niveis: repetibilidade (precisdo do Intra-teste), precisdo intermediaria
(precisao do Inter-teste) e reprodutibilidade (precisdo entre laboratérios). O
presente estudo mostrou excelentes valores de CV para o intra e inter-teste.
A reprodutibilidade também foi conseguida de certa forma com a Secdo de
Coagulacdo Comparada — Laboratério de Diagnéstico do Colégio de Medicina
Veterinaria da Universidade de Cornell;

Sensibilidade: quantidade do analito necessaria para produzir uma alteracéo
significativa no sinal que é obtido na auséncia do analito. Existem duas
mensuracdes de sensibilidade (Limite de deteccao e Limite de quantificacao).
O Limite de deteccdo é a menor quantidade de um analito que pode ser
diferenciado do valor do branco, porém ndo necessariamente quantificado em
valor exato. O limite de deteccao do ELISA para FYW canino foi de 1,86%. O
Limite de quantificagdo € a menor quantidade de um analito que pode ser
diferenciado com acuracia e precisdo. Em métodos quantitativos (lineariedade
€ testada) € recomendado que se use o Limite de Detecgédo e/ou Limite de
quantificagao

Robustez: mensura a capacidade do método de permanecer inalterado por

pequenas alteragdes no protocolo, mostrando uma confiabilidade do teste.



Em um dos testes realizados (6° a 10° teste) a adsorcao da placa com o
anticorpo de captura que deveria ser realizada em temperatura de geladeira
foi realizada em temperatura ambiente, sem maiores alteragdes.

Segundo FDA (2001); DeSilva et. al. (2003) os critérios para validagdo de um

método sao:

Concentracao individual dos plasmas controle deve ter ao menos uma
acuracia de 20% das concentracoes reais (FYW:Ag conseguido na
Universidade de Cornell), com coeficiente de variagdo menor que 20%. Neste
ELISA nao se conseguiu essa acuracia, porém € importante frisar que se trata
de um método comparativo e a amostra de referéncia ndo foi a mesma que foi
utilizada na Universidade de Cornell, porém o coeficiente de variacdo sempre
foi menor que 20%;

Valores de coeficiente de variagao (CV) menores que 20% para o intra e inter-
teste. Para determinagdo do Inter-teste deve-se realizar ao menos 6 testes
independentes e para determinagdo do Intra-teste deve-se realizar 6
replicatas para cada amostra em uma mesma placa. Os CV encontrados no
presente estudo foram sempre inferiores a 20% (inter e intra-teste), porém
para o Inter-teste se realizou apenas 5 testes independentes e para o Intra-

teste somente 4 replicatas para cada amostra;

Pelos motivos acima o Antigeno do Fator de von Willebrand (FVW:Ag) —

ELISA foi padronizado e validado.



7. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos nos trés métodos testados (Tempo de sangria
da mucosa oral, Agregacao plaquetéaria induzida pela ristocetina e Antigeno do Fator
de von Willebrand) concluiu-se que o teste padrdo para diagnéstico de caes com
Doenga de von Willebrand foi o Antigeno do Fator de von Willebrand (FVW:Ag) —

ELISA. Este teste foi padronizado e validado para diagndéstico da DvW.
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