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RESUMO

Nascimento, NM. Atividade enzimatica da ADAMTS-13 e padrdo de
fragmentacdo do Fator de von Willebrand em criancas hipoxémicas
portadoras de cardiopatias congénitas [Dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade

de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2010.

A hipoxia é capaz de alterar muitos mecanismos bioguimicos nas células
endoteliais. Dentre eles, a inducédo da expressdo endotelial de moléculas de
adesao, como o fator de von Willebrand (FVW) que, em resposta ao
estimulo, é secretado em sua forma mais ativa na interagcdo com as
plaguetas, o que pode resultar em trombose. Nas condi¢Bes fisioldgicas, o
padrao multimérico do FVW no plasma € essencialmente determinado pela
ADAMTS-13 (uma desintegrina e metaloproteinase com dominios
trombospondina). Este estudo teve como objetivo verificar se a atividade da
enzima ADAMTS-13, assim como as caracteristicas do FVW relacionaveis a
ela, poderiam estar alteradas na presenca de hipoxemia comparativamente
a condicdo de oxigenacdo normal. Este estudo longitudinal envolveu 56
pacientes portadores de cardiopatias congénitas cianogénicas, em idades
entre um e sete anos, candidatos ao tratamento cirargico. Os pacientes
foram avaliados no pré-cirurgico (basal), no pos-operatorio imediato (pés 48
horas) e apds 30 dias de cirurgia, e foram divididos em dois grupos (A e B)
baseado na saturagcdo periférica de oxigénio (SpO,) no momento pés 30
dias. Foram determinados o antigeno do FVW e a analise das suas
subunidades, a atividade da ADAMTS-13 e a presenca de inibidores da
ADAMTS-13. Os pacientes de ambos 0s grupos apresentaram aumento
significante da SpO,, da concentracdo antigénica do FVW e da atividade da
ADAMTS-13 nos momentos pos 48 horas e pos 30 dias em comparagado
com o momento pré (basal). As densidades normalizadas da subunidade

principal do FVW (225 kDa) e do fragmento de 176 kDa apresentaram



tendéncia ao aumento nos momentos pos 48 horas e pés 30 dias nos dois
grupos. A razéo entre a atividade da ADAMTS-13 e o FVW estava menor do
que 1 no momento pos 48 horas, indicando consumo da enzima; entretanto,
no momento pos 30 dias a razéo fica 1:1, e o FVW se aproxima dos valores
de referéncia. Verificamos ainda que 29% destes pacientes apresentaram
inibidores contra a ADAMTS-13 no momento pré-operatorio. Ainda
explorando as variaveis SpO,, FVW:Ag, atividade da ADAMTS-13 e a
composi¢cdo das subunidades do FVW, foi feito um estudo de correlagcéo
linear entre estas variaveis. Observamos uma baixa correlagdo entre a
enzima ADAMTS-13 e o FVW:Ag, e da enzima com os fragmentos do FVW
de 176 e 140 kDa, principalmente no grupo B. No grupo A, esta correlacéo
no momento pos 48 horas mostrou tendéncia a ser negativa. A maioria dos
pacientes apresentou melhoras na saturacdo periférica de oxigénio. O
aumento das varidveis estudadas no pos-operatorio imediato pode ter
ocorrido em funcédo da cirurgia, que provavelmente ocasionou um quadro de
lesdo endotelial com inflamacéo, indicando que pode existir um equilibrio
entre o FVW e a ADAMTS-13 em niveis fisiologicos. Entretanto, este
equilibrio pode ser quebrado quando ocorre aumento do FVW,
provavelmente por consumo da enzima. Parece-nos, portanto, que a
ADAMTS-13 pode funcionar como um mecanismo de protecdo a estes

pacientes com tendéncia a trombose.

Descritores: 1 - ADAMTS-13; 2 — AnoOxia; 3 — Trombose; 4 - Fator de Von
Willebrand; 5 - Subunidades do Fator de von Willebrand; 6 - Cardiopatias

congeénitas.



SUMMARY

Nascimento, NM. ADAMTS-13 enzimatic activity and Von Willebrand factor
subunit proteolysis in children with cyanotic congenital heart disease
[Dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo; 2010.

Hypoxia has been shown to alter several biochemical mechanisms in
endothelial cells. In addition, hypoxia induces the endothelial expression of
adhesion molecules, including von Willebrand factor (VWF). Increased
release of high-molecular-weight VWF multimers is associated with higher
risk for thrombotic events. In physiological conditions, the multimeric pattern
of plasma VWF is essentially determined by the action of ADAMTS-13 (a
desintegrin and metalloprotease with thrombospondin type 1 domains). The
aim of this study was to investigate if ADAMTS-13 activity and VWF subunit
fragments were altered by hypoxia in cyanotic congenital heart disease. Fifty-
six patients (age 1 to 7 years) with cyanotic congenital heart disease
admitted to the Heart Institute for heart surgery were included in this
longitudinal study. Patients were evaluated before (baseline) corrective
surgery, postoperative 48 hours and postoperative 30 days. Patients were
classified in two groups (A and B) based on the peripheral oxygen saturation
after 30 days surgery. VWF antigenic concentration, VWF subunit
composition, ADAMTS-13 activity and presence of ADAMTS-13 inhibitors
were determined. Peripheral oxygen saturation, VWF:Ag and ADAMTS-13
activity were all increased significantly in both groups, in postoperative 48
hours and postoperative 30 days in comparison with baseline moment.
Normalized density of VWF main subunit (225 kDa) and proteolytic fragment
with 176 kDa tended to increase in postoperative 48 hours and postoperative
30 days in both groups. The rate between ADAMTS-13 activity and VWF:Ag
was lower than 1 in postoperative 48 hours, an indicating of enzyme
consumption; however, in the postoperative 30 days the rate was 1:1 and
VWF:Ag values were near those of reference. 29% of patients presented



ADAMTS-13 inhibitors at the baseline moment. A study of correlation among
variables as peripheral oxygen saturation, VWF:Ag, VWF subunit
composition and ADAMTS-13 was done. It was observed that ADAMTS-13
correlated slightly positively with VWF:Ag and with VWF fragments 176 and
140 kDa, mainly in group B; in group A, the correlation at postoperative 48
hours tended to be negative. Most of the patients improved their peripheral
oxygen saturation. The increased value of variables observed in
postoperative 48 hours can be explained by the endothelial injury and
inflammation caused by the surgery itself. This indicates an equilibrium
between VWF:Ag and ADAMTS-13 in physiological conditions. However, this
equilibrium could disappear when VWF is increased, probably by enzyme
consumption. We conclude that ADAMTS-13 can act as a protective

mechanism in these patients with thrombotic tendency.

Descriptors : 1 - ADAMTS-13; 2 — Anoxya; 3 — Thrombosis; 4 - von
Willebrand factor; 5 — von Willebrand factor subunits; 6 - Congenital heart
disease.
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1 INTRODUCAO

1.1 Fator de von Willebrand (FVW)

O fator de von Willebrand € uma glicoproteina multimérica sintetizada
pelos megacariécitos e células endoteliais. Esta presente no plasma, no
subendotélio, nos granulos a das plaquetas e nos corpusculos de Weibel-
Palade das células endoteliais. O gene do FVW esté localizado no braco
curto do cromossomo 12 (GINSBURG et al., 1985), e possui 178 kb e 52
exons (MANCUSO et al., 1989).

A sintese da molécula do FVW é complexa (Figura 1). Primeiramente
é formado o pré-pr6-FVW, que é um polipeptideo precursor que contém
2813 aminoécidos (aa), de aproximadamente 360 kDa de massa molecular.
O pré-pr6-FVW consiste de um peptideo sinalizador com 22 aa, o0 pro-
peptideo conhecido como von Willebrand antigeno Il com 741 aa e
aproximadamente 95 kDa de massa molecular e a subunidade madura do
FVW que possui os dominios D’-D3-Al1-A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2 com
2050 aa e aproximadamente 250 kDa de massa molecular (BONTHRON et
al., 1986). No reticulo endoplasmatico, o peptideo sinalizador é removido,
formando o mondémero pro-FVW que sofre glicosilagdo para formacgéo
posterior de ligagcbes dissulfidicas entre os dominios cisteina na regiao
carboxila terminal, formando os dimeros. No complexo de Golgi, os dimeros
formam multimeros que possuem de 500 kDa a 20000 kDa de massa

molecular, através de ligacdes dissulfidicas envolvendo os dominios D3 da
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regido amino-terminal de cada subunidade madura (SADLER, 2005). O pro-
peptideo € entdo proteolizado e os multimeros sdo secretados para o
plasma ou estocados em granulos secretoérios da célula endotelial chamados
de corpusculos de Weibel-Palade, ou das plaquetas denominados granulos
a (WAGNER, 1990). Os multimeros armazenados nos granulos secretérios
serdo posteriormente secretados quando houver estimulo por shear stress,
trombina, fibrina, hipdxia e/ou histamina (TSAI et al., 1991).

A subunidade madura do FVW possui os sitios de ligacdo: dominio D’-
D3 para o FVIII circulante (fator anti-hemofilico; fator VIII da coagulac&o);
dominio Al para a glicoproteina plaquetaria Ib (GPIb), para heparina e para
o colageno; dominio A2 para a ADAMTS-13 (uma desintegrina e
metaloproteinase com dominios trombospondina); dominio A3 para o

colageno e dominio C1 para a integrina plaquetaria allbp3 (SADLER, 2005).
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Figura 1. Diagrama esquematico da sintese do FVW. Em A, pré-pro-FVW
que consiste de um peptideo sinalizador (aa 1-22), pro-peptideo (aa 23-763)
e subunidade madura (aa 764-2813). Os sitios de ligacdo nos dominios da
subunidade madura séo indicados para FVIII (D- D3), GPIb (Al), heparina
(Al), colageno (Al e A3), ADAMTS-13 (A2) e allbB3 (C1). Em B, o peptideo
sinalizador foi clivado, sédo formadas ligacdes dissulfidicas entre os dominios
cisteina de cada mondémero, formando os dimeros. Em C, unido dos dimeros
através de ligacdes dissulfidicas entre os dominios D3 de cada dimero,
formando os multimeros. Em D, o pré-peptideo foi proteolizado e o
multimero esta pronto para ser secretado para o plasma ou ser armazenado
em granulos secretorios (SADLER, 2005 — modificado).
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O FVW esta envolvido na hemostasia primaria e no processo de
coagulacéo, no qual é o transportador do FVIII (RUGGERI; WARE, 1993). O
FVW é importante na adesdo de plaquetas aos locais de dano vascular,
onde é mediador inicial na progressao da formacédo do trombo no local da
lesdo endotelial por meio de interacbes especificas com componentes da
matrix extracelular e receptores de plaquetas. Sabe-se que os multimeros de
alto peso molecular se ligam as plaquetas com mais afinidade (RUGGERI;
WARE, 1993). No caso de lesdo endotelial, os multimeros de FVW alteram
sua conformacdo tornando-se aptos para interagir com as plaquetas
circulantes através da ligacdo com a integrina plaquetaria allbp3 e
glicoproteina Iba e iniciar a adeséo plaguetaria (FERREIRA et al., 2000).

Fisiologicamente, o padrdo multimérico do FVW no plasma é
determinado pela acdo de uma protease especifica (FURLAN et al.,1998),
que promove degradacédo limitada dos multimeros de alto peso molecular
secretados pelas células endoteliais, gerando fragmentos de 140 e 176 kDa
de massa molecular. Em condicbes patoldgicas, as formas de alto peso
molecular do FVW podem estar aumentadas ou diminuidas. Na deficiéncia
desta protease, multimeros de altissimo peso molecular passam a ser
detectados no plasma, tal como séo secretados (MOAKE, 1998). A presenca
desses assim chamados multimeros supranormais, configura uma situacao
de predisposicdo a trombose, como por exemplo, na purpura
trombocitopénica trombdtica (PTT) (TSAI, 2000).

A PTT é uma doenca incluida no grupo das sindromes das

microangiopatias tromboticas (MANNUCCI et al., 2001). E caracterizada pela
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destruicdo intravascular de eritrécitos e plaquetas, resultando em anemia
hemolitica, trombocitopenia e oclusdes trombadticas em arteriolas e capilares,
principalmente nos rins e no sistema nervoso, resultando em faléncia renal e
disfuncdo neurologica por isquemia (RUGGENENTI; REMUZZI, 1996). A
sindrome urémica hemolitica (SUH) também esta incluida no grupo das
sindromes das microangiopatias tromboticas, sendo as manifestacbes
clinicas as mesmas da PTT, porém o0s sintomas neuroldégicos sao menos
evidentes e a faléncia renal € mais proeminente. A distincdo entre PTT e
SUH é dificil j& que as caracteristicas clinicas e laboratoriais das duas
doencas sdo muito parecidas (RUGGENENTI; REMUZZI, 1996).

Em 1982, Moake observou a presenca de multimeros de alto peso
molecular do FVW circulantes em pacientes com PTT, o que contribui para a
patogénese da doenca e hipotetizou que isto poderia ocorrer devido a falta
de uma “depolimerase” (MOAKE et al., 1982). E a partir de entéo, varios
estudos foram iniciados na tentativa de buscar uma resposta para esta
hipétese (LAMMLE et al., 2005).

O FVW pode estar alterado quantitativa e qualitativamente em
processos patologicos. Laboratorialmente, ha ensaios que permitem a
avaliacdo quantitativa do FVW através da determinacdo da proteina no
plasma por método imunoldgico. Sua atividade bioldgica é analisada por
testes de aglutinacdo plaquetaria, utilizando o antibiético ristocetina que
facilita a aproximacdo entre as plaquetas. A andlise qualitativa e semi-
quantitativa € estudada pela caracterizacdo do padrdo multimérico e

composicdo das subunidades, utilizando-se a técnica de Western
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immunoblotting (LOPES; MAEDA, 1995; KRIZEK; RICK, 2000; CASONATO
et al., 2007).

Quando os multimeros de alto peso molecular do FVW séo
secretados através de estimulo, sofrem protedlise fisiologica devido a acéo

de uma protease chamada ADAMTS-13.

1.2 ADAMTS-13 (a desintegrin-like and metalloprotease with

thrombospondin type | motif)

Em 2001, a protease que quebra fisiologicamente o FVW foi
identificada como ADAMTS-13, uma desintegrina e metaloproteinase com
dominios trombospondina, dependente de Zn?*/Ca** (SOEJIMA et al., 2001).
Ela € o 13° membro da familia ADAMTS de metaloproteinases, a qual esta
amplamente relacionada com a familia ADAM (uma desintegrina e
metaloproteinase). As proteinases ADAM sado proteinas transmembrana do
tipo | que possuem um peptideo sinalizador e um pro-peptideo que
precedem o dominio metaloproteinase, o dominio desintegrina, repeticdes
EGF (fator de crescimento epidérmico), dominio transmembrana e dominio
citoplasmatico (Figura 2). Os membros da familia ADAMTS possuem as
estruturas dos dominios similares as da ADAM, porém nao possuem
repeticbes de EGF e nem dominio transmembrana. Por outro lado, possuem
um ou mais dominios trombospondina tipo 1. A ADAMTS-13 € a Unica
protease da famila ADAMTS que, além de conter os dominios
caracteristicos desta familia, possui o dominio CUB (acrébnimo de trés

proteinas através das quais o dominio foi caracterizado: subcomponentes do
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Complemento C1r/C1s, fator de crescimento epidérmico sea urchin, Bone
morphogenetic protein 1 - Bmpl) (LEVY et al., 2005), e € este dominio que
parece dar estabilidade a molécula, tornando-a menos suscetivel a

degradacéao extracelular (ZHOU et al., 2009).

S PROP MT DES CIS TM CIT
ADAM B . —

EGF
S PROP _MT DES CIS ESP C-TERMINAL
ADAMTS |
TSP
S MT DES CIS ESP CUB CUB
ADAMTS-13
PROP TSP TSP

Figura 2. Diagrama esquematico da estrutura da ADAM, ADAMTS e
ADAMTS-13, representado por peptideo sinalizador (S), pro-peptideo
(PROP), dominio metaloproteinase (MT), dominio desintegrina (DES),
dominio rico em cisteina (CIS), fator de crescimento de epiderme (EGF),
dominio  transmembrana  (TM), dominio  citoplasmético  (CIT),
trombospondina-1 (TSP), dominio espaco (ESP) e dominio CUB (CUB)
(LEVY et al., 2005).

O gene da ADAMTS-13 estd no braco longo do cromossomo 9,
contém 29 exons, aproximadamente 37 kb e 190 kDa de massa molecular
(FUJIKAWA et al., 2001). A metaloproteinase (Figura 3) consiste de um
peptideo sinalizador, um pré-peptideo, um dominio tipo metaloproteinase,
um dominio desintegrina, repeticdes de trombospondina, um dominio rico
em cisteina, um dominio espaco e 2 dominios CUB no C-terminal (ZHENG

et al., 2001).



INTRODUCAO

8] M_[D(ECH = (OWHEEe -

Figura 3. Diagrama esquematico da estrutura da ADAMTS-13,
representado por peptideo sinalizador (S), proé-peptideo (P), dominio
metaloproteinase (M), dominio desintegrina (D), dominio rico em
cisteina (C), repeticbes de trombospondina (1-8), dominio espaco (E) e
dominio CUB (CUB) (SADLER, 2008 — modificado).

Varios estudos tém demonstrado a importancia do dominio espaco da
protease na ligacdo com o FVW e também a importancia do dominio
metaloproteinase na protedlise do FVW (Figura 4), mas o0 mecanismo
preciso ainda nao foi determinado (GROOT et al., 2009).

O dominio rico em cisteina e o dominio espaco interagem com 0
dominio A2 do FVW (aa 1641 — 1658) e (aa 1659 — 1668), respectivamente,
contribuindo assim para o reconhecimento do FVW pela ADAMTS-13
(SOEJIMA et al., 2003, GROOT et al.,, 2009). ApoOs esta primeira ligacédo
ocorre uma segunda, porém mais fraca entre o dominio desintegrina da
ADAMTS-13 com os aa 1612 - 1614 do dominio A2 do FVW, com a funcao
de fazer o posicionamento correto da molécula para a protedlise realizada
pela enzima ADAMTS-13 (GROOT et al, 2009). E entdo, o dominio
metaloproteinase cliva a ligacdo entre a tirosina 1605 e a metionina 1606 do
FVW, gerando fragmentos de FVW de 176 e 140 kDa de massa molecular
(SADLER, 2005; GROOT et al., 2009). Esta clivagem proteolitica é essencial
para reduzir o tamanho dos polimeros do FVW para que continuem sendo
funcionais para estancar um sangramento, mas nao tdo ativos a ponto de
causar trombose nas pequenas arteriolas (ZHENG; SADLER, 2008; ZHENG,

2009). O dominio CUB e as repeticdes de trombospondina também sé&o
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importantes para o reconhecimento e clivagem do FVW, pois em estudos
onde foram feitas dele¢cdes destes dominios observou-se que ndo ocorria a

interacdo entre a metaloprotease e o FVW (ZHANG et al., 2007).

A

R

D4 B1 B2 B3 C1C2Cis

1605 1606 1612 1614 1641 1658 1659 1668

p a»aenll He»

D D3 A1 A3 D4 B1 B2 B3 C1C2Cis

140 kDa 176 kDa

Figura 4. Diagrama esquemético das proteinas FVW e ADAMTS-13, com seus
respectivos dominios, a localizacdo de ligacdo da ADAMTS-13 no FVW e a forma
como a ADAMTS-13 efetua a clivagem fisiologica do FVW. Em A, subunidade
madura do FVW e a posi¢cdo dos seus dominios. Em B temos a ampliacdo do
dominio A2 do FVW mostrando os aminoacidos envolvidos no processo de ligacéo
e protedlise: aa 1605-1606 ligando-se ao dominio metaloproteinase (M) da
molécula de ADAMTS-13, ressaltando-se que este dominio é o responsavel pela
clivagem do FVW, aa 1612-1614 ao dominio desintegrina (D), aa 1641-1658 ao
dominio rico em cisteina (C), e finalmente aa 1659-1668 ligando-se ao dominio
espaco (E). Em D, mostra-se o local da clivagem do FVW pela ADAMTS-13, que
daré origem aos fragmentos de 140 e 176 kDa da subunidade do FVW (SADLER,
2005 — modificado; SADLER, 2008 - modificado).
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A concentracdo antigénica da ADAMTS-13 no plasma de individuos
saudaveis varia de 0,5 a 1 mg/L (GERRITSEN et al., 2001; SHELAT et al.,
2006) e sua meia-vida in vivo é de 2 a 3 dias (FURLAN, 1999).

Até 2004, sabia-se que a ADAMTS-13 era expressa
predominantemente no figado, neste mesmo ano, alguns pesquisadores
descobriram que a ADAMTS-13 também estd presente nas plaguetas
(SUZUKI et al., 2004) e em 2006, foi descoberto que esta metaloproteinase
€ expressa pelas células endoteliais (TURNER et al., 2006).

A ADAMTS-13 pode estar alterada qualitativa e quantitativamente
devido a mutacbes no gene da ADAMTS-13 ou por producdo de auto-
anticorpos que inibem a atividade da protease, principalmente através da
inibicdo da regido rica em cisteina e dominio espaco (KLAUS et al., 2004).

A atividade biolégica da ADAMTS-13 pode ser estudada
laboratorialmente através de métodos que avaliam direta ou indiretamente
as propriedades de clivagem do FVW. A partir de 2006, quando se
conseguiu caracterizar e produzir anticorpos policlonais e monoclonais anti-
ADAMTS-13 pobde-se comecar a estudar a concentracdo antigénica da
ADAMTS-13 (RIEGER et al., 2006; FEYS et al., 2006). A analise semi-
quantitativa pode ser feita por métodos funcionais que utilizam FVW
purificado (derivado do plasma ou recombinante) como substrato para a
determinacdo da atividade da ADAMTS-13 plasmatica, e a deteccdo da
proteina clivada € baseada principalmente na mensuracdo da ligacéo
residual do FVW ao colageno comparado com a proteina intacta. Os

meétodos funcionais mais atuais utilizam substratos sintéticos que mimetizam
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a porcao do FVW que contém o sitio fisiolégico de clivagem da ADAMTS-13
(TRIPODI et al., 2008), um destes métodos € o FRET, que utiliza o peptideo
sintético VWF73 quimicamente modificado para revelar sua fluorescéncia
quando clivado pela ADAMTS-13 plasmatica (KREMER et al., 2006). Um
outro método, GST-VWF73-HIS, também utiliza o peptideo sintético VWF73
marcado com glutationa S-transferase (GST) e histidina (HIS), quando o
peptideo é clivado pela protease, € reconhecido por um anticorpo
monoclonal marcado com peroxidase (KATO et al., 2006). Um terceiro
meétodo utiliza um peptideo recombinante conjugado com uma peroxidase no
N-terminal e uma biotina no C-terminal, HRP-VWF78-Biotina, quando clivado
pode ser quantificado através da peroxidase residual (WU et al., 2006). Os
meétodos que utilizam peptideos sintéticos como substrato parecem ser os
mais adequados para mensurar a ADAMTS-13 em casos de baixa atividade
da protease (0-5% de atividade de ADAMTS-13), porém, o método baseado
na ligacdo do colageno residual possui boa sensibilidade e reprodutibilidade,
além do que ndo necessita de reagentes especiais, como 0s peptideos
sintéticos tornando seu custo mais baixo. Somando-se a estas
caracteristicas, o método de ligacdo ao colageno residual nos da a
possibilidade de rastrear a presenca de inibidores da protease (TRIPODI et
al., 2008). Existe também a possibilidade de analise qualitativa e semi-
quantitativa da ADAMTS-13, que pode ser realizada através da
caracterizacdo do padrdo multimérico, analisando a presenca ou nao de
multimeros de alto peso molecular do FVW, utilizando-se a técnica de

Western immunoblotting. O estudo semi-qualitativo também pode ser
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realizado através da visualizacdo de corddes de multimeros de alto peso
molecular de FVW no sobrenadante de cultura celular de célula endotelial,
utilizando-se a microscopia eletrénica (TRIPODI et al., 2004).

Foi observado que a alta concentracdo do FVW estad associada a
diminuicdo da ADAMTS-13 no plasma, por exemplo, em casos como
inflamacé&o crénica ou infusdo de desmopressina (MANNUCI et al., 2004).
Esta relacdo inversa entre FVW e ADAMTS-13 pode ter implicacdes clinicas,
pois altos niveis de FVW representam risco para doenca cardiovascular e se
associado a diminuicdo da ADAMTS-13, a contribuicdo para o aumento do

risco pode ser ainda maior.

1.3 Disfuncéo endotelial e hipoxia

As células endoteliais formam a camada intima dos vasos
sanguineos, sendo assim, estdo em contato direto com o sangue. Estas
células respondem a mudancas ocorridas no sangue, tais como a variacao
da tensao de oxigénio (O,).

O nivel de O, pode estar aumentado (hiperéxia) ou diminuido
(hipoxia). Este nivel € determinado através de quimioreceptores celulares
especializados que regulam a ventilacédo e a perfusdo (MICHIELS, 2004).

O endotélio em sua forma normal possui caracteristicas
anticoagulantes, sendo dotado de superficie lisa, com propriedades
antiaderentes, antiagregantes e antitromboticas. As células endoteliais séo

responsaveis pela producdo de fatores de crescimento e mediadores
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vasoativos que regulam as propriedades fisicas e bioquimicas dos vasos
(MICHIELS et al., 2000).

Alguns estimulos tém sido identificados como ativadores do
desequilibrio do endotélio, como a hipoxia, a inflamagédo e o shear stress
(COOL et al., 2005). Estes estimulos ativam a célula endotelial e a célula
endotelial ativada tem como uma de suas caracteristicas induzir a exocitose
de sua vesicula de estoque chamada corpusculo de Weibel-Palade.

O corpusculo de Weibel-Palade € somente encontrado nas células
endoteliais, e é altamente organizado morfologicamente. Esta vesicula de
estoque armazena algumas substancias: endotelina-1 (ET-1), oxido nitrico
(NO), serotonina, tromboxane-A2, prostaciclina, selectina-P,
trombomodulina, fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
ativador de plasminogénio tecidual (t-PA), inibidor do ativador de
plasminogénio do tipo 1 (PAI-1) e fator de von Willebrand (FVW)
(BUDHIRAJA et al., 2004, BARRETO et al., 2005), que sao secretadas por
exocitose quando a célula é estimulada por agonistas, sendo que a maioria
destes sdo mediadores de trombose e inflamagdo, como por exemplo,
trombina, epinefrina e vasopressina. Estes agonistas conduzem a célula
endotelial a uma via de ativacao intracelular, o que leva ao aumento do
calcio citoplasmatico, a vesicula entdo se aproxima da membrana celular
fundindo-se a ela, fazendo com que a membrana da vesicula seja rompida e
0 seu conteudo seja secretado (RONDAIJ et al., 2006).

Acredita-se que a liberacdo destes elementos culmina com a perda

das propriedades antiaderentes, antiagregantes e antitrombdticas que o
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endotélio possui, resultando, portanto, em desvio para um estado pro-

agregante, pro-trombdético e proliferativo (COOL et al., 2005).

1.4 Cardiopatias congénitas cianogénicas

As cardiopatias congénitas sdo defeitos frequentes em recém-
nascidos, ocorrendo em aproximadamente 0,8% das criancas (PERLOFF et
al., 2001). Atualmente, com a melhora das técnicas em cirurgia cardiaca,
aproximadamente 85% destas criancas alcancam a vida adulta (LOVELL,
2004).

Os portadores de cardiopatia congénita cianogénica possuem um
shunt intra-cardiaco, de direita para esquerda, e devido a esta alteracéo
anatbmica, eles vivem em condicdo de hipoxemia cronica. Uma das
consequéncias que a hipoxemia crbnica pode causar além de ativar as
células endoteliais é a diminuicdo da saturacdo de oxigénio nas artéerias
renais, induzindo a producéo de eritropoetina pelas células do intersticio da
cortical renal (GIDDING; STOCKMAN, 1988).

A eritropoetina, um hormdnio glicoproteico, estimula a medula 6ssea a
eritropoese. Porém, a ferritina (estoque de ferro), que seria adequada em
condicbes fisiolégicas de eritropoese, torna-se insuficiente, levando a
formacdo de microesferécitos, que ndo possuem a mesma elasticidade,
resisténcia e poder de deformacdo que um eritrocito normal possui, 0 que
resulta em dificuldade de passagem pelos capilares sanguineos, além de

possuirem menor concentracdo de hemoglobina e, portanto menor
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capacidade de transportar o oxigénio (GIDDING; STOCKMAN, 1988). O
aumento da massa eritrocitaria nos cardiopatas ciandticos torna-os
susceptiveis a disturbios de coagulacdo (TEMPE; VIRMANI, 2002), pois a
eritrocitose adicionada a perda de elasticidade, resisténcia e poder de
deformacéo, levam ao quadro de hiperviscosidade.

A hiperviscosidade sanguinea pode levar a coagulacao intravascular
através da ativacao e posterior agregacao plaquetaria, o resultado € o alto
consumo dos fatores da coagulacdo, levando a hipocoagulabilidade e
posterior sangramento. Além disso, a hipoxemia juntamente com a perfuséo
de sangue muito viscoso leva a uma disfuncdo hepatica, o que acarreta em
metabolismo anormal com sintese e funcdo diminuidas dos fatores de
coagulacéao sintetizados pelos hepatdcitos. Estes fatos contribuem para o
aumento de complicacbes hemorragicas e/ou trombaoticas no periodo pré e
pos-operatorio (AUl Y et al., 2009). Portanto, podera haver a ocorréncia de
trombose e hemorragia simultaneamente. A microvasculatura pulmonar € o
sitio mais comum para este fendbmeno devido a grande ramificacdo dos
capilares sanguineos neste local (TEMPE; VIRMANI, 2002).

Todo este quadro torna o paciente cardiopata ciandtico propenso a
tromboses e sangramentos, o que pode dificultar a programacao de
tratamento cirdrgico. Além das anormalidades hemostaticas adquiridas
durante o curso da doenca, a propria cirurgia pode piorar este quadro ja que
ela pode vir ou ndo acompanhada de circulacdo extra-corpérea (CEC)
(HARTMANN et al., 2006). Portanto, no periodo pos-operatorio é

fundamental que a homeostase seja mantida tanto quanto possivel e para
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tanto, se faz necessario estudar o que ocorre com os diversos fatores
envolvidos.

A ADAMTS-13 é bastante estudada em casos de PTT e SUH, porém
h& escassez de dados sobre a regulacdo e a atividade desta protease no
plasma, seja em situacao fisiolégica ou em outras patologias além de PTT e
SUH. O estudo sobre ADAMTS-13 é relevante na condicdo de hipoxemia
cronica, ja que a associacdo entre hipdxia e alteracbes do FVW ja é
conhecida, pois estudos anteriores realizados em nosso laboratério
demonstraram que pacientes com hipoxemia crbénica possuiam
concentracdo plasmatica de FVW aumentada (SOARES et al., 2005), porém
ndo ha dados na literatura que correlacionam as modificacbes no
comportamento do FVW e sua enzima clivadora, ADAMTS-13, na condicéo
de hipoxemia crénica. O interesse na melhor compreensao da relacao entre
o FVW e a ADAMTS-13 estimulou-nos a realizar o presente estudo, podendo
entdo acrescentar dados sobre os distarbios da hemostasia, 0os quais séo

comuns em pacientes com cardiopatia cianogénica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

A hipotese geral deste estudo foi verificar se a atividade da enzima
ADAMTS-13, assim como as caracteristicas do FVW relacionaveis a ela,
poderiam estar alteradas em presenca de hipoxemia comparativamente a
condicdo de oxigenacdo normal. A mesma foi ser testada em relacdo a
hipotese de nulidade: auséncia de alteracdes. Considerando-se que nao ha
na literatura informacdes a partir das quais se possam prever alteracdes
para mais ou para menos, foi testada simplesmente a hipétese de presenca
de alteragBes versus auséncia, utilizando-se testes bicaudais em todos os

procedimentos.

2.2 Objetivos especificos

1. Verificar, em criancas cardiopatas com insaturacdo de oxigénio
(hipoxemia), a atividade da ADAMTS-13 e sua relacdo com o padrao
de fragmentacdo da subunidade principal do FVW, bem como a
presenca de inibidores contra ADAMTS-13. A concentracao circulante
da proteina (antigeno do FVW) foi usada como um referencial, uma

vez que espera-se aumento da mesma em condi¢Oes de hipoxemia.

2. Verificar se as eventuais alteragbes anteriormente mencionadas

(atividade da ADAMTS-13 versus fragmentacdo do FVW), se
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modificam quando a mesma crianca € retirada da condicdo de

hipoxemia, isto é, ap0os a correcao cirurgica do defeito cardiaco.

3. Verificar o comportamento das mesmas variaveis biologicas em
criancas que persistem em hipoxemia, isto €, cujo defeito cardiaco,
por questdes anatdmicas, ndo pode ser corrigido completamente

(operacgdes paliativas).
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3 CASUISTICA

3.1 Populacgéo estudada

Considerando o objetivo de se verificar o possivel papel da hipdxia
sobre o comportamento da ADAMTS-13, a casuistica deste estudo foi
constituida por pacientes portadores de cardiopatias congénitas
cianogénicas (N=56), com idades entre um e sete anos (35,7 * 24,3 meses;
meédia + D.P), candidatos ao tratamento cirargico, na Unidade Clinica de
Cardiologia Pediatrica do Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Séao Paulo (InCor — HCFMUSP).

O limite inferior, de um ano, visou eliminar alteracées da ADAMTS-13,
principalmente a diminuicdo da concentracdo antigénica, esperadas
fisiologicamente em lactentes menores, sobretudo abaixo dos seis meses
(SCHMUGGE et al., 2003; FEYS et al., 2007). O limite superior de sete
anos, nos pareceu apropriado no sentido de eliminar a interferéncia de
complicacdo (por exemplo, fendmenos trombdticos) que poderia estar
presente no momento do estudo e que € relativamente frequente em adultos
com cardiopatias cianogénicas nao tratados. Entretanto, na faixa etaria entre
um e sete anos, nao foram excluidos pacientes com historia prévia sugestiva
de eventos tromboéticos, uma vez que estes seriam 0s casos de maior
interesse para investigacdo de mecanismos trombogénicos.

As caracteristicas dos pacientes estudados encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1 - Caracteristicas dos pacientes com cardiopatia congénita
cianogénica

N° Nome (rLdgsdees) Sexo Diagnostico Sar;gﬁ?neo FEES;) Azl(t:lrjr:?
1 N.S.A. 16 Feminino T. Fallot A+ 7,6 73
2 AR.F.R. 45 Masculino C. univ. A+ 15,0 99
3 E.R.O. 29 Masculino C. univ. A+ 9,3 81
5 G.V.S.S. 33 Feminino C. univ. O+ 9,0 78
6 L.J.S.N. 40 Masculino T. Fallot O+ 11,8 93
9 J.C.S.R. 24 Masculino C. univ. B+ 8,5 83
10 H.F.L. 30 Feminino C. univ. O+ 16,0 91
11 T.R.C. 35 Feminino C. univ. A+ 11,5 91
12 M.B.S. 21 Feminino  A. Pulmonar O+ 9,4 75
13 D.G.S. 17 Masculino C. univ. O+ 11,5 77
14 M.A.S.O.C. 15 Feminino  A. Pulmonar O+ 9,6 95
15 A.C.V.0O. 91 Feminino  A. Pulmonar O+ 15,7 111
16 B.P.S. 43 Feminino  A. Pulmonar O+ 12,8 95
17 T.F.D. 67 Feminino C. univ. B+ 13,7 102
18 G.F.N. 11 Masculino C. univ. O- 6,1 65
19 O.AM.C. 25 Masculino T. Fallot O+ 14,0 61
20 L.G.S. 84 Feminino C. univ. A+ 16,8 116
21 V.AF.S. 13 Masculino T. Fallot O+ 6,0 63
22 G.B.O.C. 43 Feminino T. Fallot B+ 13,2 96
23 L.N.P. 10 Masculino C. univ. O- 7,5 69
24 M.LS.G. 37 Feminino C. univ. O+ 12,4 92
25 JV.0.S. 33 Masculino C. univ. O+ 11,2 88
26 L.R.A. 17 Masculino C. univ. A+ 11,5 83
27 D.B.S. 19 Masculino T. Fallot - 10,3 73
28 K.C.S. 11 Feminino T. Fallot AB+ 8,0 72
29 V.F.P. 68 Masculino TGA AB+ 14,7 103
30 I.L.A. 57 Feminino  A. Pulmonar B+ 16,2 110
31 M.E.AS. 13 Feminino C. univ. B+ 7,6 73
32 E.A.G. 24 Feminino  A. Pulmonar O+ 12,0 87
33 M.AS.S. 21 Masculino  A. Pulmonar O+ 9,9 75
34 V.M.O.A. 30 Feminino C. univ. O+ 9,4 86
35 M.H.V.S. 71 Masculino  A. Pulmonar O+ 16,4 106
36 J.P.G.D. 33 Masculino C. univ. A+ 15,0 84
37 N.O.S. 18 Feminino T. Fallot O- 7,6 67
38 E.V.P.C. 16 Masculino T. Fallot O- 8,9 114
39 AF.O.S. 28 Masculino  A. Pulmonar O+ 91 77,5
40 G.H.L.S. 15 Masculino T. Fallot - 9,8 95
41 G.B.A. 13 Masculino C. univ. O+ 7,2 69
42 I.D.P.A. 23 Feminino C. univ. A- 11,0 88
43 G.P.M.F. 57 Masculino DATVP B+ 15,8 95

Continua
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Continuacéo

Tabela 1 - Caracteristicas dos pacientes com cardiopatia congénita
cianogénica
No Nome (rlndeasotlees) Sexo Diagnostico Sar;gﬁ?neo P(E;;) Azlélrfr:?
44 G.G.S.S. 12 Masculino T. Fallot O+ 9,0 75
45 L.R.F. 84 Feminino  A. Pulmonar B+ 16,8 106
46 C.C.S.T. 82 Feminino  A. Pulmonar A+ 21,8 120
47 R.S.M. 32 Feminino C. univ. A+ 10,0 94
48 M.F.P. 51 Masculino  A. Pulmonar O+ 14,6 65
49 S.S.F. 44 Feminino  A. Pulmonar O+ 12,0 95,5
50 M.V.S. 59 Feminino  A. Pulmonar A+ 16,4 99
51 T.LF.B.R. 28 Masculino C. univ. O+ 14,7 89
52 J.A.S. 84 Feminino C. univ. O+ 20,0 115
53 N.V.G. 40 Feminino  A. Pulmonar O+ 14,7 94
54 G.J.M. 39 Masculino  A. Pulmonar A+ 14,9 98
55 L.O.J. 14 Masculino  A. Pulmonar O+ 8,8 75
56 M.J.B.G. 66 Masculino C. univ. B+ 17,0 108
57 S.S.S. 80 Feminino  A. Pulmonar A+ 12,6 98
58 M.L.M. 31 Masculino TGA A+ 13,0 90
59 M.S. 37 Masculino T. Fallot O- 14,1 97

T. Fallot = Tetralogia de Fallot; C. univ. = Coracdo com fisiologia
univentricular; A. Pulmonar = Atresia pulmonar; C. cg. Compl. =
Cardiopatia congénita complexa; DATVP = Drenagem andmala total

de veias pulmonares; TGA = Transposi¢ado das grandes artérias.

N&o fizeram parte do estudo, pacientes portadores de doenca

hepética ou sob uso de medicagéo anticoagulante por quaisquer motivos. As

outras situagdes que costumam alterar os niveis de ADAMTS-13, a saber, a

sepse, a coagulacao intravascular disseminada, doencas malignas e doenca

do tecido conectivo, ndo sdo esperadas neste tipo de paciente. Por fim,

somente foram incluidos pacientes cujos pais ou responsaveis assinaram o

termo de consentimento livre e esclarecido.
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3.2 Grupos de pacientes

Para efeito comparativo, dois grupos foram considerados. O grupo A
foi constituido de pacientes que por razbes diversas, ndo tinham a
perspectiva de correcdo total do defeito cardiaco, sendo submetidos a
intervencao cirargica paliativa. Neste grupo foram incluidos os pacientes que
a saturacao periférica de oxigénio no momento pos 30 dias estava < 94%,
ou seja, pacientes com presenca de hipoxemia residual. O grupo B foi
constituido de pacientes submetidos a correcéo total da cardiopatia, na qual
se esperava 0 completo desaparecimento da hipoxemia ap0s o tratamento.
Neste grupo foram incluidos os pacientes que no momento pos 30 dias da

cirurgia, a saturacao periférica de oxigénio estava = 94%.

3.3 Desenho do estudo

O estudo possuiu caracteristica longitudinal, onde o paciente foi seu
proprio controle (condicdo pré, pos-operatoria (pos 48 horas) e poés 30 dias
da cirurgia). As determinacdes foram realizadas na condicdo basal (preé-
operatoria), 48 horas ap0s a cirurgia (pOs-operatério imediato), onde se
espera que os individuos do grupo A ja tenham sua saturacdo de oxigénio
praticamente normalizada e no primeiro retorno ambulatorial apos a cirurgia,

previsto para 30 dias.
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3.4 Aspectos éticos

O desenho do estudo foi analisado e aprovado pela Comisséao
Cientifica e de Etica da Fundagdo Pré-Sangue Hemocentro de Sdo Paulo
(protocolo de pesquisa n® 04/2007) e pela Comissdo de Etica para Analise
de Projetos — CAPPesq (protocolo de pesquisa n° 846/07). Somente foram
incluidos neste estudo pacientes cujos pais ou responsaveis assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido. A coleta do material (sangue
venoso periférico) foi realizada na maioria dos casos durante procedimentos

de rotina diagndstica, portanto sem desconforto para o0 paciente.
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4 METODOS

4.1 Coleta de amostras

4.1.1 Coleta com anticoagulante

O sangue foi coletado em citrato de sédio 3,8% (1:10 v/v), para a
determinacdo da atividade da ADAMTS-13 e presenca de inibidor, FVW
plasmatico e tipagem sanguinea.

O sangue foi coletado em EDTA para a realizacdo do hemograma.

4.1.2 Coleta com anticoagulante e inibidores de pro  tease

O sangue foi coletado em citrato de sodio 3,8% (1:10 v/v), em
presenca dos inibidores de proteases (EDTA 5 mM, NEM 6 mM, PMSF 1
mM, leupeptina 25 mM e aprotinina 20 U/mL) para analise das subunidades

do FVW plasmatico.

4.2 Procedimentos laboratoriais

4.2.1 Reagentes

Proteina A Sepharose®, membrana Hybond™, anticorpo secundario
anti-coelno marcado com peroxidase foram adquiridos da Amerscham

Biosciences (Uppsala, Suécia). Acido edético (EDTA), N-etilmaleimida
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(NEM), fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF), leupeptina, aprotinina,
reagente Folin-Ciocalteau, albumina bovina, membrana de dialise, orto-
fenilenodiamina e o marcador de peso molecular foram adquiridos da Sigma
(St Louis, MO, EUA). Anticorpo policlonal anti-FVW e anticorpo policlonal
anti-FVW marcado com peroxidase foram adquiridos da Dako Corporacao
(Carpinteria, CA, EUA). O kit para determinagédo do FVW:Ag, foi obtido da
Diagnostica Stago (Asnieres, Franca). A microplaca de ELISA foi obtida da
Corning (New York, EUA). O colageno bovino foi obtido da Vitrogen® (Palo
Alto, CA, EUA). Os demais reagentes utilizados foram de altissimo grau de

pureza.

4.2.2 Determinacéo do antigeno do fator de von Will  ebrand (FVW:AQ)

A determinacdo do FVW:Ag, no plasma foi realizada pelo método de
ELISA, utilizando o kit Asserachrom VWF:Ag da Diagnostica Stago, de
acordo com as especificacdes do fabricante. Os resultados foram expressos

em U/dL (MURDOCK et al., 1997).

4.2.3 Determinacédo da atividade da protease ADAMTS- 13

Para a determinacdo da atividade da protease ADAMTS-13,
utilizamos o plasma do individuo (controle ou paciente) como fonte de
enzima e substrato. Para viabilizar este ensaio, foi necessario utilizar duas

aliquotas de plasma de cada individuo (controles e pacientes), uma para o
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basal (como fonte de enzima) e outra para a dialise (como fonte de

substrato).

4.2.3.1 Preparo da membrana de dialise

A membrana utilizada na diadlise de amostras (controle ou paciente)
necessitou de tratamento prévio com a finalidade de retirar o glicerol e os
componentes sulfiricos contidos ha membrana, para que 0s mesmos nao
interferissem no ensaio. A membrana foi lavada em agua corrente por 3
horas. E entdo foi tratada com sulfito de sédio 0,3% a 80°C por 1 minuto, e
posteriormente lavada com agua a 60°C por 2 minutos. Em seguida, foi
lavada com acido sulfurico 0,2% por 1 minuto, e o acido foi entdo removido

com agua a 60°C por 2 minutos.

4.2.3.2 Preparo da amostra

A didlise das amostras dos pacientes e controles (80 uL de plasma)
foi realizada em tampéao (Tris 5 mM/L, pH 8,3, contendo uréia 1,5 M/L) por
um periodo de 3 horas a 37°C com agitacdo suave, com a finalidade de
modificar a conformacdo do FVW: a molécula se abre, expondo o seu
dominio A2 gue possui o sitio de clivagem para ADAMTS-13, que por sua
vez cliva o FVW entre a tirosina 1605 e a metionina 1606. Simultaneamente
a dialise, uma outra aliquota de 80 uyL de plasma (paciente e controle)

permaneceu por 3 horas a 37°C, sendo, portanto, a amostra basal de cada
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paciente ou controle. O FVW da aliquota dialisada tem, portanto, sua
capacidade de ligacdo com o colageno diminuida em relacdo a aliquota néao
dialisada (basal). Ap0s o preparo das amostras (sem didlise e dialisada)
seguiu-se a determinacao da atividade da ADAMTS-13 conforme descrito no

proximo item.

4.2.3.3 Ensaio da atividade da protease ADAMTS-13

A determinacao da atividade da protease ADAMTS-13 no plasma foi
realizada por técnica de ELISA, baseada nas propriedades de ligacdo do
FVW ao colageno (ARONSON et al., 2001, RICK et al., 2002, TRIPODI et
al., 2008).

A microplaca para ELISA de alta ligacdo foi sensibilizada com 200
ML/poco de colageno, em uma concentracdo 3 ug/mL, diluido em tampéo de
sensibilizacao (Tris 5 mM/L e NaCl 10 mM/L, pH 7,4) e mantida a 4°C por 12
horas. A microplaca foi lavada 4 vezes alternadamente com 300 pL de agua
deionizada e tampéo de lavagem (Tris 5 mM/L, NaCl 10 mM/L, pH7,4,
contendo Tween-20 0,1%).

Apos a dialise, conforme descrito no item 3.4.3.2.2, todas as amostras
foram diluidas 1/20 em tampéao (Tris 0,1 M/L, NaCl 75 mM/L, pH 7,4,
contendo Tween-20 0,1%), e adicionadas em triplicata na microplaca de
ELISA (125 pL/poco), a incubacéo seguiu-se por 45 minutos com agitacao,
em temperatura ambiente. Em seguida, a microplaca foi lavada 4 vezes com

300 yL de tampédo de lavagem. Seguiu-se incubacdo com 200 uL de
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anticorpo policlonal anti-FVW humano marcado com peroxidase em uma
concentracdo 1,1 g/L, diluido a 1/400 em tampéao (Tris 0,1 M/L, NaCl 75
mM/L, pH 7,4, contendo Tween-20 0,1%) por 45 minutos com agitacdo, em
temperatura ambiente. Em seguida, a microplaca foi lavada 4 vezes com 300
ML de tampdo de lavagem, e entdo a revelacéo foi realizada adicionando 100
ML de orto-fenilenodiamina 0,5 mg/mL contendo H,O, 0,5 yL/mL 30% (v/v),
por 3 minutos. A reacao foi interrompida adicionando 100 yL H,SO,4 3M. A
leitura foi realizada no leitor de ELISA em 492 nm.

Os resultados da atividade da ADAMTS-13 foram expressos em
porcentagem, obtidos através da subtracdo: atividade basal (amostra néo
dialisada) menos a sua atividade residual de ligacdo do FVW ao colageno
(amostra dialisada). O resultado dos pacientes foi comparado com o controle
(pool composto de plasma de 12 doadores sadios, nédo tabagistas, da
Fundacdo Pro-Sangue Hemocentro de Séao Paulo), o qual foi considerado

possuir 100% de atividade de ADAMTS-13 (TRIPODI et al., 2008).

4.2.3.4 Avaliacdo da presenca de inibidores da ADAM  TS-13

Este método foi realizado para avaliar a presenca de inibidores da
protease ADAMTS-13 no plasma dos pacientes e controles (RICK et al.,
2002).

As amostras (50 uL) de plasma de controles e pacientes foram
misturadas com 50 pL de pool (composto de plasma de 12 doadores sadios,

nao tabagistas, da Fundacdo Pro-Sangue Hemocentro de Séao Paulo) e
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incubadas por 30 minutos a 37°C. Em seguida, estas amostras seguiram o0
ensaio de determinacéo da atividade da ADAMTS-13, conforme item 4.2.3.3.

Os resultados da presenca de inibidor foram considerados positivos
se a atividade de ligacdo ao colageno residual da mistura (amostra que foi
compensada) fosse maior do que 50% da atividade da ADAMTS-13 da

mesma amostra no ensaio comum (AUSTIN et al., 2008).

4.2.4 Andlise das subunidades do FVW plasmatico

Para a realizacéo do estudo das subunidades do FVW plasmatico, foi

necessario concentrar o FVW, como descrito a seguir.

4.2.4.1 Imunoprecipitacdo do FVW plasmatico

O FVW foi purificado por imunoprecipitacdo (LOPES; MAEDA, 1995,
CASONATO et al., 2007). O esquema com as etapas da purificacdo do FVW
€ apresentado na Figura 5.

O plasma (500 pL) de pacientes e de controles foi incubado com 108
Mg/mL de anticorpo policlonal anti-FVW na concentracdo de 5,7 g/L em
tampao NET-gel (Tris 50 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, nonidet P-40 0,1%,
EDTA 5 mM, pH 8,0, gelatina 2,5%, azida de sédio 0,02%), contendo os
inibidores de proteases (NEM 50 mM, PMSF 1 mM, leupeptina 0,25 mM e
aprotinina 20 U/mL), por 1 hora a 4°C. Em seguida, esta mistura foi incubada

com a proteina A-Sepharose, para associacdo com o FVW presente na
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amostra (780 uL de resina/mg de anticorpo) por 1 hora a 4°C. Seguiu-se
centrifugacéo a 12 000 g por 2 minutos a 4°C, o sobrenadante foi removido e
a resina foi entdo lavada duas vezes com 1 mL de tamp&o NET-gel por 20
minutos a 4°C. O sobrenadante foi removido apds centrifugacdo a 12 000 g
por 2 minutos a 4°C. A resina foi entdo lavada com 1 mL de tampéao (Tris 10
mM, pH 7,5, nonidet P-40 0,1%), contendo os inibidores de proteases (EDTA
5 mM, NEM 50 mM, leupeptina 2 mM, PMSF 1 mM, aprotinina 1 U/mL) por
20 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi removido apos centrifugacéo a 12
000 g por 2 minutos a 4°C. A resina juntamente com o plasma foram
incubados com 120 uL de tampao de amostra desnaturante (Tris 50 mM, pH
6,8, SDS 2%, ditiotreitol 100mM, glicerol 30%, azul de bromofenol 0,02%)
por 20 minutos a 60°C para que o FVW e a resina se dissociassem. A resina
foi entdo removida por centrifugacdo a 12 000 g por 2 minutos a 4°C e o
sobrenadante (FVW) foi aliquotado e estocado a -80°C até o momento da

sua analise.
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Ligacao do FVW plasmatico com o anticorpo

(500 pL de plasma + 108 pg/mL anticorpo policlonal anti- F\VW + 500 uL Net-gel)

l 1ha4°C

Associacao proteina A Sepharose com o FVW

(780 pL de resina/mg de anticorpo)

l Tha4°C

Remocao de ligacaoc inespecifica

{Lavagemcom 1 mL Net-gel)

l 20min a 4°C + centrifugacdo 12000 g, 2 min

Remocao de ligacao inespecifica

{Lavagemcom 1 mL Tris-NP)

l 20min a 4°C + centrifugacao 12000 g. 2 min

Dissociacao entre aresina e o FVW

{Desnaturacgao)

l 20min a 60°C+ DTT 100mM

Remocao da resina

(Centrifugacao a 12000 gpor 2 min)

l

FVW purificado

Figura 5 — Etapas da purificagdo do FVW plasmético

4.2.4.2 Determinacdo de proteinas do imunoprecipita  do

A determinacao de proteinas do imunoprecipitado (FVW purificado) foi
realizada pela técnica de Lowry (LOWRY et al.,1951).
Utilizamos albumina bovina sérica de alto grau de pureza na

concentracdo de 5 mg/mL para construir a curva padrdo nas concentracdes
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de 200 a 1000 ug/mL. As amostras foram diluidas 1:100 em agua MilliQ. Foi
adicionado as amostras e a curva padrao 3 mL da solugcdo A, composta de:
96% de Na,CO3; 2% em NaOH 0,1M, 2% de CuS0O,4.5H,0 0,5% e 2% de
citrato de sodio 1%, em seguida os tubos foram homogeneizados e
incubados por 10 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, foi
adicionado em cada tubo 300 pL de solucdo B (reagente fenol Folin-
Ciocalteau 1/3), e os tubos foram homogeneizados e incubados por 30
minutos em temperatura ambiente em camara escura. A leitura da
absorbancia foi feita no espectrofotdmetro DU®-70 da Beckman no
comprimento de onda 750 nm. Os resultados foram expressos em mg/dL a
partir dos dados obtidos pelo gréafico da curva padréo:

[proteina mg/dL] = absorbancia — intercepto x diluicdo
slope

4.2.4.3 Composicdo das subunidades do FVW plasmatic o — Western

immunoblotting

Para analise das subunidades do FVW plasmatico, o
imunoprecipitado do FVW (7,5 uL, que corresponde a aproximadamente 230
mg/mL de proteina) foi desnaturado com tampé&o de amostra redutor (Tris 50
mM, pH 6,8, SDS 2%, glicerol 30%, azul de bromofenol 0,02%) contendo
DTT 50 mM a 60°C por 20 minutos (CASONATO et al., 2007), e entéo
submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida a 5% (SDS-PAGE),
(LAEMMLI, 1970) com tampéo de corrida (Tris 25 mM, glicina 190 mM, SDS
0,1%, pH 8,3), com corrente constante de 25 mA por 4 horas a 15°C. Foram

usados como marcadores de peso molecular: miosina (205 kDa); beta-
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galactosidase (116 kDa); fosforilase B (97,4 kDa), frutose 6P quinase (84
kDa), albumina fetal bovina (66 kDa), desidrogenase glutamica (55 kDa),
ovoalbumina (45 kDa) e gliceraldeido 3P desidrogenase (36 kDa). As
proteinas separadas em SDS-PAGE foram transferidas para a membrana de
nitrocelulose utilizando-se tamp&o de transferéncia (Tris 48 mM, glicina 390
mM, SDS 0,037%, metanol 20% (v/v), pH 8,3), com corrente constante de 50
mA por 16 horas a 15°C (TOWBIN, 1979). Apos a transferéncia, a
membrana foi lavada 3 vezes com 10 mL de tampédo TBS-T (Tris 20 mM,
NaCl 137 mM, pH 7,6 acrescido de Tween-20 0,05%) em temperatura
ambiente por 10 minutos com homogeneizacdo suave. A membrana foi
bloqueada com solucéo de albumina bovina sérica 5% diluida em TBS-T por
1 hora em temperatura ambiente com homogeneizacdo suave. A membrana
foi entdo lavada por 3 vezes com 10 mL de TBS-T em temperatura ambiente
por 10 minutos com homogeneizagcédo suave. Em seguida, foi incubada com
o anticorpo policlonal anti-FVW na concentracéo de 5,7 g/L diluido 1:750 em
TBS-T, por 2 horas em temperatura ambiente com homogeneizacdo suave.
Em seguida, a membrana foi lavada por 3 vezes com 10 mL de TBS-T em
temperatura ambiente por 10 minutos com homogeneizacdo suave. Apods, a
membrana foi incubada com anticorpo secundario anti-coelho ligado a
peroxidase em uma diluicdo 1:2000, em TBS-T, por 1 hora, em temperatura
ambiente com homogeneizacdo suave. A membrana foi lavada novamente
por 3 vezes com 10 mL de TBS-T em temperatura ambiente por 10 minutos
com homogeneizacao suave e foi entédo revelada utilizando luminol (Tris 1 M

pH 8,5, luminol 250 mM, acido comarico 190 mM, H,O, 0,3%) e exposta ao
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filme de raio X por 10 a 30 segundos. A semi-quantificacdo foi realizada

através de densitometria a laser.

4.2.4.4 Analise densitométrica das subunidadesdo F VW

A protease ADAMTS-13 cliva a subunidade principal (225 kDa) do
FVW gerando fragmentos de 140 e 176 kDa, estes fragmentos podem ser
visualizados no filme de raio X e semi-quantificados através da
densitometria.

Para a determinacdo do peso molecular dos fragmentos, foi
construida uma curva de calibracdo utilizando o log da massa molecular dos
seguintes marcadores de peso molecular: miosina (205 kDa); beta-
galactosidase (116 kDa); fosforilase B (97,4 kDa), frutose 6P quinase (84
kDa), albumina fetal bovina (66 kDa), desidrogenase glutamica (55 kDa),
ovoalbumina (45 kDa) e gliceraldeido 3P desidrogenase (36 kDa), versus
sua mobilidade relativa na eletroforese (WEBER; OSBORN, 1969). A massa
molecular dos fragmentos do FVW foi estimada através da comparacao da
sua mobilidade eletroforética com a curva de calibracao.

ApoOs estes fragmentos terem a sua massa molecular determinada,
eles foram densitometrados utilizando o densitdbmetro a laser Ultroscan XL

da LKB.
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4.2.5 Variaveis laboratoriais gerais

O hematocrito, a concentracdo de hemoglobina e o numero de
plaquetas foram determinados por contagem eletrbnica automatizada. O tipo
sanguineo dos pacientes foi determinado imunologicamente. Estas variaveis
laboratoriais foram determinadas em testes utilizados na rotina do laboratorio

de analises clinicas do Instituto do Coragéo.

4.3 Andalise estatistica

A avaliacdo estatistica do presente estudo se deu em duas etapas:
uma inicial exploratoria, a fim de conhecermos as distribuicdes das variaveis
e uma segunda cujo objetivo era estudar as associacoes e correlacdes entre
as variaveis de interesse.

O estudo exploratério consistiu em conhecer as grandezas
estatisticas, levantando as medidas de tendéncia central (médias e
medianas) e dispersao (desvio padrao e variancia) e foram importantes para
representacdo grafica em box plot. Para as variaveis qualitativas calculou-se
frequéncias absolutas e relativas.

Para a comparacéo de médias de dois grupos foi utilizado o teste t de
Student, quando a suposicdo de normalidade dos dados foi rejeitada foi

utilizado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney (ROSNER, 1986).



40
METODOS

Para se testar a homogeneidade entre as proporc¢des foi utilizado o
teste qui-quadrado ou o teste exato de Fisher (quando ocorreram
frequéncias esperadas menores do que 5) (ROSNER, 1986).

Para o estudo de correlacao foi utilizado o coeficiente de correlacao
Spearman (ROSNER, 1986).

Para averiguar o comportamento dos grupos em relacdo as
momentos de avaliacdo fez-se uso da analise de variancia com medidas
repetidas (TIMM, 1975), quando a suposi¢cdo de normalidade dos dados foi
rejeitada foram utilizados os testes nao-paramétricos de Friedman e
Wilcoxon (ROSNER, 1986).

Para o estudo de fatores prognosticos foi utilizado o modelo de
regressao logistico (HOSMER; LEMESHOW; 1989).

Todas as analises acima citadas foram desenvolvidas levando em
consideracdo um intervalo de confianca (IC) de 95% e a bidirecional 5%. Os
softwares utilizados para a realizagdo das mesmas foram o SPSS 13
(Statistical Package for the Social Sciences) e Excel 2007 ® (Microsoft

Oficce).
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5 RESULTADOS

No presente estudo, foram incluidos 56 pacientes, todos cianéticos,
com anomalias cardiacas congénitas com orientagdo para tratamento
cirdrgico, no periodo de novembro de 2007 a setembro de 2009, sendo 27
do sexo feminino e 29 do sexo masculino, com idades variando de 10 a 91
meses (média 37 meses). Trata-se de um estudo longitudinal, ou seja,
realizado em trés momentos: pré-operatoério (basal), pés-operatério imediato
(p6s 48 horas de cirurgia) e pés 30 dias de cirurgia, onde utilizamos o
paciente como seu proprio controle. Nestes pacientes, a saturacao periférica
de oxigénio no momento basal (pré-operatério) foi 78 £ 8%, e 0 hematdcrito
foi 47 + 7%. Do total de 56 pacientes, 5 tiveram sua cirurgia adiada, todos os
demais foram submetidos a operacdo cardiaca. Houve a utilizacdo de
circulacao extra-corpérea em 33 pacientes. Na evolucdo imediata, ou seja,
em menos de 48 horas apds a cirurgia, 3 pacientes foram a 0Obito e outros 3
pacientes foram excluidos por perda de seguimento ambulatorial na coleta
apos 30 dias de cirurgia.

Os dados individuais dos 56 pacientes incluidos neste estudo
encontram-se dispostos no anexo, Tabelas 7, 8 e 9, paginas 92 - 96
juntamente com as medidas de tendéncia central.

Os resultados apresentados a seguir tiveram como base o estudo
realizado com os individuos que completaram as coletas nos trés momentos,
ou seja, basal, pos 48 horas e pos 30 dias de cirurgia, neste grupo foram

incluidos 45 pacientes.
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As caracteristicas (sexo, idade e diagnostico) dos pacientes
portadores de cardiopatias congénitas cianogénicas bem como a data de
inclusdo do paciente no estudo, ou seja, coleta pré (basal), e as variaveis:
nivel de saturacdo periférica de oxigénio, hematocrito, hemoglobina e
namero de plaquetas, dos pacientes completos (N = 45) juntamente com as

medidas de tendéncia central, encontram-se na Tabela 2.
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Tabela 2 - Caracteristicas dos pacientes portadores de cardiopatias
congénitas cianogénicas, no momento pré (basal), e suas variaveis
(saturacao periférica de oxigénio, hematdcrito, hemoglobina e plaquetas)

N° Paciente Sexo Idade Data da Diagnostico SPO2 Ht Hb Palaq 3
(meses) coleta (%) (%) (g/dL) (x10°/mm”)
Pré (Basal)

1 N.S.A. Fem 16 29/11/07 T. Fallot 75 44 13,6 233
2 A.R.F.R. Masc 45 20/12/07 C. univ. 78 70 23 116
3 E.R.O. Masc 29 08/01/08 C. univ. 84 56 19,7 285
5 G.V.SS. Fem 33 27/03/08 C. univ. 79 55 17 240
6 LJ.S.N. Masc 40 31/03/08 T. Fallot 80 41 13,6 455
9 J.C.S.R. Masc 24 23/04/08 C. univ. 84 49 16,4 387
10 H.F.L. Fem 30 30/04/08 C. univ. 83 49 16,8 242
11 T.R.C. Fem 37 30/04/08 C. univ. 80 54 16,1 340
12 M.B.S. Fem 21 14/05/08 A. Pulmonar 83 41 13,2 261
14 M.S.O.C. Fem 15 02/06/08 A. Pulmonar 63 47 15,7 231
15 A.C.V.0. Fem 91 09/06/08 A. Pulmonar 78 52 16,8 224
17 T.F.D. Fem 67 26/06/08 C. univ. 85 48 17,3 294
18 G.F.N. Masc 11 04/07/08 C. univ. 79 43 13,7 410
19 O.AM.C. Masc 26 11/07/08 T. Fallot 73 43 15 365
20 L.G.S. Fem 84 11/07/08 C. univ. 81 55 18,7 178
23 L.N.P. Masc 10 18/07/08 C. univ. 80 50 16,9 727
24  M.IS.G. Fem 37 25/07/08 C. univ. 79 53 17,9 316
26 L.R.A. Masc 17 12/08/08 C. univ. 82 44 16,1 342
28 K.C.S. Fem 11 21/08/08 T. Fallot 86 34 11,7 270
30 I.LA. Fem 57 30/08/08 A. Pulmonar 77 53 19,7 180
31 M.EAS. Fem 13 09/09/08 C. univ. 53 52 18,2 346
32 E.A.G. Fem 25 09/09/08 A. Pulmonar 64 50 17,4 463
33 M.AS.S. Masc 21 18/09/08 A. Pulmonar 88 35 12,9 366
34 V.M.OA. Fem 30 25/09/08 C. univ. 80 42 13,9 545
35 MMH.V.S. Masc 71 30/09/08 A. Pulmonar 65 51 17,4 322
36 J.P.G.D. Masc 33 30/09/08 C. univ. 65 48 16 391
37 N.O.S. Fem 18 02/10/08 T. Fallot 62 40 14 365
38 E.V.P.C. Masc 16 15/10/08 T. Fallot 90 36 12,3 321
39 AF.O.S. Masc 28 30/10/08 A. Pulmonar 63 62 18,6 196
40 G.H.L.S. Masc 15 03/11/08 T. Fallot 72 38 12,7 448
41 G.B.A. Masc 13 13/11/08 C. univ. 84 39 13,2 443
42  ID.P.A. Fem 23 13/11/08 C. univ. 84 43 14,4 467
43 G.P.M.F. Masc 57 02/12/08 DATVP 91 44 14,8 170
45 L.R.F. Fem 84 26/01/09 A. Pulmonar 78 51 18,3 213
46 C.C.S.T. Fem 82 28/01/09 A. Pulmonar 81 43 14,9 156
47 R.S.M. Fem 32 12/02/09 C. univ. 72 44 11,5 308
48 M.F.P. Masc 51 03/03/09 A. Pulmonar 79 50 16,9 339
49 S.S.F. Fem 44 14/03/09 A. Pulmonar 80 40 13,4 328
50 M.V.S. Fem 59 18/03/09 A. Pulmonar 80 50 16,9 321
51 T.IB.R. Masc 28 02/04/09 C. univ. 75 45 15,6 313
53 N.V.G. Fem 40 12/05/09 A. Pulmonar 80 53 18,1 149
54 G.J.M. Masc 39 12/05/09 A. Pulmonar 80 45 16,2 234
57 S.S.S. Fem 80 23/05/09 A. Pulmonar 71 44 15,2 195
58 M.L.M. Masc 31 02/06/09 TGA 78 45 16,2 369
59 M.S. Masc 37 16/07/09 T. Fallot 82 45 15,9 392
Média 37 77 47 15,9 317
D.P. 23 8 7 2,4 116
Mediana 31 80 45 16,1 321
Minimo 10 53 34 11,5 116
Maximo 91 91 70 23,0 727

N°= nimero de entrada do paciente no estudo; SpO, = Saturacdo periférica
de oxigénio; Ht = hematécrito; Hb = hemoglobina; Plag = numero de
plaquetas; Fem = feminino; Masc = masculino; T. Fallot = Tetralogia de
Fallot; C. univ. = Coracdo com fisiologia univentricular; A. Pulmonar = Atresia
pulmonar; DATVP = Drenagem anOmala total de veias pulmonares; TGA =
Transposicao das grandes artérias; D.P. = Desvio padrao.
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Nas Tabelas 3 e 4, apresentamos os 45 pacientes completos do
estudo com os respectivos diagnosticos, e a quantidade de dias decorridos
entre a cirurgia e as coletas no periodo poés-operatério imediato (pés 48
horas) e pés 30 dias, respectivamente, assim como as variaveis: nivel de
saturacao periférica de oxigénio, hematocrito, hemoglobina e numero de
plaguetas, juntamente com as medidas de tendéncia central.

A nomenclatura do diagnostico dos 45 pacientes portadores de
cardiopatias congénitas cianogénica utilizada nas Tabelas 3 e 4 a sequir foi
a mesma também utilizada na Tabela 2 apresentada anteriormente: T. Fallot
= Tetralogia de Fallot; C. univ. = Coracdo com fisiologia univentricular; A.
Pulmonar = Atresia pulmonar; DATVP = Drenagem andmala total de veias

pulmonares; TGA = Transposicao das grandes artérias.
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Tabela 3 - Pacientes portadores de cardiopatias congénitas cianogénicas,
no momento pos 48 horas de cirurgia, quantidade de dias decorridos entre a
cirurgia e a coleta do momento pos 48 horas de cirurgia, e suas variaveis
(saturacao periférica de oxigénio, hematdcrito, hemoglobina e plaquetas)

No Nome Diagnéstico  Dias Sat O, (%) Ht (%) Hb (g/dL) Plag (x10 *mm?)
Pés 48h
1 N.S.A. T. Fallot 2 95 27 8,7 129
2  ARFR. C. univ. 2 78 51 17,1 165
3 E.R.O. C. univ. 2 87 39 12,9 206
5 G.V.S.S. C. univ. 2 85 40 12,5 173
6 LJ.S.N. T. Fallot 2 100 33 10,8 154
9 JCSR. C. univ. 2 91 38 12,2 210
10 H.F.L. C. univ. 2 97 39 12,8 115
11 T.R.C. C. univ. 2 72 50 15,6 342
12 M.B.S. A. Pulmonar 2 86 27 8,3 141
14 M.sS.0.C. A. Pulmonar 2 926 29 9.1 106
15 A.C.V.O. A. Pulmonar 2 83 35 11,4 148
17 T.F.D. C. univ. 4 90 36 12,4 90
18 G.F.N. C. univ. 4 85 32 10,1 281
19 O.AM.C. T. Fallot 3 100 38 12,6 128
20 L.G.S. C. univ. 2 88 33 10,6 770
23 L.N.P. C. univ. 2 88 36 12,3 137
24 M.IS.G. C. univ. 2 79 32 10,8 239
26 LRA. C. univ. 2 85 32 10,9 248
28 K.C.S. T. Fallot 4 94 39 13,5 234
30 I.L.A. A. Pulmonar 3 96 31 10,5 88
31 MEAS. C. univ. 2 95 33 11,2 221
32 E.AG. A. Pulmonar 2 83 38 12,7 250
33 M.A.S.S. A. Pulmonar 2 90 34 11,6 296
34 V.M.O.A. C. univ. 2 83 39 12,8 204
35  MH.V.S. A. Pulmonar 3 73 43 14,3 194
3  JP.GD. C. univ. 2 89 39 12,6 38
37 N.O.S. T. Fallot 2 98 32 10,8 138
38 E.V.P.C. T. Fallot 3 93 27 8,8 16,9
39 AF.OS. A. Pulmonar 2 92 40 12,4 236
40 GH.LS. T. Fallot 2 97 35 11,4 109
41 G.B.A. C. univ. 2 93 32 10,1 168
42 I.D.P.A. C. univ. 2 95 37 12,1 154
43  G.P.MF. DATVP 2 95 22 6,7 93
45 LR.F. A. Pulmonar 2 98 46 15,5 160
46 C.C.S.T. A. Pulmonar 2 90 28 9,3 88
47 R.S.M. C. univ. 2 97 46 13,2 128
48 M.F.P. A. Pulmonar 2 99 42 13,2 149
49 S.SF. A. Pulmonar 2 84 34 10,5 214
50 M.V.S. A. Pulmonar 2 94 34 11 267
51 T.I.B.R. C. univ. 3 87 31 9,9 194
53 N.V.G. A. Pulmonar 3 80 50 16,2 132
54 G.J.M. A. Pulmonar 2 98 28 9.1 114
57 S.S.S. A. Pulmonar 3 71 39 13,3 128
58 M.L.M. TGA 5 83 35 11,6 381
59 M.S. T. Fallot 2 100 28 9,2 169
Média 2 90 36 11,7 189
D.P. 1 8 6 2,1 113
Mediana 2 90 35 11,6 165
Minimo 2 71 22 6,7 38
Maximo 5 100 51 17,1 770

N°= nimero de entrada do paciente no estudo; Dias = dias decorridos entre
a cirurgia e a coleta do momento Pés 48 horas; SpO, = Saturagdo periférica
de oxigénio; Ht = hematécrito; Hb = hemoglobina; Plag = numero de
plaquetas; D.P. = Desvio padrao.
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Tabela 4 - Pacientes portadores de cardiopatias congénitas cianogénicas,
no momento pos 30 dias de cirurgia, quantidade de dias decorridos entre a
cirurgia e a coleta do momento p6s 30 dias de cirurgia, e suas variaveis
(saturacao periférica de oxigénio, hematdcrito, hemoglobina e plaquetas)

N© Nome Diagnéstico  Dias SpO; (%) Ht (%) Hb (g/dL) Plag x10 *mm?
P6s 30d

1 N.S.A. T. Fallot 28 92 42 13,1 374
2 AR.FR. C. univ. 28 82 47 16,9 176
3 E.R.O. C. univ. 18 79 42 13,1 531
5 G.V.S.S. C. univ. 30 89 37 11,1 310
6 L.J.S.N. T. Fallot 30 97 37 12,8 581
9 JCSR. C. univ. 30 98 36 11,4 587
10 H.F.L. C. univ. 28 90 41 13 223
11 T.R.C. C. univ. 43 72 a4 13,3 549
12 M.B.S. A. Pulmonar 29 88 46 14,3 477
14  MS.0C. A. Pulmonar 25 97 32 10,2 465
15  AC.V.0. A. Pulmonar 18 100 34 11,2 429
17 T.F.D. C. univ. 28 86 37 12,2 531
18 G.FN. C. univ. 27 83 46 14,5 525
19 O.AMC. T. Fallot 18 96 37 12,3 512
20 L.G.S. C. univ. 29 88 a1 12,9 252
23 L.N.P. C. univ. a1 83 a1 14,4 588
24 M.1.S.G. C. univ. 20 80 39 12,9 551
26 LRA. C. univ. 27 78 43 14,6 367
28 K.C.S. T. Fallot 27 96 38 13,1 544
30 LA, A. Pulmonar 62 97 31 11,2 279
31 M.E.A.S. C. univ. 22 86 39 12,8 349
32 E.AG. A. Pulmonar 54 86 45 15 190
33 M.A.S.S. A. Pulmonar 30 95 34 11,1 582
34 V.MOA. C. univ. 28 80 37 11,6 469
35  MH.V.S. A. Pulmonar 28 67 50 17 228
36 J.P.G.D. C. univ. 28 98 27 8,9 264
37 N.O.S. T. Fallot 26 98 29 9,3 400
38 E.V.P.C. T. Fallot 27 96 36 11,8 416
39 AFOS. A. Pulmonar 28 83 30 87 453
40 G.H.L.S. T. Fallot 42 97 34 10,7 425
41 G.BA. C. univ. 23 77 33 10,8 676
42 I.D.P.A. C. univ. 33 94 42 13,9 362
43  G.P.MF. DATVP 30 97 30 9,3 294
45 LR.F. A. Pulmonar 49 96 40 13,5 215
46 C.CST. A. Pulmonar 30 87 30 9,6 211
47 R.S.M. C. univ. 22 95 37 10,8 338
48 M.F.P. A. Pulmonar 28 98 35 11,4 118
49 S.S.F. A. Pulmonar 29 81 41 13,7 337
50 M.V.S. A. Pulmonar 26 86 43 14,7 510
51 T.IB.R. C. univ. 105 80 a4 16,4 309
53 N.V.G. A. Pulmonar 117 82 46 15,7 178
54 G.JM. A. Pulmonar 62 95 36 12,5 220
57 S.S.S. A. Pulmonar 14 78 44 14,8 239
58 M.L.M. TGA a1 82 a1 13,8 442
59 M.S. T. Fallot 38 98 39 13,2 373
Média 34 88 39 12,7 388
D.P. 20 8 5 2.1 141
Mediana 28 88 39 12,9 374
Minimo 14 67 27 8,7 118
Maximo 117 100 50 17 676

N°= niimero de entrada do paciente no estudo; Dias = dias decorridos
entre a cirurgia e a coleta do momento Pos 30 dias; SpO, = Saturagao
periférica de oxigénio; Ht = hematodcrito; Hb = hemoglobina; Plagq =
namero de plaquetas; D.P. = Desvio padrao.
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Como ja foi dito anteriormente, dos 56 pacientes incluidos no estudo,
11 pacientes foram excluidos: 5 por adiamento da cirurgia, 3 por Obito e 3
por perda do seguimento ambulatorial na coleta do momento pés 30 dias,
portanto, nossos resultados estdo apresentados com base nos 45 pacientes
completos, e para estudar a influéncia da hipdxia neste estudo, os pacientes
foram separados em dois grupos: grupo A foi constituido de pacientes que
apos 30 dias de terem sido submetidos a cirurgia apresentaram saturacao
periférica de oxigénio (SpO;) < 94% (N=26), sendo 10 pacientes do sexo
masculino e 16 do sexo feminino, com idade variando de 67 a 92 meses
(média 38 meses). No grupo B foram incluidos pacientes que apés 30 dias
de terem sido submetidos a cirurgia apresentaram saturacdo periférica de
oxigénio (Sp0O2) = 94% (N=19) sendo 11 pacientes do sexo masculino e 8 do
sexo feminino, com idade variando de 11 a 91 meses (média 36 meses).

E importante ressaltar que se trata de um estudo longitudinal, portanto

0 paciente é o seu proprio controle.
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5.1 Variaveis laboratoriais gerais

As variaveis laboratoriais gerais dos pacientes portadores de
cardiopatias congénitas cianogénicas, dos grupos A e B, analisadas foram:
hematdcrito, hemoglobina, numero de plaquetas (Figura 6) e tipagem
sanguinea (Tabela 5).

Os pacientes do grupo A, apresentaram uma diminuicdo significante
do hematdcrito no pés-operatério imediato (média 36 + 6%) (p<0,001) e no
pos 30 dias (média 41 £ 6%) (p<0,001) em comparacdo ao momento pré
(média 49 = 7%). Com relacdo ao grupo B, também foi verificado uma
diminuicao significante do hematocrito no pos-operatorio imediato (média 35
+ 6%) (p<0,001) e no pos 30 dias (média 35 + 4%) (p<0,001) em
comparacao ao momento pré (media 44 £ 6%).

A concentracdo de hemoglobina dos pacientes do grupo A
apresentou-se diminuida no momento pés 48 horas (média 12 + 2 g/dL)
(p<0,001) e no po6s 30 dias (13 = 2 g/dL) (p<0,001) em comparacdo ao
momento pré (meédia 16 £ 2 g/dL). Com relacdo ao grupo B, também foi
verificado uma diminuicao significante da concentracdo de hemoglobina no
momento pés 48 horas (média 11 + 2 g/dL) (p<0,001) e no pos 30 dias (11 +
1 g/dL) (p<0,001) em comparacado ao momento pré (média 15 + 2 g/dL).

O numero de plaquetas dos pacientes do grupo A apresentou-se
diminuido no momento pés 48 horas (222 + 133 plaquetasx10¥/mm?®)
(p<0,001) em comparacdo ao momento pré (média 313 + 132

plagquetasx10°/mm?). O momento pés 30 dias apresentou nimero aumentado
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de plaquetas (386 + 147 plaquetasx10® mm?®) em comparacdo ao momento
pré (média 313 + 132 plaquetasx10®/mm?®) (p<0,001) e ao momento pés 48
horas (222 + 133 plaquetasx10® mm?®) (p<0,001). Os pacientes do grupo B,
apresentaram numero de plaguetas diminuido no momento pos 48 horas
(146 + 57 plaquetasx10°/mm?®) em comparacdo ao momento pré (322 + 94
plaquetasx10°/mm?®) (p<0,001), e numero de plaquetas aumentado no
momento p6s 30 dias (372 + 158 plaquetasx10*/mm?®) em comparacédo ao
momento pré (322 + 94 plaquetasx10*/mm?®) (p<0,001) e a0 momento pés 48

horas (146 + 57 plaquetasx10°/mm?) (p<0,001).
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Figura 6 — Variaveis hematécrito, hemoglobina e plaquetas dos pacientes
portadores de cardiopatias congénitas cianogénicas no grupo A (SpO; <
94%) e no grupo B (SpO2 = 94%) nos momentos pré (basal), pos 48 horas e
pos 30 dias de cirurgia. Em A, B e C temos o hematdcrito, a hemoglobina e o
namero de plaguetas respectivamente. Observamos que as variaveis
hematdcrito, concentracdo de hemoglobina e nimero de plaquetas estédo
diminuidas no momento pos 48 horas em relacdo ao momento pré (p<0,001)
nos grupos A e B. O hematdcrito e a concentracdo de hemoglobina
encontram-se diminuidos no momento pos 30 dias em relacdo ao momento
pré (p<0,001) nos grupos A e B. O numero de plaquetas aumentou no
momento pés 30 dias em relacdo ao pré e ao pos 48 horas (p<0,001) nos
dois grupos.
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Em resumo, verificamos que o hematdcrito e a concentracdo de
hemoglobina dos pacientes com cardiopatia congénita cianogénica dos
grupos A e B apresentaram uma diminuicao significante nos momentos pos
48 horas e p6s 30 dias em comparacdo ao momento pré, ja o numero de
plaguetas dos pacientes com cardiopatia congénita cianogénica dos grupos
A e B apresentou uma diminui¢do significante no momento pos 48 horas e
um aumento significante no momento pos 30 dias em comparacdo ao
momento pré.

O tipo sanguineo dos pacientes com cardiopatia congénita
cianogénica foi determinado imunologicamente e encontra-se representado

em porcentagem na Tabela 5.

Tabela 5 — Frequéncia em porcentagem da tipagem sanguinea do grupo
ABO dos pacientes portadores de cardiopatias congénitas cianogénicas dos
grupos A e B.

ABO Grupo A Grupo B Total
A+ 38,6% (N =10) 16,7% (N = 3) 13
A- 0% 5,6% (N =1) 1
B+ 7,7% (N = 2) 22,1% (N =4) 6
B- 0% 0% 0

AB+ 0% 5,6% (N = 1) 1
AB- 0% 0% 0
O+ 46% (N = 12) 33,3% (N =6) 18
O- 7,7% (N = 2) 16,7% (N = 3) 5

Analisando a frequéncia da tipagem sanguinea dos pacientes
portadores de cardiopatias congénitas cianogénicas pudemos verificar que

0s pacientes ndo diferem em relacdo ao tipo sanguineo.
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5.2 Saturacéo periférica de oxigénio

A medida da saturacdo periférica de oxigénio (SpO,) foi feita pela
equipe de enfermagem, utilizando um oximetro digital.

Nés observamos que o0s pacientes portadores de cardiopatias
congénitas cianogénicas apresentaram diferenca estatisticamente
significante no comportamento da SpO, entre os grupos A e B (p<0,001) ao
longo das avaliacdes realizadas (pré, pés-operatério imediato e pos 30 dias).
Os pacientes portadores de cardiopatias congénitas cianogénicas do grupo
A, apresentaram um aumento significante da saturacdo periférica de
oxigénio no pas-operatério imediato (48 horas) (média 85,8 + 7,1%)
(p<0,001) e no poés 30 dias (média 82,5 + 5,5%) (p=0,005) em comparacao
ao momento pré (média 77 + 7,7%). Com relagcdo ao grupo B, foi verificado
um aumento significante da SpO, no pés-operatério imediato (média 95,2 +
4,4%) (p<0,001) e no pos 30 dias (média 96,7 £ 1,4%) (p<0,001) em relacéo

ao momento pré (média 78,1 + 8,5%) (Figura 7).
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Figura 7 - Encontram-se representados pelo gréfico de linha a média e o
desvio padrdo da saturacdo periférica de oxigénio (SpO,) nos pacientes
portadores de cardiopatias congénitas cianogénicas no grupo A (SpO, <
94%) e no grupo B (SpO, = 94%) nos momentos pré (basal), pds 48 horas e
p6és 30 dias de cirurgia. Observamos diferenca estatisticamente significante
entre os grupos A e B ao longo das avaliagdes (p<0,001). No grupo A, houve
diferenca estatisticamente significante no momento pés 48 horas (p<0,001) e
p6s 30 dias (p=0,005) em relagdo ao momento pré. Em relagdo ao grupo B,
pudemos observar uma diferenca significante do momento pdés 48 horas
(p<0,001) e pods 30 dias (p<0,001) em relacdo ao momento pré.
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5.3 Andlise quantitativa do fator de von Willebrand

A determinacdo do antigeno do FVW foi realizado por Elisa. Os
pacientes portadores de cardiopatias congénitas cianogénicas do grupo A,
apresentaram um aumento significante da concentracao antigénica do FVW
no pés-operatoério imediato (48 horas) (média 201,7 + 79,3 U/dL) (p<0,001) e
no pos 30 dias (média 104,9 + 52,6 U/dL) (p<0,001) em comparacdo ao
momento pré (média 81,4 + 26,7 U/dL). Mas no grupo A também foi
verificada uma diminuicdo significante do FVW:Ag no pés 30 dias (média
104,9 + 52,6 U/dL) em relagdo ao pds 48 horas (média 201,7 + 79,3 U/dL)
(p<0,001). No grupo B, nés verificamos um aumento significante do FVW:Ag
no pés-operatério imediato (média 219,2 + 61,9 U/dL) (p<0,001) e no pés 30
dias (média 98,9 + 52 U/dL) (p<0,001) em relacdo ao momento pré (média
76,5 + 14,7 U/dL). Assim como no grupo A, no grupo B também foi verificada
uma diminuicdo significante do FVW:Ag no pds 30 dias (média 98,9 + 52
U/dL) em relagdo ao pds 48 horas (média 219,2 £ 61,9 U/dL) (p<0,001). A
concentracdo antigénica do FVW n&o apresentou diferenca de
comportamento entre 0s grupos A e B ao longo das avaliagdes realizadas

(pré, pés-operatoério imediato e pos 30 dias) (Figura 8).
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Figura 8 - Encontram-se representados pelo gréfico de linha a média e o
desvio padrao da concentracao antigénica do FVYW (FVW:Ag) nos pacientes
portadores de cardiopatias congénitas cianogénicas no grupo A (SpO, <
94%) e no grupo B (SpO, = 94%) nos momentos pré (basal), pds 48 horas e
pos 30 dias de cirurgia. Em ambos o0s grupos, hd um aumento
estatisticamente significante do FVW:Ag no momento pos 48 horas e pés 30
dias (p<0,001) em relagdo ao momento pré. A diminuicdo do FVW:Ag
apresentada no momento pés 30 dias em relagdo ao pos 48 horas também
foi significante (p<0,001) para os grupos A e B.
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5.4 Analise funcional da protease ADAMTS-13

A determinacgdo da atividade da protease ADAMTS-13 foi verificada
considerando-se a mesma como sendo inversamente proporcional a
capacidade de ligacao residual do FVW ao colageno, ap0s sua exposicéo a
enzima (ADAMTS-13).

Os pacientes portadores de cardiopatias congénitas cianogénicas do
grupo A, apresentaram um aumento significante da atividade da ADAMTS-
13 no pds-operatorio imediato (48 horas) (média 130,4 + 52,4%) (p<0,001) e
no pés 30 dias (média 84,4 + 36,9%) (p<0,001) em comparagdo a0 momento
pré (média 64,9 + 28,1%). Também no grupo A foi verificada uma diminuicao
significante da atividade da ADAMTS-13 no pés 30 dias (média 84,4 *
36,9%) em relacdo ao pos 48 horas (média 130,4 + 52,4%) (p<0,001). No
grupo B, foi verificado um aumento significante da atividade da ADAMTS-13
no pés-operatério imediato (média 159,9 + 64%) (p<0,001) e no pés 30 dias
(média 94,7 + 59,4%) (p<0,001) em relacdo ao momento pré (média 63,3 +
19,5%). Também no grupo B, como no grupo A, foi verificada uma
diminuicdo significante da atividade da ADAMTS-13 no pés 30 dias (média
94,7 + 59,4%) em relacdo ao pos 48 horas (média 159,9 + 64%) (p<0,001).
O comportamento da variavel atividade da ADAMTS-13 apresentou um perfil
parecido para o grupo A e grupo B, portanto a atividade da ADAMTS-13 néo
apresentou diferenca de comportamento entre os grupos A e B ao longo das

avaliacOes realizadas (pré, pds-operatério imediato e pés 30 dias) (Figura 9).
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Figura 9 - Encontram-se representados pelo gréfico de linha a média e o
desvio padrdo da atividade da ADAMTS-13 nos pacientes portadores de
cardiopatias congénitas cianogénicas no grupo A (SpO; < 94%) e no grupo B
(SpO2 = 94%) nos momentos pré (basal), p6s 48 horas e p6s 30 dias de
cirurgia. Em ambos os grupos, houve aumento estatisticamente significante
da atividade da ADAMTS-13 no momento pos 48 horas e pds 30 dias
(p<0,001) em relacdo ao momento pré. A diminuicdo da atividade da
ADAMTS-13 apresentada no poés 30 dias em relagdo ao pos 48 horas
também foi significante (p<0,001) para os grupos A e B.
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5.5 Andlise da presenca de inibidores da protease A DAMTS-13

Foi feita uma analise da amostra dos pacientes para avaliar a
presenca de inibidores da protease ADAMTS-13, trata-se de um método de
triagem, portanto o resultado sera apresentado como presenca ou auséncia
do anticorpo anti-ADAMTS-13 e esta didaticamente demonstrado na Tabela
5. No grupo A (SpO: < 94%), 4% dos pacientes apresentaram inibidores da
protease ADAMTS-13 nos trés momentos; 31% no momento pré (basal); em
8% dos pacientes a presenca de inibidores foi detectada apenas no
momento pds 30 dias; 4% deles apresentaram inibidores nos momentos pré
(basal) e pos 48 horas e outros 4% apresentaram inibidores nos momentos
pré (basal) e pos 30 dias. No grupo B (SpO, = 94%) 16% dos pacientes
apresentaram inibidores nos trés momentos; em 26% dos pacientes deste
grupo a presenca de inibidores foi detectada no momento pré (basal); 5%
dos pacientes deste grupo apresentaram inibidores no momento pés 30 dias
e 10% deles apresentaram inibidores nos momentos pré (basal) e pés 30

dias.

Tabela 6 - Frequéncia em porcentagem da presenca de inibidores de
ADAMTS-13 nos momentos Pré, PGs 48 horas e Pés 30 dias nos pacientes
portadores de cardiopatias congénitas cianogénicas dos grupos A e B.

Grupo A (Sp0O, < 94%) Grupo B (SpO,2 94%)
Momentos de coleta

(N = 26) (N = 19)
Pré 31% (N = 8) 26% (N = 5)
Pré e Pos 48h 4% (N = 1) 0%
Pré e Pos 30d 4% (N = 1) 10% (N = 2)
P6s 30d 8% (N = 2) 5% (N = 1)

Pré, P6s 48h e Pos 30d 8% (N = 2) 16% (N = 3)
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5.6 Andlise da composicdo das subunidades do FVW pl  asmatico

A composicao da subunidade do FVW no plasma foi analisada por
Western immunoblotting, e na Figura 10 encontram-se o0s resultados
representativos do grupo A e do grupo B. Para realizar esta analise, o FVW
foi previamente purificado por imunoprecipitacdo e separado em gel de

poliacrilamida (SDS-PAGE) a 5%.

Grupo A GrupoB
Sp0,<94% Sp0,2z94%
. i '
¢ __ 225kDa
— 225kDa . — 205kDa
B g 205kDa —
205kDa . 205kDa a —— 189kDa
t’: 189 kDa . = T 176kDa
176kDa  41gkDa — - 140kDa
116kDa — — 140kDa
97kDa ——
97kDa — . an . ' . q
! — i — S w—
. . . PM Ctle Pré Pos Pos
PM Ctle Pré Pos  Pos
48h  30d 48h 30d

Figura 10 — Western immunoblotting representativo da composicdo das
subunidades do FVW plasmético em controles (pool) e dos pacientes
portadores de cardiopatias congénitas cianogénicas no grupo A (SpO; <
94%) e no grupo B (SpO, = 94%) nos momentos pré (basal), pds 48 horas e
p6és 30 dias. O padrdo de fragmentacdo do FVW plasmatico esti
representado por: subunidade principal do FVW com 225 kDa e os demais
fragmentos com 205, 189, 176 e 140 kDa. PM = peso molecular (miosina =
205 kDa, beta-galactosidade = 116 kDa, fosforilase B = 97 kDa). Ctle =
controle (pool composto de plasma de 12 doadores sadios, ndo tabagistas,
da Fundacéo Pro-Sangue Hemocentro de Sao Paulo).
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Todos os fragmentos da composicdo da subunidade do FVW
plasmatico foram submetidos a densitometria e as suas densidades
normalizadas encontram-se apresentados no Anexo, Tabelas 18, 19 e 20;
paginas 84 a 86.

ApoOs a densitometria, foi feita uma relacdo entre a densidade do
fragmento do paciente com a densidade do fragmento correspondente do
controle (pool composto de plasma de 12 doadores sadios, ndo tabagistas,
da Fundacéo Pr6-Sangue Hemocentro de Sao Paulo). Essa correcéo foi feita
para a normalizacdo do ensaio.

A subunidade principal (intacta) do FVW é representada pela fracdo
com migracdo de 225 kDa; esta fracdo € sabidamente clivada pela
ADAMTS-13 gerando fragmentos de 176 e 140 kDa, fragmentos de principal

interesse neste estudo.
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A analise da densidade normalizada da protedlise da subunidade
principal do FVW (225 kDa) do grupo A apresentou uma tendéncia ao
aumento nos momentos poés 48 horas (mediana 0,910, limites 0,227 e 2,832)
e pos 30 dias (mediana 0,811, limites 0,416 e 1,385) em comparacdo ao
momento pré (mediana 0,786, limites 0,374 e 1,275) (p=0,354). No grupo B,
assim como no grupo A, a analise da densidade normalizada da subunidade
principal do FVW (225 kDa) também apresentou uma tendéncia ao aumento
nos momentos pos 48 horas (mediana 1,142, limites 0,330 e 1,581) e pos 30
dias (mediana 0,921, limites 0,207 e 2,641) em comparacdo a0 momento pré

(mediana 0,825, limites 0,300 e 1,413) com p=0,05 (Figura 11).
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Figura 11 — Densidade normalizada da subunidade principal do FVW (225
kDa) em pacientes portadores de cardiopatias congénitas cianogénicas no
grupo A (SpO, < 94%) e no grupo B (SpO,; = 94%) nos momentos pré
(basal), pos 48 horas e pés 30 dias. Encontram-se representados pelos box
plots a mediana, os percentis 25% e 75% e os valores extremos do
fragmento estudado.
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A andlise da densidade normalizada do fragmento de 176 kDa do
grupo A apresentou uma tendéncia ao aumento nos momentos pés 48 horas
(mediana 0,864, limites 0,015 e 3,902) e p6s 30 dias (mediana 0,803, limites
0,080 e 2,258) em comparacdo ao momento pré (mediana 0,630, limites
0,262 e 2,359), no entanto este aumento nédo foi significante (p = 0,076). No
grupo B, também foi verificado uma tendéncia ao aumento da densidade do
fragmento de 176 kDa no pos 48 horas (mediana 1,380, limites 0,029 e
6,139) e pos 30 dias (mediana 0,815, limites 0,086 e 7,102) em comparacao
ao momento pré (mediana 0,657, limites 0,086 e 3,069), porém este

aumento nao foi significante (p = 0,076) (Figura 12).
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Figura 12 - Densidade normalizada do fragmento de 176 kDa do FVW em
pacientes portadores de cardiopatias congénitas cianogénicas no grupo A
(SpO2 < 94%) e no grupo B (SpO, = 94%) nos momentos pré (basal), pos 48
horas e pés 30 dias. Encontram-se representados pelos box plots a
mediana, os percentis 25% e 75% e os valores extremos do fragmento
estudado.
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A andlise da densidade normalizada do fragmento de 140 kDa do
grupo A apresentou uma tendéncia ao aumento no momento pés 48 horas
(mediana 0,576, limites 0,019 e 2,843) em comparagcdo ao momento pré
(mediana 0,451, limites 0,075 e 14,732), e apresentou tendéncia a
diminuicdo no pés 30 dias (mediana 0,384, limites 0,008 e 10,413) em
comparagdo ao momento pré, no entanto estas alteragdes ndo foram
significantes (p = 0,241). No grupo B, também foi verificado uma tendéncia
ao aumento da densidade do fragmento de 140 kDa no pos 48 horas
(mediana 0,515, limites 0,011 e 21,800) em comparacdo ao momento pré
(mediana 0,455, limites 0,022 e 5,552), e tendéncia a diminuicdo no pos 30
dias (0,448, limites 0,022 e 12,650) em comparacdo ao momento pré, porém

estas alteracdes nao foram significantes (p = 0,378) (Figura 13).
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Figura 13 — Densidade normalizada do fragmento de 140 kDa do FVW em
pacientes portadores de cardiopatias congénitas cianogénicas no grupo A
(SpO2 < 94%) e no grupo B (SpO, = 94%) nos momentos pré (basal), pos 48
horas e pés 30 dias. Encontram-se representados pelos box plots a
mediana, os percentis 25% e 75% e os valores extremos do fragmento
estudado.
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Observamos que nos dois grupos a densidade normalizada da
subunidade de 225 kDa apresentou-se aumentada no momento pos 48
horas, no entanto, a magnitude do aumento observado no grupo B (SpO; =
94%) foi quase o dobro do verificado no grupo A. Consequentemente, a
densidade normalizada do fragmento 176 kDa apresentou-se mais elevada
no grupo B, no momento pos 48 horas, do que a observada no grupo A;
confirmando uma relacdo entre a subunidade principal 225 kDa e os
fragmentos (176 e 140 kDa). No momento pés 30 dias, a densidade
normalizada da subunidade principal 225 kDa apresentou-se ligeiramente
aumentada em relacdo ao momento pré (basal), mas os dois grupos
apresentaram uma reducdo na densidade normalizada do fragmento
principal no momento pos 30 dias em relagdo ao momento pdés 48 horas
(Figuras 11 a 13). Sugerindo que no grupo de pacientes com correcao da
hipoxia (SpO, = 94%), o aumento da subunidade principal, decorrente do
aumento do FVW:Ag plasmatico, no momento pos operatorio imediato (48
horas), tem uma resposta imediata da ADAMTS-13 pelo aumento da
densidade do fragmento 176 kDa e no momento pdés 30 dias observa-se
uma diminuicdo nesta relacdo. Este fato pode ser refor¢cado pela observacéo
da razédo entre a atividade da enzima ADAMTS-13 e a proteina FVW:Ag, que
no grupo B, no momento basal, era de 0,85 e cai para 0,81 no momento pos
48 horas, provavelmente devido ao aumento do FVW neste momento. E com
0 quadro mais estavel do paciente apés 30 dias de cirurgia, a razéo

enzima/proteina mostrou-se 1/1.
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Em resumo, a concentracdo plasmatica do FVW nos dois grupos, no
momento pré, encontra-se abaixo do que esperavamos para pacientes com
hipoxia (SOARES et al., 2005) (grupo A média 81,4 + 26,7 U/dL; e no grupo
B média 76,5 + 14,7 U/dL). No entanto, no momento pdos operatério imediato
(48 horas) houve um aumento de aproximadamente duas vezes e meia a
concentracdo antigénica do FVW no grupo A (SpO; < 94%), média 201,7 +
79,3 U/dL, e de trés vezes no grupo B (SpO; = 94%), média 219,2 + 61,9
uU/dL, provavelmente em decorréncia da lesdo endotelial ocasionada pela
cirurgia; pois no momento pos 30 dias a concentracdo antigénica do FVW no
grupo A (média 104,9 + 52,6 U/dL) diminuiu em duas vezes em relacdo ao
momento pos 48 horas e no grupo B (média 98,9 £+ 52 U/dL) diminuiu
aproximadamente duas vezes e meia.

A atividade da ADAMTS-13 nos dois grupos, no momento pre,
também apresentou-se abaixo dos valores normais (média 84 + 16%)
descritos para individuos nesta faixa etaria (FEYS et al.,, 2009) (grupo A
meédia 65 + 28% e grupo B média 63 £ 19%). No momento pds operatério
imediato (48 horas) observamos que no grupo A, a atividade da ADAMTS-13
dobra (média 130 + 52%) e no grupo B, a atividade aumenta duas vezes e
meia (média 160 + 64%), no entanto este aumento ndo acompanha o
aumento observado no FVW:Ag. Porém a analise da composicdo das
subunidades do FVW plasmatico, nos indica que a ADAMTS-13 presente &
suficiente para clivar a subunidade principal do FVW (fragmento de 225
kDa), pois ndo observamos um aumento da mesma magnitude que o

aumento do FVW:Ag na densidade normalizada do fragmento de 225 kDa.
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5.7 Analise das possiveis correlacbes entre a satur  acado periférica de
oxigénio, atividade da ADAMTS-13 e FVW

Ainda explorando as variaveis SpO,, FVW:Ag, ADAMTS-13 e
composicao da subunidade do FVW com enfoque nos fragmentos 176 e 140
kDa, sabidamente clivados pela ADAMTS-13 foi feito um estudo de
correlacdo entre estas variaveis, que estdo apresentados nas Figuras 14 a
17; onde nos graficos, a reta azul representa o grupo A (SpO; < 94%) e a
reta rosa representa o grupo B (SpO, = 94%).

A analise individual da atividade da ADAMTS-13 em funcdo da
saturacao periférica de oxigénio nos dois grupos, nos trés momentos (pre,
pos 48 horas e pés 30 dias) encontra-se na Figura 14. Os graficosem A, B e
C nos mostram que a ADAMTS-13 tem uma correlacdo bem fraca com a
SpO; no grupo A nos trés momentos (pré, pés 48 horas e pos 30 dias) com
coeficientes de correlacao (r = 0,182; p = 0,373); (r = 0,126; p = 539) e
(r = 0,092; p = 0,655), respectivamente, e no grupo B, a correlacéo
apresentou-se fraca nos momentos pré (r = -0,016; p = 0,949) e pds 48
horas (r = 0,199; p = 0,414). No entanto, no momento pos 30 dias de
cirurgia, pudemos verificar uma correlacédo positiva entre a ADAMTS-13 e a

SpO; (r =0,536; p = 0,018).
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Figura 14 - Analise individual da atividade da ADAMTS-13 (%) em funcéo da
saturacdo periférica de oxigénio SpO, (%) nos pacientes portadores de
cardiopatias congénitas cianogénicas, considerando os grupos A e B. Em A,
B e C estéo representados os momentos: basal (pré); pés 48 horas e pés 30
dias de cirurgia, respectivamente.
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A analise individual da atividade da ADAMTS-13 em funcdo da
concentracdo do FVW:Ag nos dois grupos, nos trés momentos (pré, pos 48
horas e p6s 30 dias) encontra-se na Figura 15.

Analisando os gréaficos pudemos verificar que o grupo A apresentou
uma correlacdo positiva entre a atividade da ADAMTS-13 e a concentragao
do FVW:Ag no momento pré (r = 0,640; p < 0,001) e p6s 30 dias (r = 0,500;
p = 0,009), e uma correlacdo fraca no momento pos 48 horas (r = 0,391; p =
0,048). O grupo B apresentou correlacdo fraca entre a atividade da
ADAMTS-13 e a concentracdo do FVW:Ag nos trés momentos (pré, pos 48
horas e pds 30 dias), com coeficientes de correlacéo (r = 0,244; p = 0,314);

(r=0,149; p=0,542) e (r = 0,207; p = 0,395), respectivamente.
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Figura 15 - Analise individual da atividade da ADAMTS-13 em funcéo da
concentracdo do FVW:Ag, nos pacientes portadores de cardiopatias
congénitas cianogénicas, considerando os grupos A e B. Em A, B e C estéo
representados os momentos: basal (pré); pos 48 horas e pos 30 dias de
cirurgia, respectivamente.
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A andlise individual da densidade normalizada do fragmento de 176
kDa da subunidade principal do FVW em funcéo da atividade da ADAMTS-
13 no grupos A e B, nos trés momentos (pré, pos 48 horas e pos 30 dias)
encontra-se na Figura 16. O grupo A, apresenta uma correlacdo positiva
moderada da densidade normalizada do fragmento de 176 kDa com a
atividade da ADAMTS-13 com coeficiente de correlacdo (r = 0,435; p =
0,027) no momento pré; e apresenta correlacdo bem fraca no momento pés
48 horas (r = -0,095; p = 0,645) e uma correlacao positiva moderada no pés
30 dias (r = 0,444; p = 0,023). O grupo B, apresenta correlacao positiva
fraca da densidade normalizada do fragmento de 176 kDa com a atividade
da ADAMTS-13 nos trés momentos (pré, pés 48 horas e pés 30 dias) com
coeficientes de correlacao (r = 0,347; p = 0,145); (r=0,337; p=0,158) e (r =

0,200; p = 0,413), respectivamente.
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Figura 16 - Analise individual da densidade normalizada do fragmento 176
kDa da subunidade principal do FVW em funcéo da atividade da ADAMTS-
13, considerando os grupos A e B. Em A, momento basal (pré); em B,
momento pos 48 horas de cirurgia; em C, momento pos 30 dias de cirurgia.
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A Figura 17 nos mostra a analise individual da densidade normalizada
do fragmento de 140 kDa da subunidade principal do FVW em funcdo da
atividade da ADAMTS-13 no grupos A e B, nos trés momentos (pré, pos 48
horas e pés 30 dias). O grupo A, apresenta uma correlacdo fraca da
densidade normalizada do fragmento de 140 kDa com a atividade da
ADAMTS-13 com coeficiente de correlacdo (r = 0,279; p = 0,168) no
momento pré e no pos 30 dias (r = 0,216; p = 0,290); e ndo apresenta
correlacdo no momento pos 48 horas (r = 0,084; p = 0,682). O grupo B,
apresenta correlacdo moderada da densidade normalizada do fragmento de
140 kDa com a atividade da ADAMTS-13 no momento pré, com coeficiente
de correlacao (r = 0,442; p = 0,058); porém nos momentos pos 48 horas e
pos 30 dias a correlacao apresentou-se fraca com coeficientes de correlacéo

(r=0,351; p=0,141) e (r = 0,135; p = 0,581), respectivamente.
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Figura 17 - Andlise individual da densidade normalizada do fragmento 140
kDa da subunidade principal do FVW em funcéo da atividade da ADAMTS-
13, considerando os grupos A e B. Em A, momento basal (pré); em B,
momento pés 48 horas de cirurgia; em C, momento pds 30 dias de cirurgia.
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6 DISCUSSAO

A manutencdo da homeostase de oxigénio é essencial para a
sobrevivéncia de todas as espécies de vertebrados. A hipdxia tem sido
demonstrada como capaz de alterar muitos mecanismos bioquimicos nas
células endoteliais (MICHIELS et al., 2000; BYDLOWSKI et al., 1998a). Tais
alteracdes podem ser observadas na mudanca do estado anticoagulante
para pro-trombotico. Observou-se também que a hipdxia induz a expresséo
endotelial de moléculas de ades&do, como por exemplo, o fator de von
Willebrand (FVW) e a selectina P, além de quimiocinas, promovendo o
recrutamento de elementos celulares circulantes, (GINIS et al., 1993;
KARAKURUM et al.,1994). Assim, acredita-se que a hipoxia leva o endotélio
ao fendtipo proé-inflamatério e pro-trombotico. O endotélio possui
caracteristicas particulares, sendo dotado de superficie lisa, com
propriedades anti-aderentes, anti-agregantes e anti-tromboticas. Em
situacdes de injuria, ha perda dessas propriedades, com desvio da condicao
basal de equilibrio para um estado pro-agregante e proé-trombotico (GROSS;
AIR; 2000; BYDLOWSKI et al., 1998b). Outra consequéncia da hipoxia ja
descrita na literatura, € o estimulo para o aumento da producdo de
eritropoetina, um hormonio essencial para a eritropoese, através do hypoxia
— inducible factor 1 (VARELA et al.,, 2010), funcionando como um

mecanismo de compensacdo a oxigenacdo diminuida; a consequéncia a
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este mecanismo € a hiperviscosidade, a qual pode funcionar como um fator
de injuria endotelial.

Partindo-se do pressuposto que a hipdxia e a hiperviscosidade
sanguinea sao dois fatores de injuria endotelial, e estdo presentes tanto na
circulacdo pulmonar como na circulacdo sistémica dos pacientes com
cardiopatia congénita cianogénica, sugere-se que a difuncdo endotelial
também ocorra em ambos os territorios. Assim, as alteracdes sistémicas
descritas nesses pacientes podem ser, em parte, reflexo do quadro de
disfuncéo endotelial (CARLINI et al., 1993).

Em pacientes com cardiopatias congénitas cianogénicas alguns
estudos tém demonstrado alta incidéncia de trombose (DeFILLIPIS et al.,
2007). Sabe-se que adultos com este tipo de cardiopatia frequentemente
desenvolvem eritrocitose  secundaria; porém, a relacdo entre
hiperviscosidade e trombose ndo esta bem demonstrada nestes pacientes,
esta relacdo € somente vista em pacientes com policitemia vera (eritrocitose
primaria), os quais apresentam trombose se manifestando geralmente como
acidente vascular cerebral (AVC) e infarto do miocéardio (ROSE et al., 2007).
N&o ha estudos que definam o hematdcrito 6timo para pacientes com
cardiopatia congénita cianogénica. Entretanto, a trombocitopenia € um dos
maiores complicadores nestes pacientes com cardiopatia congénita
cianogénica, por que causa sangramento excessivo no momento da cirurgia
e no pos-cirargico, e em algumas situacdes pode causar resisténcia ao
tratamento (OLGAR et al., 2008). Esses trabalhos nao fornecem informacdes

sobre possiveis fatores que estariam associados a esta complicacdo, sejam
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eles clinicos ou bioquimicos. Somando-se a isso, o conhecimento destes
fatores poderia ser til na identificacdo de pacientes com alto risco para
trombose, permitindo o estabelecimento precoce de medidas preventivas.
Por outro lado, também existem estudos nestes pacientes que demonstram
alta incidéncia de hemorragia, e a explicacdo para este fato € a diminuicédo
de sintese ou de atividade de alguns dos fatores envolvidos na coagulacéo,
devido a disfuncdo hepatica causada pela hipoxemia e também pela
hiperviscosidade do sangue (TEMPE; VIRMANI; 2002; AUl Y et al., 2009).
Com base nesta relacéo hipoxia, lesdo endotelial, presenca de FVW e
estado pré-trombdtico formam-se uma série de questbes a serem
respondidas, uma delas, tem como base o fato de existir uma associacéo
entre hipoxia e alteracbes do FVW, como o aumento da sua concentracao
antigénica (SOARES et al., 2005), foi motivo de verificar se a atividade da
enzima ADAMTS-13, principal reguladora da proteolise fisiolégica do FVW,
poderia estar alterada em presenca de hipoxemia comparativamente a
condicdo de oxigenacdo normal, e se alguma destas variaveis poderiam
servir como indicadores de um melhor progndstico para estes pacientes
apos a cirurgia. Assim, as cardiopatias congénitas cianogénicas (hipoxemia
presente) que n&do cursam com microvasculopatia pulmonar extensa,
constituem uma condicdo em humanos, menos complexa, para se verificar
os efeitos da hipdxia sobre o funcionamento do conjunto FVW/ADAMTS-13.
Para isto o estudo foi feito de forma longitudinal, para compararmos o

momento basal (pré) com os momentos pos 48 horas, ja com correcao da
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hipoxemia, poréem com o efeito agudo do procedimento cirurgico, e
finalmente com o0 momento pés 30 dias de intervencéo cirurgica.

Estudamos o FVW antigénico quantitativamente, a composicdo da
sua subunidade por métodos semi-quantitativos, a atividade da sua enzima
clivadora, a ADAMTS-13, e a presenca de inibidores contra a ADAMTS-13
por Elisa in house, em pacientes portadores de cardiopatias congénitas
cianogénicas que foram submetidos a cirurgia cardiaca. Estes pacientes
também foram analisados quanto a saturacao periférica de oxigénio apds 30
dias de cirurgia, quando os pacientes que apresentaram SpO, < 94%, ou
seja, com hipodxia residual, foram incluidos no grupo A e 0s pacientes que
apresentaram SpO; = 94%, ou seja, em situacdo de normodxia apos 30 dias
de cirurgia, foram incluidos no grupo B.

Com relacdo aos métodos utilizados para fazer as determinacdes das
variaveis estudadas, eles apresentam algumas limitacbes e é o que
discutiremos a seguir. O método ideal para a determinacédo do FVW nao esta
padronizado na literatura, mas os diferentes ensaios que tém sido utilizados
pelos grandes estudos epidemiologicos tém produzido resultados
comparaveis e reprodutiveis (MAGLIANO et al., 2003). O ensaio tradicional é
baseado na agregacao (RiCof), e & considerado um ensaio de alto custo e
alta complexidade. Este fato tem sido parcialmente resolvido com a
implantacdo do Elisa para FVYW:Ag (MURDOCK et al.,, 1997). NO nosso
estudo avaliamos o FVW gquantitativamente através do Elisa, um método de
alta sensibilidade e especificidade, e a avaliacédo estrutural do FVW foi feita

através da analise da composicédo da subunidade do FVW, trata-se de um
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método semi-quantitativo, porém o unico descrito para examinar a proteolise
do FVW.

Existem 14 métodos disponiveis para avaliar a atividade biologica da
ADAMTS-13 (PEYVANDI et al., 2010), alguns se baseiam nas propriedades
de clivagem do FVW. Os métodos podem utilizar FVW purificado (derivado
do plasma ou recombinante) como substrato para a determinacdo da
atividade da ADAMTS-13 plasmatica ou substratos sintéticos que mimetizam
a porcao do FVW que contém o sitio fisiolégico de clivagem da ADAMTS-13
(TRIPODI, et al., 2008).

De acordo com o estudo mais recente sobre os metodos existentes
para avaliar a ADAMTS-13 (PEYVANDI et al., 2010), algumas variaveis nos
ensaios podem interferir nos resultados. A principal variavel € que todos os
ensaios foram desenvolvidos para determinar a atividade da ADAMTS-13
em condicdes estaticas, o que nao reflete a condi¢cao fisiologica do fluxo
sanguineo, necessaria para as mudancas conformacionais no FVW, o que
possibilita a atividade enzimatica da ADAMTS-13, e por iSsSO a maioria
destes métodos utilizam agentes desnaturantes, como por exemplo, a uréia,
que no ensaio faz o papel do fluxo sanguineo, alterando a conformacéo do
FVW, ou seja alongando a molécula. O problema é que estes agentes
desnaturantes podem também alterar a atividade enziméatica da ADAMTS-13
e inibir a interacdo entre os anticorpos e a ADAMTS-13, o que pode,
portanto, apresentar um resultado falsamente diminuido da atividade
enzimatica (PEYVANDI et al., 2010). O método baseado na ligacdo do

colageno residual (RICK et al, 2002) possui boa sensibilidade e
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reprodutibilidade, e fornece a possibilidade de se fazer um rastreamento da
presenca de inibidores da protease (TRIPODI et al., 2008), por isto foi o
escolhido para este estudo.

Nos pacientes com cardiopatias congénitas cianogénicas
considerados como um grupo unico, observamos que a saturacao periférica
de oxigénio (SpO,) apos 30 dias de submisséo a cirurgia teve um aumento
de 16% comparado ao basal; com relacdo ao hematdcrito e hemoglobina,
observamos uma diminuicdo de 17% e 20% respectivamente, comparado ao
basal. Os pacientes deste estudo apresentaram uma pequena elevacdo do
hematdcrito no momento pré cirargico (basal), no entanto, os valores
encontrados sdo proximos aos valores de normalidade descritos para esta
faixa etaria e, portanto, ndo configura uma situacao de hiperviscosidade. O
namero de plaquetas teve um aumento de 22% no pos 30 dias comparado
ao basal. O aumento do numero de plaquetas ap0s a cirurgia pode estar
associado, entre outros fatores, a maior oferta de oxigénio a medula 6ssea
(VONGPATANASIN et al., 1998).

Também o0s pacientes como um todo, apresentaram um
comportamento muito parecido no momento pré (basal), tanto na
concentracdo antigénica do FVW (FVW:Ag) quanto na atividade da
ADAMTS-13, apresentando valores abaixo dos fisiologicamente descritos na
literatura (FEYS et al.,, 2009), e a nossa expectativa era encontrar
concentracOes elevadas do FVW:Ag, devido ao efeito da hipoxia sobre o
endotélio; ja que estudos anteriores realizados em nosso laboratério

indicaram uma forte associacdo entre hipOxia, trombocitopenia e
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concentracdo elevada de FVW:Ag (SOARES et al.,, 2005). A analise da
composicdo da subunidade do FVW sugeriu um aumento da concentracao
da subunidade principal (225 kDa) no momento pos 48 horas e pés 30 dias
em relacdo ao pré (basal). Como ja foi dito anteriormente, a subunidade
principal do FVW ¢é clivada fisiologicamente pela ADAMTS-13 na posicao
aa 1605 - aa 1606 do FVW, dando origem aos fragmentos de 176 e 140
kDa. A densidade normalizada do fragmento de 176 kDa apresentou o
mesmo comportamento verificado na subunidade principal, ou seja
tendéncia ao aumento, sugerindo um aumento na proteélise do FVW. Porém
com relacédo ao fragmento 140 kDa, no momento pés 30 dias de cirurgia a
densidade normalizada ndo mostrou tendéncia ao aumento com relacédo ao
momento pré (basal); este fato pode ter ocorrido por dois motivos:
primeiramente a mediana pode estar sendo influenciada pelos valores
extremos encontrados, e também porque trata-se de um método de analise
semi-quantitativo.

Os pacientes com cardiopatias congénitas cianogénicas do grupo A
(SpO. < 94%) apresentaram uma melhora da saturacdo periférica de
oxigénio de 16% entre o momento pré e o pos 30 dias; ja no grupo B (SpO, =
94%), o aumento na média da saturacao periférica de oxigénio foi de 24%.
Foi observado também, em ambos os grupos, uma diminuicdo do
hematdcrio e da hemoglobina no momento pés 30 dias de cirurgia em
relacdo ao momento pré, mas como ja foi dito anteriormente, apesar destas
diferencas serem significantes ndo ha diferenca estatistica entre os grupos A

e B com relacdo a estas variaveis. Em relacdo ao numero de plaquetas no
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sangue periférico, observamos um aumento no momento pos 30 dias de
cirurgia em relacdo ao momento pré, de 23% para o grupo A (SpO, < 94%) e
de 15% para o grupo B (SpO. > 94%), podemos especular entdo que s6 o
fato de aumentar a oferta de oxigénio para os pacientes do grupo B néo foi o
suficiente para aumentar o numero de plaquetas, talvez esteja envolvido o
fato de que neste grupo B o numero de pacientes com cirurgias realizadas
com circulacéo extra-corpérea (CEC) foi de 89%. Sabe-se que a realizacéo
de CEC leva o paciente a desencadear um processo inflamatério
(DRAAISMA et al., 2006), que, por sua vez leva ao aumento do consumo de
plaguetas, assunto este amplamente descrito na literatura (DANESE et al.,
2004; WEYRICH et al., 2007).

Nestes pacientes, seja grupo A ou B, a concentracado antigénica do
FVW e a atividade da ADAMTS-13 apresentaram-se diminuidos no momento
pré (basal) em relacdo aos dados da literatura (FEYS et al.,, 2009), No
entanto, apds 48 horas de cirurgia o FVW:Ag e a atividade da ADAMTS-13
apresentaram um aumento significante, provavelmente devido a grande
lesdo endotelial que ocorre no processo cirdrgico, estes valores estédo
proximos aos encontrados no estudo realizado na Bélgica com pacientes
submetidos a cirurgia cardiaca (FEYS et al., 2009). A razdo entre enzima
(ADAMTS-13) e substrato (FVW:Ag) encontrou-se diminuida em ambos os
grupos no momento pos 48 horas, 0 que sugere uma diminuicdo da enzima
proteolitica.

No momento pos 30 dias de cirurgia, no grupo B, a concentracao

antigénica do FVW aproxima-se dos valores de referéncia, somando-se a
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isto temos o fato de que a raz&o entre a atividade de ADAMTS-13 e FVW:Ag
observada neste grupo foi exatamente 1:1. A concentracdo antigénica do
FVW apresenta-se ligeiramente elevada no grupo A, que também mostrou
uma razao (atividade de ADAMTS-13 /FVW:Ag) < 1.

Lattuada e colaboradores relataram que o nivel do antigeno do FVYW
plasmatico e a atividade bioldgica desta molécula estavam aumentados em
um grupo de gravidas, mas os multimeros de alto peso molecular néo
estavam presentes no plasma. Os autores formulam a hipétese de que o alto
nivel do FVW:Ag seja responsavel pela diminuicdo da atividade da
ADAMTS-13 no plasma, como resultado do consumo da protease quando
ocorre um aumento do substrato (FVW:Ag) (LATTUADA et al., 2003). Em
2006, outro grupo de pesquisadores observou um aumento significante do
FVW:Ag com correspondente atividade da proteina (FVW) e uma moderada,
porém significante, diminuicdo da atividade enzimatica da ADAMTS-13 no
plasma de pacientes com pré-eclampsia com sindrome HELLP (hemolise,
enzimas elevadas do figado e baixo numero de plaquetas), quando
comparado com gravidas saudaveis voluntarias (HULSTEIN et al., 2006). E
em 2009, Molvarec e colaboradores descreveram que em muitas condi¢des
associadas com o aumento da concentracdo do FVW:Ag no plasma a
atividade da ADAMTS-13 encontra-se diminuida (MOLVAREC et al., 2009).

Um outro problema também ja descrito € que a atividade da
ADAMTS-13 pode ser influenciada por altos niveis de FVW enddgeno,
hiperlipemia, niveis plasmaticos elevados de hemoglobina (pode agir como

inibidor de ADAMTS-13) (STUDT et al., 2005) ou bilirrubina (pode interferir
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na fluorescéncia dos ensaios) (MEYER et al., 2007), além da presenca de
outras proteases plasmaticas que podem interferir na clivagem do FVW,
como a plasmina por exemplo, ou podem degradar a prépria ADAMTS-13
(LAM et al., 2007).

A andlise da subunidade do FVW sugeriu que parte das alteracbes
observadas nestes pacientes se devia a alta degradacao proteolitica desta
proteina pela ADAMTS-13, esta afirmacédo foi baseada na diminuicdo da
densidade da subunidade principal (225 kDa), e na tendéncia ao aumento da
densidade de um ou mais fragmentos proteoliticos.

No presente estudo, a oportunidade de ter analisado variaveis nao so
clinicas como também laboratoriais ao longo do estudo trouxe novas
informacgdes sobre o comportamento evolutivo de pacientes com cardiopatia
congénita cianogénica.

Os nossos dados indicam que parece existir uma relagéo linear entre
FVW:Ag e atividade da ADAMTS-13 dentro dos valores fisiologicos e/ou
abaixo do fisiolégicos de FVW:Ag e uma inversdo de propor¢cdo quando
ocorre 0 aumento do FVW:Ag; que provavelmente ocorre por consumo da
enzima, esta hipétese ganha forca quando observamos a composicdo das
subunidades do FVW plasmatico, pois mesmo tendo um aumento de trés
vezes a concentracdo antigénica do FVW no momento pds operatorio
imediato (48 horas) o aumento da subunidade principal do FVW (225 kDa)
nao ocorre na mesma magnitude, sugerindo que o consumo da enzima
ADAMTS-13 esteja ocorrendo nesta acao de protedlise do fragmento 225

kDa. Sendo assim, parece que a enzima ADAMTS-13 pode funcionar como
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mais um mecanismo de protecdo a estes pacientes com tendéncia a
trombose. Somando-se a esta relacdo do FVW:Ag/ADAMTS-13, tem o fato
curioso de 29% dos pacientes apresentarem presenca de inibidores da
ADAMTS-13 no momento pré (basal). Entretanto, o significado biologico
dessas observacdes permanece incerto, pois 0s mecanismos que regulam a
atividade da ADAMTS-13, a formacédo de auto-anticorpos contra ela, assim
como a proporcdo entre as moléculas (ADAMTS-13 e FVW) ndo estéo
completamente entendidos até o presente. Este estudo trouxe informacdes
importantes sobre a relacdo hipdxia, FVW e a sua enzima proteolitica
ADAMTS-13. Por outro lado, reforca a necessidade de estudar um método

para avaliar a meia-vida da ADAMTS-13.
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7 CONCLUSOES

Apods a analise dos dados deste estudo, podemos fazer as seguintes
conclusdes.
1 — A maioria dos pacientes com cardiopatia congénita cianogénica
estudados, de ambos os grupos, apresentaram melhora significante da
saturacao periférica de oxigénio apos a realizacdo da cirurgia.
2 - Na condicdo de hipoxemia, ou seja, no momento basal, os pacientes dos
dois grupos apresentaram diminui¢cdo da concentracdo antigénica do FVW e
da atividade da sua enzima proteolitica ADAMTS-13, e da densidade dos
fragmentos da composicdo da subunidade do FVW, sugerindo duas
possibilidades: que o grau de hipoxemia destes pacientes nao foi suficiente
para levar a uma disfuncdo endotelial com consequente aumento da
secrecdo do FVW; e que existe uma proporc¢ao fisiolégica entre a ADAMTS-
13 e o FVW, existindo, portanto, uma simbiose entre eles.
3 - Os resultados observados no momento basal se alteram apds a
realizacdo da cirurgia em ambos os grupos. A concentracdo antigénica do
FVW e a atividade da ADAMTS-13 se apresentam significantemente
aumentados nos momentos pés-operatorio imediato (pdés 48 horas) e pés 30
dias de cirurgia em comparacdo ao momento basal. Os fragmentos do FVW
estudados (176 e 140 kDa) bem como a subunidade principal do FVW (225
kDa) apresentam uma tendéncia ao aumento nos momentos pos 48 horas e
pos 30 dias quando comparado ao basal. Sugerindo que a cirurgia

ocasionou um quadro de lesdo endotelial, com desequilibrio entre a
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propor¢cdo da ADAMTS-13 com o FVW, ou provavelmente tenha ocorrido
consumo da enzima ADAMTS-13, uma vez que a subunidade principal do
FVW (225 kDa) bem como todos os demais fragmentos se encontram com
tendéncia ao aumento; no momento pos 48 horas. No momento pos 30 dias,
a protedlise da subunidade principal (225 kDa) mostrou-se diminuida em
ambos 0s grupos, sugerindo uma diminuicdo da leséo endotelial e equilibrio
entre o FVW e a ADAMTS-13.

4 — O estudo de triagem da presenca de inibidores contra ADAMTS-13
acusou a presenca de inibidores em 29% dos pacientes no basal, este fato
nos leva a pensar que estes pacientes podem desenvolver um mecanismo

alternativo para producéo de inibidores para ADAMTS-13.
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8 ANEXOS

As Tabelas 7, 8 e 9 sado referentes as variaveis (saturacéo periférica
de oxigénio, hematdcrito, hemoglobina e plaquetas) juntamente com as
medidas de tendéncia central dos 56 pacientes portadores de cardiopatias
congénitas cianogénicas incluidos neste estudo. As Tabelas 10 a 16 séo
referentes as variaveis bioquimicas e correspondem aos dados individuais
dos 45 pacientes que completaram as coletas nos trés momentos de estudo,
ou seja, pré (basal), pos 48 horas e pos 30 dias de cirurgia, juntamente com

as medidas de tendéncia central.
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Tabela 7 - Caracteristicas dos pacientes portadores de cardiopatias
congénitas cianogénicas, no momento pré (basal), e suas variaveis
(Saturacao periférica de oxigénio, hematdcrito, hemoglobina e plaquetas)

N° Paciente Sexo Idade Diagnéstico SPO, - Ht Ho P3Iaq 3
(meses) (%) (%) (g/dL) x10°/mm
Pré (Basal)
1 N.S.A. Fem 16 T. Fallot 75 44 13,6 233
2 A.R.F.R. Masc 45 C. univ. 78 70 23 116
3 E.R.O. Masc 29 C. univ. 84 56 19,7 285
5 G.V.S.S. Fem 33 C. univ. 79 55 17 240
6 L.J.S.N. Masc 40 T. Fallot 80 41 13,6 455
9 J.C.S.R. Masc 24 C. univ. 84 49 16,4 387
10 H.F.L. Fem 30 C. univ. 83 49 16,8 242
11 T.R.C. Fem 37 C. univ. 80 54 16,1 340
12 M.B.S. Fem 21 A. Pulmonar 83 41 13,2 261
13 D.G.S. Masc 17 C. univ. 73 47 16 218
14 M.AS.O.C. Fem 15 A. Pulmonar 63 47 15,7 231
15 A.CV.0. Fem 91 A. Pulmonar 78 52 16,8 224
16 B.P.S. Fem 43 A. Pulmonar 76 46 15,9 331
17 T.F.D. Fem 67 C. univ. 85 48 17,3 294
18 G.F.N. Masc 11 C. univ. 79 43 13,7 410
19 O.AM.C. Masc 26 T. Fallot 73 43 15 365
20 L.G.S. Fem 84 C. univ. 81 55 18,7 178
21 V.A.F.S. Masc 13 T. Fallot 80 46 16,6 315
22 G.B.0.C. Fem 43 T. Fallot 84 38 12,9 351
23 L.N.P. Masc 10 C. univ. 80 50 16,9 727
24 M.I.S.G. Fem 37 C. univ. 79 53 17,9 316
25 J.V.0O.S. Masc 33 C. univ. 87 48 16,4 241
26 L.R.A. Masc 17 C. univ. 82 44 16,1 342
27 D.B.S. Masc 19 T. Fallot 72 42 14,5 345
28 K.C.S. Fem 11 T. Fallot 86 34 11,7 270
29 V.F.P. Masc 68 TGA 85 a7 15,4 201
30 I.L.A. Fem 57 A. Pulmonar 77 53 19,7 180
31 M.E.AS. Fem 13 C. univ. 53 52 18,2 346
32 E.A.G. Fem 25 A. Pulmonar 64 50 17,4 463
33 M.A.S.S. Masc 21 A. Pulmonar 88 35 12,9 366
34 V.M.O.A. Fem 30 C. univ. 80 42 13,9 545
35 M.H.V.S. Masc 71 A. Pulmonar 65 51 17,4 322
36 J.P.G.D. Masc 33 C. univ. 65 48 16 391
37 N.O.S. Fem 18 T. Fallot 62 40 14 365
38 E.V.P.C. Masc 16 T. Fallot 90 36 12,3 321
39 A.F.0.S. Masc 28 A. Pulmonar 63 62 18,6 196
40 G.H.L.S. Masc 15 T. Fallot 72 38 12,7 448
41 G.B.A. Masc 13 C. univ. 84 39 13,2 443
42 I.D.P.A. Fem 23 C. univ. 84 43 14,4 467
43 G.P.M.F. Masc 57 DATVP 91 44 14,8 170
44 G.G.S.S. Masc 12 T. Fallot 91 41 13,4 410
45 L.R.F. Fem 84 A. Pulmonar 78 51 18,3 213

Continua
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Continuacéao

Tabela 7 - Caracteristicas dos pacientes portadores de cardiopatias
congénitas cianogénicas, no momento pré (basal), e suas variaveis
(Saturacao periférica de oxigénio, hematdcrito, hemoglobina e plaquetas)

N° Paciente Sexo Idade Diagndstico PO, Ht Hb P3Iaq 3
(meses) (%) (%) (g/dL) x10°/mm
Pré (Basal)

46 C.C.S.T. Fem 82 A. Pulmonar 81 43 14,9 156
a7 R.S.M. Fem 32 C. univ. 72 44 115 308
48 M.F.P. Masc 51 A. Pulmonar 79 50 16,9 339
49 S.S.F. Fem 44 A. Pulmonar 80 40 13,4 328
50 M.V.S. Fem 59 A. Pulmonar 80 50 16,9 321
51 T.LF.B.R. Masc 28 C. univ. 75 45 15,6 313
52 J.A.S. Fem 84 C. univ. 79 51 18 219
53 N.V.G. Fem 40 A. Pulmonar 80 53 18,1 149
54 G.J.M. Masc 39 A. Pulmonar 80 45 16,2 234
55 L.O.J. Masc 14 A. Pulmonar 78 42 15 208
56 M.J.B.G. Masc 66 C. univ. 88 49 17,2 234
57 S.S.S. Fem 80 A. Pulmonar 71 44 15,2 195
58 M.L.M. Masc 31 TGA 78 45 16,2 369
59 M.S. Masc 37 T. Fallot 82 45 15,9 392
Média 78 a7 15,8 309
D.P. 8 7 2,2 110
Mediana 80 46 16,0 316
Minimo 53 34 115 116
Méaximo 91 70 23,0 727

N°= nimero de entrada do paciente no estudo; SpO, = Saturagdo
periférica de oxigénio; Ht = hematdcrito; Hb = hemoglobina; Plaq =
namero de plaquetas; Fem = feminino; Masc = masculino; T. Fallot =
Tetralogia de Fallot; C. univ. = Coracdo com fisiologia univentricular; A.
Pulmonar = Atresia pulmonar; DATVP = Drenagem an6mala total de veias
pulmonares; TGA = Transposicdo das grandes artérias. D.P. = Desvio
padrao.
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Tabela 8 - Caracteristicas dos pacientes portadores de cardiopatias
congénitas cianogénicas, no momento pos 48 horas de cirurgia, e suas
variaveis (saturacdo periférica de oxigénio, hematocrito, hemoglobina e
plaguetas)

. . . Sat O, Ht Hb Plaq

N°  Nome Diagndstico Dias %) %) (gldl) x10¥mm°®
Pos 48h

1 N.SA. T. Fallot 2 95 27 8,7 129
2 ARFR. C. univ. 2 78 51 171 165
3 ER.O. C. univ. 2 87 39 12,9 206
5 G.V.S.S. C. univ. 2 85 40 12,5 173
6 L.J.S.N. T. Fallot 2 100 33 10,8 154
9 JC.S.R C. univ. 2 91 38 12,2 210
10 H.F.L. C. univ. 2 97 39 12,8 115
11 T.R.C. C. univ. 2 72 50 15,6 342
12 M.B.S. A. Pulmonar 2 86 27 8,3 141
13 D.G.S. C. univ. 2 81 35 12 163
14 M.S.0.C. A.Pulmonar 2 96 29 9,1 106
15 A.C.V.0. A. Pulmonar 2 83 35 11,4 148
16 B.P.S. A. Pulmonar SC SC SC SC SC
17 T.F.D. C. univ. 4 920 36 12,4 90
18 G.F.N. C. univ. 4 85 32 10,1 281
19 O.AM.C. T. Fallot 3 100 38 12,6 128
20 L.G.S. C. univ. 2 88 33 10,6 770
21 V.AF.S. T. Fallot Obito  Obito  Obito  Obito Obito
22 G.B.O.C. T. Fallot SC SC SC SC SC
23  L.N.P. C. univ. 2 88 36 12,3 137
24 M.L.S.G. C. univ. 2 79 32 10,8 239
25 J.V.0.S. C. univ. SC SC SC SC SC
26 L.RA. C. univ. 2 85 32 10,9 248
27 D.B.S. T. Fallot SC SC SC SC SC
28 K.C.S. T. Fallot 4 94 39 13,5 234
29 V.F.P. TGA SC SC SC SC SC
30 |.L.A. A. Pulmonar 3 96 31 10,5 88
31 M.E.AS. C. univ. 2 95 33 11,2 221
32 EAG. A. Pulmonar 2 83 38 12,7 250
33 M.AS.S. A Pulmonar 2 90 34 11,6 296
34 V.M.O.A. C. univ. 2 83 39 12,8 204
35 M.H.V.S. A. Pulmonar 3 73 43 14,3 194
36 J.P.G.D. C. univ. 2 89 39 12,6 38
37 N.OS. T. Fallot 2 98 32 10,8 138
38 E.V.P.C. T. Fallot 3 93 27 8,8 16,9
39 AF.0.S. A.Pulmonar 2 92 40 12,4 236
40 G.H.L.S. T.Fallot 2 97 35 11,4 109
41 G.B.A C. univ. 2 93 32 10,1 168
42 |.D.P.A. C. univ. 2 95 37 12,1 154
43 G.P.M.F. DATVP 2 95 22 6,7 93

Continua
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Continuacéao

Tabela 8 - Caracteristicas dos pacientes portadores de cardiopatias
congénitas cianogénicas, no momento pos 48 horas de cirurgia, e suas
variaveis (saturacdo periférica de oxigénio, hematocrito, hemoglobina e
plaguetas)

. o . Sat O3 Ht Hb Plaq
N°  Nome Diagndstico Dias %) %) (gldl) x10¥mm®
Pos 48h
44 G.G.S.S. T. Fallot 3 97 32 10 231
45 L.R.F. A. Pulmonar 2 98 46 15,5 160
46 C.C.S.T. A.Pulmonar 2 90 28 9,3 88
47 R.S.M. C. univ. 2 97 46 13,2 128
48 M.F.P. A. Pulmonar 2 99 42 13,2 149
49 S.S.F. A. Pulmonar 2 84 34 10,5 214
50 M.V.S. A. Pulmonar 2 94 34 11 267
51 T..B.R. C. univ. 3 87 31 9,9 194
52  J.AS. C. univ. 2 90 38 12,8 134
53 N.V.G. A. Pulmonar 3 80 50 16,2 132
54 G.J.M. A. Pulmonar 2 98 28 9,1 114
55 L.0J. A.Pulmonar Obito Obito Obito Obito Obito
56 M.J.B.G. C. univ. Obito  Obito  Obito  Obito Obito
57 S.S.S. A. Pulmonar 3 71 39 13,3 128
58 M.L.M. TGA 5 83 35 11,6 381
59 M.S. T. Fallot 2 100 28 9,2 169
Média 2 90 36 11,7 185
D.P. 1 8 6 2,1 113
Mediana 2 90 35 11,6 162
Minimo 2 71 22 6,7 17
Maximo 5 100 51 17,1 770

N°= nimero de entrada do paciente no estudo; Dias = dias
decorridos entre a cirurgia e a coleta; SpO, = Saturacao periférica de
oxigénio; Ht = hematdcrito; Hb = hemoglobina; Plag = niamero de
plaquetas; T. Fallot = Tetralogia de Fallot; C. univ. = Coracdo com
fisiologia univentricular; A. Pulmonar = Atresia pulmonar; DATVP =
Drenagem an6mala total de veias pulmonares; TGA = Transposicao
das grandes artérias. SC = sem cirurgia; D.P. = Desvio padréao.
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Tabela 9 - Caracteristicas dos pacientes portadores de cardiopatias
congénitas cianogénicas, no momento pos 30 dias de cirurgia, e suas
variaveis (Saturacdo periférica de oxigénio, hematoécrito, hemoglobina e
plaguetas)

. , . SpO2 Ht Hb Plaq

N°  Nome Diagnostico  Dias (%) %) (g/dL)  x10%mm?
Pos 30d

1 N.SA. T. Fallot 28 92 42 13,1 374
2 ARFR. C. univ. 28 82 47 16,9 176
3 E.R.O. C. univ. 18 79 42 13,1 531
5 G.V.S.s. C. univ. 30 89 37 111 310
6 L.J.S.N. T. Fallot 30 97 37 12,8 581
9 J.CSR. C. univ. 30 98 36 11,4 587
10 H.F.L. C. univ. 28 90 41 13 223
11 T.R.C. C. univ. 43 72 44 13,3 549
12 M.B.S. A. Pulmonar 29 88 46 14,3 477
13 D.G.S. C. univ. Aus  Aus Aus Aus Aus
14 M.S.0.C. A. Pulmonar 25 97 32 10,2 465
15 A.C.V.0. A. Pulmonar 18 100 34 11,2 429
16 B.P.S. A. Pulmonar SC SC SC SC SC
17 T.F.D. C. univ. 28 86 37 12,2 531
18 G.F.N. C. univ. 27 83 46 14,5 525
19 O.AM.C. T. Fallot 18 96 37 12,3 512
20 L.GS. C. univ. 29 88 41 12,9 252
21 V.AF.S. T. Fallot Obito Obito  Obito Obito Obito
22 G.B.O.C. T. Fallot SC SC SC SC SC
23  L.N.P. C. univ. 41 83 41 14,4 588
24 M.L.S.G. C. univ. 20 80 39 12,9 551
25 JV.0.Ss. C. univ. SC SC SC SC SC
26 L.RA. C. univ. 27 78 43 14,6 367
27 D.B.S. T. Fallot SC SC SC SC SC
28 K.C.S. T. Fallot 27 96 38 13,1 544
29 V.F.P. TGA SC SC SC SC SC
30 ILL.A. A. Pulmonar 62 97 31 11,2 279
31 M.EAS. C. univ. 22 86 39 12,8 349
32 E.AG. A. Pulmonar 54 86 45 15 190
33 M.AS.S. A Pulmonar 30 95 34 11,1 582
34 V.M.O.A. C. univ. 28 80 37 11,6 469
35 M.H.V.S. A. Pulmonar 28 67 50 17 228
36 J.P.G.D. C. univ. 28 98 27 8,9 264
37 N.O.S. T. Fallot 26 98 29 9,3 400
38 E.V.P.C. T. Fallot 27 96 36 11,8 416
39 AF.0.S. A Pulmonar 28 83 30 8,7 453
40 G.H.L.S. T. Fallot 42 97 34 10,7 425
41 G.B.A. C. univ. 23 77 33 10,8 676
42 |.D.P.A. C. univ. 33 94 42 13,9 362
43 G.P.M.F. DATVP 30 97 30 9,3 294

Continua
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Continuacéao

Tabela 9 - Caracteristicas dos pacientes portadores de cardiopatias
congénitas cianogénicas, no momento pos 30 dias de cirurgia, e suas
variaveis (Saturacdo periférica de oxigénio, hematoécrito, hemoglobina e
plaguetas)

. . . SpO: Ht Hb Plaq
N°  Nome Diagnostico  Dias (%) %) (g/dL)  x10%mm?
Pés 30d
44 G.G.S.S. T. Fallot Aus  Aus Aus Aus Aus
45 L.R.F. A. Pulmonar 49 96 40 13,5 215
46 C.C.S.T. A.Pulmonar 30 87 30 9,6 211
47 R.S.M. C. univ. 22 95 37 10,8 338
48 M.F.P. A. Pulmonar 28 98 35 11,4 118
49 S.S.F. A. Pulmonar 29 81 41 13,7 337
50 M.V.S. A. Pulmonar 26 86 43 14,7 510
51 T..B.R. C. univ. 105 80 44 16,4 309
52 J.AS. C. univ. Aus  Aus Aus Aus Aus
53 N.V.G. A. Pulmonar 117 82 46 15,7 178
54 G.J.M. A. Pulmonar 62 95 36 12,5 220
55 L.0.J. A. Pulmonar Obito Obito  Obito Obito Obito
56 M.J.B.G. C. univ. Obito Obito  Obito Obito Obito
57 S.S.S. A. Pulmonar 14 78 44 14,8 239
58 M.L.M. TGA 41 82 41 13,8 442
59 M.S. T. Fallot 38 98 39 13,2 373
Média 34 88 39 12,7 388
D.P. 20 8 5 2,1 141
Mediana 28 88 39 12,9 374
Minimo 14 67 27 8,7 118
Méaximo 117 100 50 17,0 676

N°= nGmero de entrada do paciente no estudo; Dias = dias decorridos
entre a cirurgia e a coleta; SpO, = Saturacao periférica de oxigénio; Ht
= hematocrito; Hb = hemoglobina; Plag = niumero de plaquetas; T.
Fallot = Tetralogia de Fallot; C. univ. = Coracdo com fisiologia
univentricular; A. Pulmonar = Atresia pulmonar; DATVP = Drenagem
andmala total de veias pulmonares; TGA = Transposi¢ao das grandes
artérias. SC = sem cirurgia; Aus = Ausente; D.P. = Desvio padrao.
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Tabela 10 - Determinacéo do antigeno do FVW (FVW:AQ)
FVW:Ag (U/dL)

N° Paciente Pré  Pés 48h Pés 30d
1 N.S.A. 79 181 149
2 A.RF.R. 130 239 86
3 E.R.O. 88 206 185
5 G.V.S.S. 89 298 94
6 L.J.S.N. 84 101 89
9 J.C.S.R. 98 252 75
10 H.F.L. 94 324 95
11 T.R.C. 101 318 95
12 M.B.S. 63 99 87
14 M.S.0.C. 51 89 58
15 A.C.\V.O. 70 240 68
17 T.F.D. 94 319 110
18 G.F.N. 54 198 78
19 O.AM.C. 67 262 87
20 L.G.S. 51 91 76
23 L.N.P. 73 230 82
24 M.l.S.G. 82 253 84
26 L.R.A. 62 96 78
28 K.C.S. 85 192 209
30 I.L.A. 71 208 77
31 M.E.AS. 143 212 203
32 E.A.G. 51 59 49
33 M.A.S.S. 77 255 73
34 V.M.O.A. 159 324 297
35 M.H.V.S. 63 81 80
36 J.P.G.D. 82 300 267
37 N.O.S. 67 250 71
38 E.V.P.C. 51 188 65
39 A.F.O.S. 71 243 142
40 G.H.L.S. 67 204 73
41 G.B.A. 79 250 89
42 I.D.P.A. 94 262 104
43 G.P.M.F. 101 236 107
45 L.R.F. 93 327 113
46 C.CST. 69 211 96
47 R.S.M. 85 168 91
48 M.F.P. 78 246 97
49 S.S.F. 68 134 84
50 M.V.S. 69 129 79
51 T.I.B.R. 71 221 83
53 N.V.G. 64 185 59
54 G.J.M. 57 244 76
57 S.S.S. 77 177 86
58 M.L.M. 72 167 82
59 M.S. 75 141 79
Média 79 209 102
D.P. 22 72 52
Mediana 75 212 86
Minimo 51 59 49
Maximo 159 327 297
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Tabela 11 - Determinacéo da atividade da ADAMTS-13
ADAMTS-13 (%)

N° Paciente Pré P6s 48h Pés 30d
01 N.S.A. 90 166 97
02 A.RF.R. 89 122 69
03 E.R.O. 78 154 88
05 G.V.S.S. 62 113 70
06 L.J.S.N. 86 199 94
09 J.C.S.R. 83 157 164
10 H.F.L. 118 205 144
11 T.R.C. 140 303 211
12 M.B.S. 64 137 101
14 M.S.O.C. 41 165 101
15 A.C.V.O. 63 167 69
17 T.F.D. 92 182 88
18 G.F.N. 37 103 93
19 O.A.M.C. 57 152 67
20 L.G.S. 28 96 63
23 L.N.P. 34 70 24
24 M.I.S.G. 57 184 124
26 L.R.A. 13 148 69
28 K.C.S. 57 68 36
30 I.L.A. 64 148 88
31 M.E.A.S. 69 116 97
32 E.A.G. 42 55 42
33 M.A.S.S. 75 137 67
34 V.M.O.A. 73 139 94
35 M.H.V.S. 55 93 82
36 J.P.G.D. 97 178 281
37 N.O.S. 56 273 160
38 E.V.P.C. 45 178 137
39 A.F.O.S. 44 65 58
40 G.H.L.S. 39 114 49
41 G.B.A. 46 96 47
42 I.D.P.A. 33 79 35
43 G.P.M.F. 47 46 31
45 L.R.F. 99 271 91
46 C.C.S.T. 64 148 109
47 R.S.M. 50 155 73
48 M.F.P. 79 277 119
49 S.S.F. 102 172 101
50 M.V.S. 56 135 60
51 T.I.B.R. 61 113 85
53 N.V.G. 69 98 56
54 G.J.M. 77 158 61
57 S.S.S. 58 94 69
58 M.L.M. 47 84 53
59 M.S. 56 117 77
Média 64 143 89
D.P. 25 59 47
Mediana 61 139 82
Minimo 13 46 24
Maximo 140 303 281
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Tabela 12 - Avaliacdo da presenca de Inibidores de ADAMTS-13

Atividade da ADAMTS-13 — Avaliacdo da presenca de inibidor (%)

N° Paciente Basal Calculo P/A Poés 48h Calculo P/A P6s30d Calculo P/A
1 N.S.A. 84 135 A 89 249 A 134 145 A
2 ARF.R 131 133 A 113 183 A 133 103 P
3 E.R.O. 104 117 A 167 231 A 92 132 A
5 G.V.SS. 72 93 A 74 169 A 73 106 A
6 L.J.S.N. 66 130 A 140 299 A 88 140 A
9 JCSR. 99 125 A 113 235 A 133 246 A
10 H.F.L. 101 176 A 141 308 A 129 215 A
11 T.R.C. 105 209 A 193 454 A 123 317 A
12 M.B.S. 75 96 A 116 206 A 114 151 A
14 M.S.0.C. 114 62 P 150 248 A 90 151 A
15 A.CV.0. 107 95 P 124 251 A 94 104 A
17 T.F.D. 96 138 A 121 273 A 105 132 A
18 G.F.N. 79 55 P 90 154 A 93 139 A
19 O.AM.C. 95 86 P 108 228 A 89 101 A
20 L.G.S. 66 42 P 102 144 A 107 95 P
23 L.N.P. 91 51 P 113 105 P 87 37 P
24 M.I.S.G. 92 86 P 148 276 A 119 186 A
26 L.R.A. 66 19 P 112 221 A 62 103 A
28 K.C.S. 102 86 P 102 101 P 134 54 P
30 I.L.A. 72 96 A 92 223 A 80 131 A
31 M.E.AS. 118 104 P 146 174 A 103 145 A
32 E.A.G. 42 63 A 42 83 A 55 64 A
33 M.AS.S. 87 113 A 126 205 A 118 100 P
34 V.M.O.A. 104 109 A 139 209 A 112 140 A
35 M.HV.S. 85 82 P 102 140 A 108 122 A
36 J.P.G.D. 83 146 A 121 267 A 160 421 A
37 N.O.S. 97 83 P 158 410 A 138 240 A
38 E.V.P.C. 84 67 P 119 267 A 138 206 A
39 AF.OS. 75 66 P 104 98 P 82 87 A
40 G.H.L.S. 61 59 P 141 171 A 96 74 P
41 G.B.A. 83 69 P 130 144 A 63 71 A
42 |.D.P.A. 129 49 P 226 118 P 124 53 P
43 G.P.M.F. 139 70 P 147 70 P 123 47 P
45 L.R.F. 108 149 A 192 407 A 107 137 A
46 C.C.S.T. 79 96 A 116 222 A 115 164 A
47 R.S.M. 119 75 P 172 233 A 116 110 P
48 M.F.P. 71 119 A 129 416 A 84 179 A
49 S.S.F. 71 153 A 127 258 A 68 152 A
50 M.V.S. 58 84 A 76 203 A 57 90 A
51 T.I.B.R. 98 92 P 109 170 A 75 127 A
53 N.V.G. 87 104 A 87 147 A 86 84 P
54  G.J.M. 77 116 A 110 238 A 91 92 A
57 S.S.S. 73 87 A 84 140 A 77 103 A
58 M.L.M. 77 70 P 86 126 A 75 79 A
59 M.S. 68 84 A 91 176 A 101 116 A
Média 89 96 122 214 101 133
D.P. 21 37 34 88 25 71
Mediana 85 92 116 209 101 122
Minimo 42 19 42 70 55 37
Maximo 139 209 226 454 160 421

P = presenca de inibidor; A = auséncia de inibidor; D.P. = Desvio padréo
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Tabela 13 - Determinacéo de proteinas do imunoprecipitado do FVYW

Proteinas do imunoprecipitado do FVW (mg/mL)

N° Paciente Basal P6s 48h  Pés 30d
1 N.S.A. 25,76 23,88 26,17
2 A.R.F.R. 25,13 26,96 24,41
3 E.R.O. 28,78 30,06 30,51
5 G.V.S.S. 31,76 29,03 32,34
6 L.J.S.N. 34,44 37,45 35,16
9 J.C.S.R. 28,19 26,29 29,00
10 H.F.L. 35,64 31,61 31,53
11 T.R.C. 29,75 28,52 32,01
12 M.B.S. 32,53 28,20 32,00
14 M.S.O.C. 28,72 31,88 32,92
15 A.C.V.O. 32,81 39,66 34,54
17 T.F.D. 40,52 33,64 34,85
18 G.F.N. 36,20 35,68 33,34
19 O.A.M.C. 31,49 27,39 34,51
20 L.G.S. 37,79 34,66 35,99
23 L.N.P. 38,05 31,74 34,63
24 M.I.S.G. 53,11 21,30 27,88
26 L.R.A. 32,41 29,78 32,99
28 K.C.S. 34,13 36,25 33,61
30 I.L.A. 28,71 28,34 25,84
31 M.E.A.S. 31,28 33,63 38,17
32 E.A.G. 37,44 40,40 32,63
33 M.A.S.S. 22,43 24,36 28,51
34 V.M.O.A. 28,04 28,91 32,94
35 M.H.V.S. 30,45 32,36 36,53
36 J.P.G.D. 54,64 32,16 28,31
37 N.O.S. 31,83 29,20 32,89
38 E.V.P.C. 38,03 35,46 44,57
39 A.F.O.S. 30,99 27,42 29,12
40 G.H.L.S. 26,14 20,61 24,29
41 G.B.A. 28,89 23,33 29,50
42 I.D.P.A. 30,28 27,60 25,34
43 G.P.M.F. 23,36 26,52 30,84
45 L.R.F. 26,33 28,66 24,35
46 C.C.S.T. 24,62 25,64 23,28
47 R.S.M. 20,91 20,21 27,31
48 M.F.P. 32,26 24,22 22,89
49 S.S.F. 30,06 26,18 34,64
50 M.V.S. 25,47 27,59 25,33
51 T.I.B.R. 28,29 33,71 31,11
53 N.V.G. 32,28 33,59 25,64
54 G.J.M. 29,54 31,84 37,84
57 S.S.S. 25,48 25,48 23,80
58 M.L.M. 29,98 29,03 34,16
59 M.S. 36,15 37,03 37,90
Média 31,58 29,72 31,02
D.P. 6,59 4,85 4,80
Mediana 30,45 29,03 32,00
Minimo 20,91 20,21 22,89
Maximo 54,64 40,40 44,57
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Tabela 14 — Densidade normalizada do padrédo de fragmentacdo do FVW
dos pacientes no momento pré (basal)

Padréao de fragmentacéo do FVW (densida de)

N° Paciente Basal Basal Basal Basal Basal
140kDa 176kDa 189kDa 205kDa 225 kDa
1 N.S.A. 0,868 1,490 1,967 2,106 1,275
2 A.R.F.R. 0,075 0,350 1,118 1,044 0,747
3 E.R.O. 5,169 0,999 0,956 1,124 0,960
5 G.V.S.S. 0,226 0,560 0,678 0,518 0,705
6 L.J.S.N. 0,702 0,999 0,656 0,602 0,915
9 J.C.S.R. 2,250 2,546 2,058 1,694 1,204
10 H.F.L. 0,290 0,312 0,326 0,380 0,718
11 T.R.C. 14,732 2,359 2,430 2,546 0,538
12 M.B.S. 1,902 0,629 0,518 0,838 0,685
14 M.S.O.C. 0,117 0,109 0,097 0,177 0,322
15 A.C.V.O. 0,315 0,284 0,192 0,136 0,974
17 T.F.D. 8,788 0,637 0,842 0,879 0,826
18 G.F.N. 0,378 0,610 0,604 0,630 0,795
19 O.A.M.C. 0,186 0,220 0,205 0,110 0,327
20 L.G.S. 0,407 0,262 0,421 0,417 0,716
23 L.N.P. 0,811 0,499 0,316 0,564 0,826
24 M.I.S.G. 0,247 0,516 0,511 0,519 0,859
26 L.R.A. 1,497 0,779 0,661 0,785 0,845
28 K.C.S. 3,277 0,885 1,046 1,008 1,266
30 I.L.A. 1,375 3,069 2,358 2,433 1,374
31 M.E.A.S. 0,308 2,243 1,972 1,436 0,757
32 E.AG. 0,129 0,311 0,478 0,375 0,584
33 M.A.S.S. 0,322 0,683 0,567 0,804 0,803
34 V.M.O.A. 1,170 1,936 1,293 1,175 1,203
35 M.H.V.S. 0,333 1,245 1,323 0,924 0,777
36 J.P.G.D. 0,148 1,281 1,258 1,247 1,212
37 N.O.S. 0,184 0,680 0,677 0,613 0,536
38 E.V.P.C. 0,022 0,164 0,252 0,240 0,532
39 A.F.O.S. 0,195 0,287 0,353 0,359 0,434
40 G.H.L.S. 0,082 0,389 0,710 0,559 0,720
41 G.B.A. 0,245 0,631 0,630 0,626 0,677
42 I.D.P.A. 1,688 0,756 0,723 0,690 0,825
43 G.P.M.F. 0,677 1,548 1,865 1,631 1,413
45 L.R.F. 2,082 0,619 0,595 0,763 0,711
46 C.C.S.T. 0,383 0,697 0,747 0,556 0,905
47 R.S.M. 0,455 0,657 0,613 0,709 0,694
48 M.F.P. 5,552 0,612 0,501 0,756 1,022
49 S.S.F. 1,411 0,814 0,719 1,044 0,805
50 M.V.S. 0,841 0,339 0,705 0,325 0,374
51 T.I.B.R. 0,842 0,950 0,336 0,947 1,104
53 N.V.G. 0,255 0,481 0,426 0,786 0,715
54 G.J.M. 0,479 0,494 0,528 0,596 0,994
57 S.S.S. 0,495 0,666 0,718 0,879 1,023
58 M.L.M. 4,793 0,469 0,717 0,681 0,847
59 M.S. 0,090 0,086 0,072 0,130 0,300
Média 1,484 0,826 0,816 0,830 0,819
D.P. 2,678 0,673 0,591 0,553 0,274
Mediana 0,455 0,631 0,661 0,709 0,803
Minimo 0,022 0,086 0,072 0,110 0,300

Maximo 14,732 3,069 2,430 2,546 1,413
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Tabela 15 — Densidade normalizada do padrdo de fragmentacdo do FVW
dos pacientes no momento pos 48 horas de cirurgia

Padréao de fragmentacéao do FVW (densidad e)
P6s48h P6s48h  P6s48h  Pos48h  Pos 48h

o .
N Paciente ;1 0kpa 176kDa 189 kDa 205kDa 225 kDa

1 N.S.A. 1,868 0,898 2,106 1,837 0,956
2 ARFR. 0,660 2,736 1,387 1,448 1,087
3 E.R.O. 0,472 0,916 0,959 1,515 1,020
5 G.V.S.S. 0,687 0,965 0,858 0,846 0,863
6 LJSN. 0,515 1,006 1,121 0,736 1,166
9 JC.S.R. 21,800 6,139 3,635 2,813 1,581
10 H.F.L. 0,562 0,609 0,431 0,448 0,845
11 TR.C. 0,625 0,360 0,522 0,715 0,820
12 M.B.S. 2,843 1,156 0,937 1,342 0,684
14 M.S.O.C. 0911 0,688 0,975 1,391 0,991
15 ACV.0. 1,562 2,328 1,457 1,007 1,172
17 T.F.D. 0,591 0,015 0,143 0,141 0,326
18 G.F.N. 0,019 0,044 0,071 0,084 0,303
19 OAMC. 0,042 0,178 0,178 0,174 0,429
20 L.G.S. 0,213 0,708 0,777 0,913 1,099
23 L.N.P. 0,888 0,709 0,493 0,807 0,941
24 M.I.S.G. 0,489 0,617 0,574 0,756 0,839
26 LRA. 0,667 1,703 0,871 1,387 1,103
28 K.C.S. 0,197 0,454 0,581 0,950 1,117
30 LLA. 0,591 1,467 1,407 1,425 1,004
31 M.EAS. 0,339 2,563 2,118 1,596 1,127
32 E.A.G. 0,201 0,397 0,450 0,461 0,572
33 MAS.S. 0,263 1,721 1,381 1,335 0,738
34 V.M.OA. 0,133 0,734 0,612 0,520 0,883
35 MHV.S. 0,077 1,703 0,827 0,444 0,227
36 JP.GD. 1,036 2,659 1,323 0,962 1,314
37 N.O.S. 0,233 2,653 1,458 1,501 1,142
38 EV.P.C. 0,011 0,029 0,038 0,069 0,330
39 AF.0S. 0,997 1,595 0,884 1,007 0,936
40 GHLS. 0459 1,276 1,230 1,744 1,382
41 G.BA. 0,340 0,830 0,712 1,111 0,783
42 ID.P.A. 0,795 1,056 0,838 0,837 0,873
43 GP.MF. 0,457 1,394 1,554 1,366 1,364
45 LR.F. 17,852 1,380 1,093 1,399 1,147
46 CCST. 0125 1,859 1,652 1,026 1,060
47 R.S.M. 0,313 0,548 0,969 1,322 1,064
48 M.F.P. 5,931 1,847 0,963 2,368 1,570
49 S.S.F. 2,133 1,242 1,451 1,281 1,111
50 M.V.S. 0,189 0,473 0,968 0,390 0,588
51 TIBR. 1,292 3,902 1,885 1,742 2,832
53 N.V.G. 0,429 0,774 0,954 1,398 1,159
54 G.JM. 2,618 1,694 1,823 1,743 1,371
57 S.S.S. 1,437 1,501 1,590 1,265 1,013
58 M.L.M. 0,837 0,164 0,282 0,347 0,588
59 M.S. 0,433 0,565 0,379 0,645 0,754
Média 1,670 1,295 1,043 1,084 0,986
D.P. 4,109 1,118 0,659 0,590 0,426
Mediana 0,562 1,006 0,959 1,007 1,013

Minimo 0,011 0,015 0,038 0,069 0,227

Maximo 21,800 6,139 3,635 2,813 2,832
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Tabela 16 — Densidade normalizada do padrdo de fragmentacdo do FVW
dos pacientes no momento pos 30 dias.

Padréao de fragmentacéo do FVW (densidad e)

N° Paciente P6s 30d Pé6s 30d P6s 30d P6s 30d P6s 30d

140 kDa 176 kDa 189 kDa 205 kDa 225 kDa
1 N.S.A. 2,026 2,258 3,017 2,353 1,385
2 A.R.F.R. 0,190 0,488 0,794 0,725 0,671
3 E.R.O. 0,698 0,580 0,651 0,767 0,856
5 G.V.S.S. 0,218 1,561 1,027 0,637 1,112
6 L.J.S.N. 0,467 1,211 0,863 0,800 1,158
9 J.C.S.R. 12,650 7,102 3,199 3,731 1,705
10 H.F.L. 0,783 0,843 0,809 1,021 1,170
11 T.R.C. 1,696 2,029 2,148 2,355 1,307
12 M.B.S. 0,392 0,322 0,305 0,422 0,483
14 M.S.O.C. 0,086 0,180 0,167 0,195 0,454
15 A.C.V.O. 0,417 0,355 0,269 0,186 0,688
17 T.F.D. 0,417 1,245 0,804 0,828 0,875
18 G.F.N. 0,008 0,080 0,068 0,086 0,416
19 O.AM.C. 0,028 0,086 0,055 0,047 0,207
20 L.G.S. 0,080 0,180 0,267 0,332 0,695
23 L.N.P. 0,362 0,170 0,106 0,197 0,538
24 M.I.S.G. 0,065 0,455 0,458 0,627 0,746
26 L.R.A. 0,913 0,980 0,779 0,878 0,937
28 K.C.S. 0,448 0,815 0,568 0,908 0,980
30 .L.A. 0,511 1,295 1,133 1,266 1,061
31 M.E.A.S. 0,375 1,364 1,016 1,683 1,104
32 E.A.G. 0,133 0,302 0,345 0,347 0,617
33 M.A.S.S. 0,344 0,738 0,882 0,910 0,906
34 V.M.O.A. 0,400 0,903 0,751 0,655 0,965
35 M.H.V.S. 0,068 1,389 0,913 0,412 0,419
36 J.P.G.D. 0,055 1,523 1,379 1,825 1,144
37 N.O.S. 0,699 0,708 0,539 0,731 0,585
38 E.V.P.C. 0,022 0,106 0,125 0,232 0,852
39 A.F.O.S. 0,180 1,043 0,640 0,709 0,720
40 G.H.L.S. 0,146 0,184 0,656 0,556 0,906
41 G.B.A. 0,118 0,195 0,229 0,299 0,450
42 I.D.P.A. 1,465 0,828 1,042 1,214 1,352
43 G.P.M.F. 0,050 1,788 1,847 1,839 1,003
45 L.R.F. 6,016 1,158 1,197 1,039 0,805
46 C.CS.T. 0,268 2,090 1,549 0,965 0,823
47 R.S.M. 0,084 0,668 0,526 0,838 1,042
48 M.F.P. 0,741 1,777 2,030 1,487 2,641
49 S.S.F. 1,175 0,985 0,933 0,885 0,966
50 M.V.S. 0,297 0,496 0,749 0,440 0,420
51 T.I.B.R. 0,727 0,347 0,417 0,702 0,641
53 N.V.G. 0,944 0,579 0,583 0,946 0,804
54 G.J.M. 0,502 0,647 0,285 0,467 0,746
57 S.S.S. 0,618 0,916 0,743 0,895 0,818
58 M.L.M. 10,413 0,762 0,855 0,954 0,865
59 M.S. 1,464 1,063 0,731 0,953 0,921
Média 1,106 0,995 0,854 0,896 0,888
D.P. 2,474 1,095 0,690 0,689 0,399
Mediana 0,400 0,815 0,749 0,800 0,856
Minimo 0,008 0,080 0,055 0,047 0,207
Maximo 12,650 7,102 3,199 3,731 2,641
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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