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VALADARES, Daniela Flosi. A influéncia do sistema ABO sobre o Fator de von
Willebrand e o seu pro-peptideo FVW:AgIl. 2016. 58f. Trabalho de conclusédo de curso
(Bacharel em Biomedicina) — Centro Universitario Sdo Camilo, Sdo Paulo, 2016.

O Fator de von Willebrand (FVW) é uma proteina envolvida na hemostasia, responsavel
por mediar a adesdo e agregacdo plaquetaria em eventos de lesdo vascular. Essa
proteina é sintetizada na forma de pré-pr6-FVW e contém um peptideo sinal, um proé-
peptideo conhecido como FVW:Agll e uma subunidade madura. A subunidade madura
e 0 pro-peptideo sdo secretados na corrente sanguinea em quantidades equimolares,
porém, apresentam meia-vida diferentes. O FVW é considerado um marcador classico
de lesdo endotelial, embora se saiba que seus niveis podem ser influenciados por
algumas condi¢Bes, como idade, hormbénios e o grupo sanguineo ABO. Ja o seu pro-
peptideo (FVW:Agll) parece nao sofrer influéncia desse grupo sanguineo. Nesse
trabalho investigamos a influéncia do sistema ABO sobre as variaveis FVW:Ag e
FVW:Agll em uma populacdo de 117 individuos saudaveis, doadores de sangue da
Fundacdo Pro-Sangue Hemocentro de Sdo Paulo. Os individuos foram divididos em
dois grupos: “O” e “Nao O”. As concentracfes antigénicas do FVW:Ag e FVW:AglII
foram determinadas por ELISA e a razdo entre as proteinas FVW:AgIlI/FVW:Ag, nos
individuos “O” e “Nao O” foi determinada por calculos matematicos. Foi observada uma
diminuicdo significante na concentracdo de FVW:Ag nos individuos do grupo “O” em
relacdo ao grupo “Ndo O” (98,64 + 2,95 vs 99,66 + 1,84 UldL™Y; p=0,0423). Ja o
FVW:Agll ndo variou de maneira significante entre os grupos. A razdo entre as
proteinas FVWAgQII/FVW:Ag também ndo variou de maneira significativa entre os
grupos. Esses resultados nos mostram que o sistema ABO influencia a concentragéo
plasmatica do FVW maduro e ndo a concentracao do pro-peptideo FVW:AglIl. Isso faria
do FVW:Agll um melhor marcador de lesdo endotelial, uma vez que além de ndo ser
consumido pela agregacéo plaquetéria, ndo sofre influéncia do grupo sanguineo ABO.

Palavras chaves: Fator de von Willebrand; Hemostasia; Lesdes do sistema vascular;
Proteinas sanguineas; Sistema do grupo sanguineo ABO; Pro-peptideo FVW:AgII.



VALADARES, Daniela Flosi. ABO blood group influence on von Willebrand Factor and
its propeptide VWF:Agll. 2016. 58p. Dissertation (Bachelor of Biomedicine) — Centro
Universitario S&o Camilo, Sdo Paulo, 2016

Von Willebrand Factor (VWF) is a protein involved in homeostasis that mediates platelet
adhesion and aggregation in events of vascular injury. This protein is synthesized as
pre-pro-VWF and contains a signal peptide, a propeptide known as pro-VWF or
VWEF:Agll and a mature subunit. These two last molecules are secreted into the
bloodstream in equimolar amounts but have different half-lives. VWF is considered a
classic marker of endothelial injury, even though it's levels can be influenced by certain
conditions, such as age, hormones and blood group. On the other hand, it's propeptide
(VWF:Agll) does not seem to be influenced by blood group. In this study we investigated
the influence of ABO blood system on VWF variables: VWF:Ag and VWF:Agll in a
healthy population of 117 individuals, blood donors at Fundacdo Pr6 Sangue
Hemocentro de Sdo Paulo. The subjects were divided into two groups: "O" and "Non O".
Antigenic concentrations of VWF:Ag and VWF:Agll were determined by ELISA and
based on these results we determine the ratio between FVW:Agll / VWF:Ag in
individuals "O" and "Non O". We observed a significant decrease in VWF:Ag
concentration in group "O" as opposed to "Non O" (98.64 £+ 2.95 vs 99.66 + 1.84 IU / dL;
p = 0, 0423). VWF:Agll did not vary significantly between groups. The ratio of
FVW:AgIlI/VWF:Ag did not vary significantly between groups either. These results show
that ABO blood system influences plasma concentration of mature VWF but not its
propeptide, making VWF:Agll a better marker of endothelial injury.

Keywords: von Willebrand Factor; Homeostasis; Vascular injury; Blood proteins; ABO
blood group system; Propeptide VWF:AglIl.
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1 INTRODUCAO

O Fator de von Willebrand (FVW) é uma proteina fundamental no processo de
coagulacdo e, portanto, na hemostasia. Essa proteina é produzida por células
endoteliais e megacarioécitos, e por isso € utilizada como marcador de disfuncéo
endotelial, apresentando significancia clinica no diagnéstico e acompanhamento de
doencas vasculares (GIRIBELA et al., 2011). Seus niveis plasmaticos podem, no
entanto, sofrer influéncia de algumas variaveis, como o grupo sanguineo ABO, género e
idade (LIP, 1997). Assim, recentemente, estudos tém surgido propondo outros
marcadores menos influenciaveis para a avaliacdo de doencas vasculares (MAHAT; A
ZAIDAH; MARAINA, 2015).

O FVW ¢é sintetizado na forma de pré-pro-FVW, uma proteina precursora do
FVW que contém um peptideo sinal, um pro-peptideo e uma subunidade madura
(Figura 6). Durante o processo de sintese, ocorre a clivagem do pré-peptideo e séo
liberadas duas moléculas, o pré-peptideo e o FVW maduro (WIT; VAN MOURIK, 2001).

O FVW é considerado um marcador classico de lesdo endotelial, embora se
saiba que seus niveis podem ser influenciados por algumas condi¢cdes, como idade,
hormonios e o grupo sanguineo ABO. Sua associa¢cdo com o processo de formacéo de
trombos sugere que altas concentracbes de FVW podem ser um indicador de

aterosclerose ou trombose (LIP, 1997).

Estudos anteriores demonstraram que, ndo s6 o FVW:Ag, mas também o seu
pro-peptideo encontram-se elevados em doencas vasculares associadas a disfuncao
endotelial. Sendo assim, recentemente o seu pro-peptideo (ou FVW:Agll) tem sido
proposto como um possivel marcador de lesdo endotelial, uma vez que parece nao
sofrer influencia do sistema ABO (MAHAT; A ZAIDAH; MARAINA, 2015).

No Brasil, as doencas cardiovasculares estdo entre as principais causas de
morte, sendo responsaveis por cerca de 20% de todas as mortes em individuos acima
de 30 anos (GUIMARAES et al, 2015). Sendo assim, a anélise do pré-peptideo do FVW

como um possivel biomarcador de lesdo endotelial torna-se uma alternativa para o
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diagnostico ou como um indicador de progressédo dessas doencas (MAHAT; A ZAIDAH,;
MARAINA, 2015).

1.1 Sistema sanguineo ABO

O sistema ABO é considerado o0 mais importante sistema de grupos sanguineos
na medicina clinica transfusional (BATISSOCO; NOVARETTI, 2003). Esses antigenos
(A, B e H) sdao moléculas de carboidratos complexas, presentes em hemacias,
plaguetas e diversas proteinas circulantes no sangue, além do endotélio, rins, coracao,

intestinos, pancreas e pulmdes (FUNG et al., 2014).

O sistema ABO apresenta 4 fendtipos principais: A, B, O e AB, que séo
determinados pela presenca ou auséncia de dois antigenos (A e B) na membrana
eritrocitaria. Esses antigenos sédo determinados por acucares que sdo adicionados
sobre um precursor, o antigeno H, por enzimas especificas, conforme demonstrado na
figura 1 (FUNG et al., 2014).

O gene do ABO esta localizado no brago longo do cromossomo 9 e apresenta
sete éxons. Foram definidos 4 genes: Al, A2, B e O, que codificam duas enzimas
glicosiltransferases A e B. Cada uma dessas enzimas adiciona um acucar ao antigeno
H, que é um carboidrato produzido por uma enzima a-2-fucosiltransferase, codificada
no lécus FUT1 do cromossomo 19, sendo independente do lécus ABO (BATISSOCO;
NOVARETTI, 2003).

A transferase A (1,3 N acetilgalactosaminil transferase) adiciona um acucar N-
acetil galactosamina a galactose subterminal do antigeno H, produzindo o antigeno A,
enguanto a transferase B (a-1,3 galactosil transferase) adiciona um agucar galactose, a
mesma galactose subterminal do antigeno H, produzindo o antigeno B. Individuos do
grupo AB apresentam ambas estruturas. O gendtipo O ndo produz uma transferase
ativa, pois apresenta uma sequéncia de DNA idéntica a do gene A, exceto pela delecéo

de uma base nitrogenada guanina na posicdo 261 do éxon 6, o que resulta em uma
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proteina truncada. Como consequéncia, individuos O expressam apenas o antigeno H

da estrutura precursora (FUNG et al., 2014).

Figura 1: Estrutura dos carboidratos do sistema sanguineo ABO.
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Fonte: Modificada de (BOHMIG et al, 2015)

A frequéncia dos antigenos ABO varia em diferentes popula¢bes, conforme
demonstrado nos quadros 1 e 2. Segundo Batissoco e Novaretti (2003), a frequéncia
dos antigenos ABO nos doadores de sangue da Fundacdo Pr6-Sangue / Hemocentro
de Sao Paulo varia de acordo com o quadro abaixo:

Quadro 1: Frequéncia fenotipica do Sistema de Grupo ABO (percentual) em 2.462
doadores de sangue na Fundagao Pré-Sangue Hemocentro de S&o Paulo.

Fendtipo Caucasianos Mulatos Negros Total
O 46,52 53,20 47,94 49,23

A 39,45 29,63 31,96 33,71

B 11,51 13,78 16,60 13,39

AB 2,52 3,39 3,50 3,13

Fonte: (BATISSOCO; NOVARETTI, 2003)
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A andlise de outras populagbes mostrou que o fenétipo O apresenta-se como o
mais constante e AB o fendtipo mais raro, com alguma variacdo na frequéncia de
individuos dos tipos A e B, conforme quadro abaixo que apresenta dados de estudos
conduzidos na populacéo Indiana por Agrawal et al. (2014), na populacao da Etiopia por
Atire (2015) e na populacao Italiana por Carpeggiani et al. (2010).

Quadro 2: Frequéncia fenotipica do Sistema de Grupo ABO (percentual) nas populacfes
indiana, etiope e italiana

Fendtipo Indianos Etiopes Italianos
@) 37,12 44,49 43,3
A 22,88 26,32 41,4
B 32,26 26,32 44,2
AB 7,74 2,87 4,1

Fonte: (AGRAWAL et al., 2014), (ATIRE, 2015) e (CARPEGGIANI et al., 2010).

Embora sejam conhecidos como antigenos da membrana eritrocitaria, os
carboidratos A e B sao expressos em uma variedade de tecidos. Além disso, o0 sistema
sanguineo ABO influencia de maneira significativa o processo de hemostasia, conforme
descrito por Preston e Barr em 1964 e confirmado por estudos subsequentes
(FRANCHINI et al., 2012).

A influéncia do sistema sanguineo ABO sobre a hemostasia é refletida nos niveis
plasmaticos de duas glicoproteinas da coagulagéo, o FVW e o fator VIl da coagulagéo
(FRANCHINI et al., 2012). Embora esse mecanismo nao esteja bem estabelecido,
estudos sugerem que modificacbes na estrutura do FVW podem influenciar na sua
protedlise. Dessa maneira, a adicdo de carboidratos do sistema sanguineo ABO ao
FVW poderia influenciar sua meia-vida, afetando seu catabolismo (JENKINS;
O 'DONNELL, 2006).

A habilidade de sintetizar e adicionar carboidratos sobre os diferentes tecidos é
determinada geneticamente e varia entre individuos. Essa variacdo é refletida no
namero de copias de antigenos ABH que varia entre os individuos dos tipos A, B, AB e

O (FUNG et al., 2014). O’'Donnell (2002) demonstrou que existe uma relagéo entre o
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genotipo ABO, a expressdo das transferases e o nimero de copias dos antigenos ABH
expressos no FVW circulante.

Segundo O’Donnell (2002), os antigenos ABH sdo encontrados nas cadeias de
oligossacarideos N-ligadas do FVW, de acordo com o tipo sanguineo do individuo. Um
de seus estudos comparou o0 numero de cépias do antigeno H presente no FVW de
individuos O e A com o nivel plasméatico de FVW desses individuos, Os autores
observaram que a quantidade de antigenos H expressos no FVW é inversamente
proporcional ao nivel plasmatico dessa proteina em individuos do grupo O, os quais
expressam apenas 0 antigeno H da estrutura precursora. Assim, foi proposto que a
presenca do antigeno H aumentaria a depuracdo do FVW, sendo esse um possivel

mecanismo de influéncia do ABO sobre o FVW.

1.2 Endotélio vascular

Os vasos sanguineos sao formados por camadas denominadas tunicas (Figura
2). Existem trés tunicas: a mais interna, chamada tunica intima, uma intermediaria
chamada tlnica média e uma mais externa, chamada tanica adventicia (BAHIA et al.,
2006).

Figura 2: Endotélio Vascular

Tunica intima:
__— Endotélio ——
. Camada subendotelial—._
B ___—Membrana elastica interna )
Tunica média

s

Valvula

——— Membrana elastica externa
—— Tanica externa

Artéria Veia
‘— Rede de :

capilares

Fonte: (CAI; HARRISON, 2000).


http://antranik.org/wp-content/uploads/2011/12/blood-vessels-tunica-intima-endothelium-subendothelial-layer-internal-or-external-elastic-membrane-tunica-media-externa-basement-membrane-artery-vein-capillary-bed.jpg
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O endotélio vascular, que forma a tlnica intima, é um tecido localizado entre o
limen vascular e a parede do vaso. Esse tecido participa do controle do tdnus vascular,
da coagulacdo e fibrindlise local, além de interagir com leucdcitos e plaquetas. O
endotélio € composto por uma unica camada de células epiteliais pavimentosas que
repousam sobre uma lamina basal. Essa camada de células cobre toda a superficie
interna dos vasos sanguineos, separando o sangue circulante dos tecidos (BAHIA et
al., 2006).

O endotélio € um érgéo ativo que responde a cada estimulo fisico ou quimico
liberando substancias com o objetivo de manter o equilibrio vasomotor e hemostatico
do tecido vascular. Em resposta a esses estimulos, o endotélio saudavel produz uma
série de fatores que regulam o tébnus vascular, adesdo celular, proliferacédo celular e
inflamacédo. Além disso, o endotélio regula a hemostasia, uma vez que produz
componentes pré e antitromboticos. A manutencdo da hemostasia por meio desses
componentes € essencial para garantir o fluxo sanguineo dentro dos vasos e impedir a
formacao de trombos (ESPER et al., 2006).

As células endoteliais sdo reguladoras da hemostasia sendo que o equilibrio
entre suas atividades anti e pro-trombéticas determina se ocorre formacao, propagacao
ou dissolugcdo do trombo. Em seu estado normal, o endotélio exerce uma funcéo
anticoagulante que contribui para a fluidez do sangue, expressando fatores que inibem
a agregacao plaquetaria, a coagulagédo e promovem fibrindlise, como a trombomodulina
e o inibidor da via do fator tecidual. Mediante lesdo vascular, esse equilibrio se altera e
o endotélio assume um estado pré coagulante, no qual, frente a lesdo endotelial, as
plaguetas entram em contato com a matriz extracelular subendotelial e a ela se mantém
aderidas mediante acdo do FVW que interage tanto com o coladgeno exposto no
endotélio lesado, quanto com as plaguetas, por meio da ligagdo ao receptor de
glicoproteina GPIb permitindo sua adesdo ao vaso lesado. A adesdo € seguida da
agregacao plaquetaria, que ocorre por intermédio do FVW, que atua como ponte entre
plaguetas por meio da ligagdo ao receptor de glicoproteina GPIIb/llla, conforme
esquema a seguir (ROSENBERG, 2002).
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Figura 3: Esquema didatico da adeséo e agregacao plaquetéria.

Atividade Pré-coagulante [ y )
Pro-trombina

Trombina ; Va/Xa

Plaqueta colageno

Trombina

Fibrinogénio / |

/|

Granulos Receptores

Ativagao

Gplib/illa ® Gplb —V-IX

Cél. endotelial lesada
A
Matriz

Cél. endotelial  subendotelial

r N

Colageno

Fvw
et ad

Legenda: ADP: adenosina difosfato; TSP: trombospondina; PDGF: fator de
crescimento derivado de plaquetas. Fonte: (LEUNG, 2007)

Existem diversos testes clinicos que avaliam inUmeros aspectos do endotélio
normal e ativado. Esses testes avaliam moléculas endoteliais na circulagdo periférica,
incluindo citocinas inflamatdrias, 6xido nitrico, moléculas de adesédo, reguladores de
trombose e marcadores de dano ou reparo endotelial. Uma dessas moléculas € o FVW,
que é liberado na circulacdo pelas células endoteliais em evento de lesdo vascular e

participa da ativacao plaquetaria e do processo de coagulacdo (GIRIBELA et al., 2011).

1.3 Coagulacéo

A coagulacéo € uma série de reacdes quimicas que convertem pré-enzimas em
enzimas denominadas fatores da coagulacdo, que sdo numerados de | a XllI. A
ativacdo desses fatores é iniciada pelo endotélio ativado e culmina na formacéo do
agregado estavel de plaquetas (SMITH, 2009).
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Mediante a injaria do endotélio (células endoteliais estimuladas ou danificadas), a
coagulacao ativada pode ser drasticamente amplificada e o equilibrio entre os sistemas
de coagulacao e fibrindlise € perdido. Nesse cenario a atividade coagulante excede a

atividade anticoagulante e a resposta fibrinolitica (EPSTEIN et al., 1992).

1.3.1 Modelo cléssico

O modelo classico da cascata de coagulacao foi introduzido por Macfarlane e
Davie & Ratnoff em 1964 e divide os eventos da coagulacdo em duas vias: a intrinseca,
na qual todos os componentes estdo presentes no sangue, e a extrinseca, na qual &
necesséaria a presenca do fator tissular (FT), proteina presente na membrana celular
subendotelial. Nesse modelo, a ativacdo de um fator leva a ativacéo de outro fator até a
eventual formacéo da trombina (FRANCO, 2001).

A via intrinseca se inicia apés a interacdo do fator XIl com a superficie negativa
do endotélio, ap6s um evento de lesdo vascular. Além do fator Xll, € necessaria a
presenca do fator XlI, da pré-calicreina e do cininogénio de alto peso molecular
(HMWK). O FXlla converte o FXI inativo em sua forma ativa. Esse por sua vez ativa o
FIX. O fator FIX em conjunto com o FVIIl ativado pela trombina e ions calcio, na
presenca de fosfolipideos carregados negativamente, formam um complexo que cliva o
FX tornando-o ativo (FERREIRA et al., 2010).

A via extrinseca é desencadeada quando o tecido lesado libera fator tecidual
(FT), o qual forma um complexo com o FVII na presenca de ions calcio. Esse complexo
atua sobre o fator X convertendo-o em FX ativado. Assim sendo, tanto a via intrinseca
como a via extrinseca convergem na formagcdo do FX ativado. A partir dai ocorre a
conversao de protrombina em trombina que por sua vez participa da conversdo de

fibrinogénio em fibrina, conforme ilustrado na figura a seguir (FERREIRA et al., 2010).
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Figura 4: Modelo classico da cascata da coagulacdo, proposto por Davie e Ratnoff em
1964 — modificado.

Via intrinseca Via extrinseca

X7 Saxila
[~ > Caze
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Protrombina .~~~ Trombina

Fibrindgeno / \/ .

> Fibrina
N\ + Lila

COAGULO

Fonte: (MORAN; VIELE 2005)

1.3.2 Conceito atual de coagulacéao

Atualmente considera-se a coagulagdo como um sistema multifacetado no qual
participam componentes celulares e moleculares. Esse novo modelo é dividido em trés
etapas denominadas iniciacdo, amplificacdo e propagacdo (Figura 5) (HOFFMAN;
MONROE, 2001).

A fase de iniciagdo marca o inicio da coagulacdo sanguinea e se inicia quando
uma leséo na parede do vaso sanguineo expde o fator tissular (FT) — uma proteina de

membrana celular presente no tecido subendotelial e necessaria para a iniciacdo da
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cascata de coagulacdo — ao plasma sanguineo. O fator VIl presente no plasma se liga
ao fator tissular e é ativado. O complexo formado pelo FVII/FT ativa tanto o fator X
quanto o fator IX. O fator Xa ativa o fator V, que por sua vez se associa ao fator Xa e
forma o complexo protrombinase (FXa/FVa). O complexo protrombinase tem papel
importante tanto na ativacao plaquetéria quanto na ativagéo do fator VIl durante a fase
de amplificacdo (HOFFMAN; MONROE, 2001).

Durante a fase de amplificacdo, a lesdo vascular permite a adesao plaguetaria a
matriz extra-vascular no local da lesdo. A adeséo plaquetéaria ao colageno subendotelial
€ mediada pela glicoproteina la/lla e pelo FVW, que serve de ponte entre as plaguetas
e a fibra de colageno. O processo de ligacdo a matriz inicia a ativacdo das plaquetas e
dos fatores V, VIl e XI. As plaquetas ativadas liberam FVW de alto peso molecular e
fator V de seus granulos alfa, esse ultimo por sua vez é ativado pela trombina ou pelo
fator Xa (HOFFMAN; MONROE, 2001).

Uma vez ativadas as plaquetas e os cofatores V e VIl que a elas permanecem
ligados, € iniciada a fase de propagacdo, que é caracterizada por um aumento na
geracdo de trombina. O complexo tenases (FVllla/IXa) formado quando o FIXa se liga
ao seu receptor na superficie das plaquetas, ativa o fator X. O fator Xa associa-se ao
fator Va e forma o complexo protrombinase (FXa/FVa). Nesse momento um grande
namero de plaquetas € recrutado para o local da lesdo. Além disso, devido ao aumento
na concentragdo dos fatores que compdem o complexo tenases (FVllla/FIXa) e
protrombinases (FXa/FVa), uma grande quantidade de protrombina € convertida em
trombina que por sua vez converte fibrinogénio em fibrina, permitindo a polimerizacéo
de uma rede que resulta na formacdo de um coagulo estavel de fibrina (HOFFMAN;
MONROE, 2001).
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Figura 5: Modelo atual da coagulagéo
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1.3.3 Fibrindlise

A fibrindlise é o processo que garante o restabelecimento do fluxo sanguineo
dentro do vaso por meio da remocao da rede de fibrina. O processo se inicia com a

ativacdo do plasminogénio (PLG), uma pro-enzima inerte sintetizada principalmente no
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figado, que é convertida em plasmina por duas vias de ativacdo. A primeira é ativada
pelo ativador tissular de PLG (tPA) que é produzido pela célula endotelial em resposta a
ativacdo da coagulacdo. A segunda via depende do uPA (ativador de plasminogénio
tipo uroquinase), também produzido pela célula endotelial em resposta a ativacao da
coagulacdo. Assim o PLG é convertido em plasmina, uma serino protease que degrada
a rede de fibrina em produtos soltveis (FRANCO, 2001).

Os dois ativadores tém alta especificidade de ligagdo ao plasminogénio e
promovem hidrélise de uma uUnica ponte peptidica (Arg560-Val561), que resulta na
formacao da plasmina. Também participa dessa via a Anexina 2, que € secretada pelas
células endoteliais e se liga tanto ao PLG quanto ao tPA, agindo como cofator na
geracdo de plasmina. Além disso, parte da plasmina circulante € gerada por meio das
proteinas coagulantes calicreina e FXla que ativam diretamente o PLG (FRANCO,
2001).

Embora a plasmina degrade ndo somente a fibrina, mas também o fibrinogénio,
fator V e fator VIIl, em condi¢des fisiologicas, a fibrindlise se restringe a remocédo do
excesso de fibrina localizado no local da lesdo de maneira controlada, n&o se
estendendo de maneira sistémica (FRANCO, 2001).

1.4 Fator de von Willebrand

O FVW é uma proteina multimérica de alto peso molecular envolvida na
hemostasia, sendo responsavel por mediar a adesdo e agregacao plaquetaria em
eventos de lesdo vascular, além de ser a proteina carreadora do FVIII (LAWRIE et al.,
2013).

O gene que codifica o FVW esta localizado no braco curto do cromossomo 12,
apresenta 178 kb e contém 52 éxons. Sua sintese ocorre nas ceélulas endoteliais e
megacariocitos e envolve um numero complexo de etapas, incluindo dimerizacao,
polimerizacao, glicacdo e clivagem do pro-peptideo (Figura 6) (VISCHER et al., 1999).
No processo de sintese o0 mRNA codifica um precursor com 2813 aminoacidos,

conhecido como pré-pr6-FVW, que contém um peptideo sinal composto por 22
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aminoacidos, seguido de um pro-peptideo de 741 aminoacidos conhecido como pro-
FVW ou antigeno Il, e uma subunidade madura de 2050 aminoacidos. Inicialmente
ocorre a remocao do peptideo sinal e sdo formados dimeros no reticulo endoplasmatico
por meio de pontes dissulfeto formadas entre as regides C-terminal de suas
subunidades. O entdo pro-dimero segue para o complexo de golgi onde os dimeros séo
agrupados por ligacbes dissulfeto entre as porcdes N-terminal e modificados por
glicacéo, formando os multimeros (GROENEVELD et al., 2014).

Figura 6: Sintese do Fator de von Willebrand
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Os multimeros do FVW apresentam tamanhos variados, sendo possivelmente a
maior proteina solavel. Sua subunidade principal tem 225kDa e suas subunidades sdo
organizadas em multimeros de até 20.000kDa de massa molecular. Essas subunidades
apresentam sitios de ligacédo para colageno, heparina, fator VIl e glicoproteinas GPIb e
GPllIb/llla, presentes nas plaquetas (Figura 7). Os multimeros de maior tamanho tém
um papel crucial na adesdo plaquetaria, por apresentarem maior nimero de sitios de
ligacdo a essas glicoproteinas. Assim se explica que na auséncia destes multimeros de

alto peso molecular ocorram hemorragias (LAWRIE et al., 2013).

Figura 7: Estrutura e sitios de ligagdo da molécula do FVW.
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Fonte: (MATSUI; HAMAKO, 2005).

Apébs sua sintese, o FVW tem destinos diferentes, dependendo de seu local de
producdo. Quando produzido pelas células endoteliais, é armazenado em estruturas
denominadas corpusculos de Weibel Palade e posteriormente secretado (HASSAN;
SAXENA; AHMAD, 2012). Os corpusculos de Weibel Palade sdo organelas de estoque
das células endoteliais que armazenam e liberam o FVW, além de apresentarem um
papel relacionado ao processo inflamatério, pois também armazenam P-selectina, uma

proteina que funciona como uma molécula de adesdo para leucdcitos. Quando
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produzido nos megacariocitos, o FVW é armazenado nos granulos a e secretado em
resposta a estimulos fisiolégicos (JOAO, 2001) como histamina, toxina Shiga, fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-8 (IL-8) e interleucina-6 (IL-6) (TONACO et
al., 2010).

No plasma o FVW forma um complexo com o Fator VIII, protegendo-o contra
degradacdo proteolitica pela proteina C ativada, enquanto o pré-peptideo ou antigeno |
circula livre, ja tendo se dissociado do FVW ainda no reticulo endoplasmatico. Tanto o
FVW quanto o antigeno Il sdo secretados em quantidades equimolares, porém
apresentam meia-vida diferentes. Enquanto a meia-vida do FVW:Agll é de

aproximadamente 2 horas, a meia-vida do FVW varia entre 8 e 12 horas (JOAO, 2001).

O fator VIII inativo, carregado pelo FVW, é uma proteina que quando ativada
converte o fator X em sua forma ativada, o fator Xa. Essa proteina é produzida em
varios tecidos, entre eles figado, rins, linfonodos e baco e, ao ser liberado na corrente
sanguinea, se liga ao FVW com alta afinidade por meio de uma ligacdo entre o dominio
D do FVW e a cadeia leve do FVIII, formando um complexo ndo covalente que impede
a degradacao do FVIII (LENTING et al., 1998). Esse complexo se desfaz quando o FVIIi
é clivado pela trombina e ativado, sofrendo uma mudancga conformacional que reduz
sua afinidade pelo FVW, culminando na liberacdo do FVIII no plasma (TERRAUBE;
ODONNELL; JENKINS, 2010).

Embora o FVW possa ser influenciado por alguns fatores como o grupo
sanguineo ABO, idade, horménios e algumas condicbes patoldgicas, ele €, ainda
assim, considerado um marcador classico de lesdo e/ou disfuncdo endotelial, uma vez
gue pode ser liberado em resposta a lesédo vascular. Por esse motivo ele é utilizado no
diagnoéstico de doencas trombo hemorragicas, como a Doenca de von Willebrand, na
qual deficiéncias no FVW comprometem a adeséo plaquetaria (LIP, 1997) e a Purpura
Trombocitopénica Trombdtica, caracterizada por um aumento da agregacao plaquetaria
gque pode ser causado pelo aumento da concentracdo de FVW de alto peso molecular,

gue tem uma maior afinidade pelas plaguetas (TONACO et al., 2010).
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7

No caso da Doenca de von Willebrand, € possivel identificar alteracdes
quantitativas ou qualitativas no FVW. As alteragbes qualitativas mais comuns estao
associadas a mutacbes genéticas que resultam na perda dos multimeros de peso
molecular alto e intermediario, por alteracdo no transporte intracelular dos multimeros,
por alteracdes na sua degradacgdo proteolitica, pela diminuicdo da afinidade de ligacéo
a Gplb ou ao fator VIl da coagulagéo, ou ainda pelo aumento da afinidade do FVW a
Gplb. Nesse ultimo caso, o aumento da afinidade do FVW pela GPIb esta associado a
um maior risco de hemorragia, pois 0s multimeros associam-se espontaneamente as
plaguetas, e a Gplb deixa de estar livre para mediar a adesdo plaguetaria em caso de
lesdo (SADLER, 2005).

Existem ainda as alteracdes quantitativas do FVW, nas quais sua producdo é
reduzida, ou, em casos mais graves, inexistente. Embora alguns pacientes possam ser
assintomaticos, a reducao nos niveis do FVW causa diminuicdo da adesao plaquetaria

e, consequentemente, alteracdes da hemostasia (JOAO, 2001).

A quantificacdo da proteina FVW pode ser feita por técnicas imunoenzimaticas
ou turbidimétricas (PINOL et al., 2007). Na primeira € utilizada uma placa sensibilizada
com anticorpos anti-FVW humano sob os quais se adiciona o soro ou plasma do
paciente a ser testado. Em seguida sédo adicionados anticorpos policlonais anti-FVW
humano marcado com peroxidase que se ligam aos anticorpos imobilizados. Adiciona-
se o substrato Tetrametilbenzidina (TMB) e com isso desenvolve-se uma coloragéo cuja
intensidade é medida em espectrofotbmetro e é proporcional a concentragdo de FVW
presente no meio (SADLER, 1994). Na segunda técnica a atividade do FVW é
determinada pelo aumento da turbidez produzida pela aglutinacdo das particulas de
latex em decorréncia da interacdo entre o receptor GPIb do FVW e os anticorpos
monoclonais (PINOL et al., 2007).

Ainda segundo Pinol (2007), a avaliacdo estrutural pode ser realizada por
eletroforese, ou de forma mais especifica, por Western Immunoblotting (LOPES;
SOARES; MAEDA, 2002). Essas ferramentas permitem avaliar a distribuicdo
multimérica do FVW, ou seja, a distribuicdo dos mesmos em relacdo ao seu tamanho

(pequenos, intermediarios ou grandes).
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1.4.1 Pro- peptideo do Fator de von Willebrand.

Conforme demonstrado na figura 4, o FVW é sintetizado como pré-pro-FVW,
uma proteina precursora do FVW gue contém um peptideo sinal, o pré-peptideo e a
subunidade madura. Os pro-peptideos de varias proteinas, como pré-somatostaina e
mieloperoxidase apresentam papel funcional no processamento de suas proteinas
maduras. Embora a funcdo do FVW:AgIl ndo esteja bem definida, € sabido que ele é
necessario para a multimerizacdo e armazenamento da proteina madura, uma vez que
ja foi demonstrado que o FVW expresso na auséncia do pré-peptideo nao €
armazenado nos corpusculos de Weibel Palade (JENKINS; O'DONNELL, 2006).

Quando clivado, o FVW:Agll permanece associado de maneira ndo covalente
aos multimeros maduros e ambos sdo armazenados em granulos intra-celulares como
0 corpusculo de Weibel Palade e os granulos a das plaquetas (WIT; VAN MOURIK,
2001).

Apés sua secrecdo o pro-peptideo circula de maneira livre no plasma em uma
concentracdo de aproximadamente 1 pg/mL, enquanto o FVW maduro apresenta-se em
uma concentracdo de aproximadamente 10 ug/mL. Além disso, essas proteinas
apresentam meia-vida distintas. Enquanto o FVW apresenta uma meia-vida de
aproximadamente 8 a 12 horas, esse valor se altera no caso do FVW:Agll para um
periodo de 2 a 3 horas. Além disso, diferente do FVW maduro, o FVW:Agll parece nao
sofrer influéncia do grupo sanguineo ABO, uma vez que ndo apresenta carboidratos
fixos a sua estrutura (JENKINS; O'DONNELL, 2006).

1.4.2 Relacéao entre o sistema ABO e as proteinas FVW, FVW:Agll e FVIII.

Varios fatores influenciam a concentracdo plasmética do Fator de von
Willebrand, e dentre eles o grupo sanguineo ABO é considerado um dos fatores de
maior influéncia (SOUSA, 2004). Os valores laboratoriais normais para o FVW:Ag

encontram-se entre 50-150 Ul.dL-! e sua referéncia normal é fixada em 100 Ul.dL-!
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(Quadro 3) (ODONNELL; LAFFAN, 2001). No entanto, varios autores apontam que
individuos do grupo sanguineo O apresentam uma concentracdo de FVW:Ag até 34%
mais baixa quando comparados aos outros grupos sanguineos, enquanto os individuos
do grupo AB apresentam os maiores niveis de FVW entre todos 0s tipos sanguineos,
seguidos dos individuos do grupo B e A, respectivamente. Essas varia¢des, conforme
demonstradas no quadro abaixo, dificultam o diagndstico de algumas condi¢des, como
a Doenca de von Willebrand tipo I, na qual o paciente apresenta alteracdes
quantitativas nos niveis plasmaticos de FVW, uma vez que em condi¢cdes normais, a

quantificacdo do FVW:Ag em individuos do grupo O pode estar abaixo de 50 Ul.dL-".

Quadro 3 — Relacdo entre os fenétipos ABO e o0s niveis plasmaticos de FVW:Ag
(UI. dL-1) em estudo realizado com 328 individuos.

N=328
o Grupo O Grupo A Grupo B Grupo AB
individuos
FVW:Ag
77,3 114,7 102,8 136,7
(Ul.dL-1)

Fonte: (O'DONNELL; LAFFAN, 2001)

Os carboidratos do sistema de grupo sanguineo ABO sao expressos em Varios
tecidos. No FVW esses carboidratos sédo adicionados as cadeias de oligossacarideos
da regido N-terminal no compartimento pos-Golgi das células endoteliais, antes da
secrecdo do FVW. Essa glicacao contempla aproximadamente 19% do peso do FVW e
pode influenciar sua meia-vida, afetando seu catabolismo (JENKINS; O'DONNELL,
2006).

Estudos sugerem que modificagbes na estrutura do FVW podem influenciar seu
catabolismo. E sabido que o FVW circula no plasma em forma de multimeros de
tamanhos heterogéneos, que sao regulados pela atividade proteolitica de uma protease
produzida no figado chamada ADAMTS13 (uma desintegrina e metaloproteinase com
dominios trombospondina-13), que fisiologicamente cliva o FVW reduzindo seu peso
molecular. Foi demostrado que o sistema ABO é relevante para a protedlise do FVW

pela ADAMTS13, possivelmente porque seu sitio de ligagcdo no FVW é flanqueado por
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sitios de glicagdo. Portanto, o sistema ABO também poderia influenciar o catabolismo
do FVW alterando sua susceptibilidade a ADAMTS13 (JENKINS; O'DONNELL, 2006).

Além do FVW, outras glicoproteinas plasmaticas que apresentam estruturas ABH
sdao o fator VIIl e as a-2-macroglobulinas. Segundo O’Donnell e Laffan (2001),
individuos do grupo O apresentam atividade do FVIII (FVIII:C) reduzida quando
comparados a outros individuos dos demais grupos sanguineos (A, B e AB), embora
entre esses ndo tenha sido identificada diferenga significativa nos niveis de FVIII:C,
(Quadro 4).

Quadro 4 — Relacao entre os fen6tipos ABO e 0s niveis plasméaticos FVIII:C (Ul dL-1) em
estudo realizado em 328 individuos.

N=328
o Grupo O Grupo A Grupo B Grupo AB
individuos
FVIII:C
131,8 162,5 155,5 170,9
(urdL-1)

Fonte: (O'DONNELL; LAFFAN, 2001)

Ja o pro-peptideo do FVW (FVW:AgIl) que é secretado em quantidades
equimolares ao FVW parece nao sofrer influéncia do sistema ABO (JENKINS;
O'DONNELL, 2006).

Levando em consideracao a relacao entre o grupo sanguineo ABO, o FVIll e o
FVW maduro, o estudo do FVW:Agll torna-se relevante, uma vez que esse parece nao
sofrer influéncia do grupo ABO, o que o torna um forte candidato a marcador de leséo e

disfuncéo endotelial.
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2 OBJETIVOS

Estudar a associacdo do grupo sanguineo ABO sobre as variaveis FVW:Ag e
FVW:Agll em uma populacdo de individuos saudaveis. Verificar a influéncia do sistema

ABO sobre essas variaveis.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Casuistica

O presente estudo foi realizado no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo — SP (HCFMUSP), no Banco de Sangue da
Fundacao Pro-Sangue Hemocentro de Séo Paulo. A populacdo estudada foi composta
por 117 doadores sadios, de ambos 0s sexos, separados posteriormente pelo grupo

sanguineo ABO em grupo “O” e “Nao O”, género e idade.

3.1.1 Aspectos éticos

O desenho do estudo foi analisado e aprovado pela Comissdo de Etica para
Andlise de Projetos CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (protocolo 0614/10). As
amostras (sangue venoso periférico) foram coletadas durante rotina do Banco de

Sangue, portanto sem desconforto adicional para o doador.

3.2 Procedimentos laboratoriais

3.2.1 Reagentes

O kit para determinacdo do FVW:Ag foi obtido da Diagndstica Stago (Asnieres,
Franca). A placa de ELISA foi obtida da Corning (Nova lorque, EUA). Os anticorpos
monoclonais utilizados para a determinacéo in house do FVW:Agll (CLB-Pro 35 e CLB-
Pro 14.3) foram adquiridos da Cell Science (Cantom, EUA). A albumina bovina foi
adquirida da Sigma (St. Louis, EUA). Os demais reagentes utilizados foram de altissimo

grau de pureza.
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3.2.2 Coleta com anticoagulante

A coleta do material (aproximadamente 10ml de sangue venoso periférico,
coletado em citrato de sddio 3,2%, 1/10 v/v), foi realizada mediante consentimento do

doador, durante procedimentos de rotina do Banco de Sangue.

O sangue coletado foi centrifugado a 2900g durante 20 minutos para a obtencéo

do plasma que foi aliguotado e congelado a -80°C até o momento da analise.

3.2.3 Determinacao dos antigenos FVW:Ag e FVW:Agll

As determinagdes das concentragdes de FVW:Ag e FVW:Agll foram realizadas
por ELISA, sendo o FVW:AgIl por ELISA in house e o FVW:Ag utilizando um kit
comercial (Stago: Asserachrom VWF:Ag), de acordo com as especificagdes do

fabricante.

O principio do ensaio de ELISA, representado na figura 8, envolve a aplicacédo
das amostras de plasma sobre uma placa sensibilizada com anticorpos anti-FVW
humano (policlonal para o FVW:Ag e monoclonal para o FVW:Agll). O FVW presente na
amostra de plasma se liga aos anticorpos anti-FVW fixados a placa, formando um
complexo. Em seguida, sdo adicionados anticorpos policlonais anti-FVW humano
ligados a peroxidase que se ligam aos antigenos imobilizados. Adiciona-se o substrato
da peroxidase, solucdo de tetrametilbenzidina (TMB). A reacdo € interrompida
acrescentando-se H,SO4 e a absorbancia é obtida em leitor de ELISA em comprimento
de onda 450nm, sabendo-se que a intensidade da coloracdo obtida é diretamente
proporcional a concentragdo de FVW presente no meio. Utiliza-se uma curva de
calibracdo com concentracfes crescentes e conhecidas das proteinas analisadas que

variam de 6,25 a 100Ul.dL™. Os resultados s&o apresentados em Ul.dL™.
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Figura 8: Esquema didatico do principio da técnica de ELISA.

T™B
Peroxidase R #*
|
Anticorpo de detecgdo
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Anticorpo de captura

Fonte: Dominio publico

Diferente do ELISA comercial para o FVW:Ag em que a placa ja vem
sensibilizada, no ELISA para o FVW:Agll in house a placa é sensibilizada no laboratério
utilizando um anticorpo monoclonal pro-VWFgll 763 CLB-Pro35, conforme fluxograma

exibido na figura 9.
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Figura 9: Técnica de ELISA para FVW:Agll, método in house.

Sensibilizar a placa com 100 ul do anticorpo CLB pro35 1:2000 em PBS. Incubar por 60" a
temperatura ambiente.

\Z

Lavar 3 vezes com 200ul de PBS.

A4

Bloguear com 200ul de BSA 2,5% em PBS. Incubar por 30' a temperatura ambiente.

\Z

Lavar 3 vezes com 200ul de PBS.

\Z

Preparar a curva de calibragdo utilizando um plasma de referéncia diluido em PBS + 0,5% BSA +
0,05% Tween (concentracgao inicial 100% e final 6,25%).

A4

Diluir 10ul das amostras de plasma em PBS + 0,5% BSA + 0,05% Tween (1:50)

\Z

Aplicar na placa de ELISA: 200ul da curva e 200ul das amostras, seguindo o mapa de ensaio.
Incubar por 120" a temperatura ambiente.

\Z

Lavar 3 vezes com 200ul de PBS.

\Z

Adicionar 100ul do anticorpo CLB prol4.3 conjugado a peroxidase, diluido em PBS + 0,5% BSA +
0,05% Tween (1:10000).

\Z

Lavar 3 vezes com 200ul de PBS.

\Z

Adicionar 100ul de TMB. Incubar por 10' a temperatura ambiente.

\Z

Parar a reagdo com 100ul de H,SO, 1,5M

\Z

Medir a absorbancia a 450nm utilizando o Spectra Max Paradigm ®.

PSB: tampéo fosfato salino; BSA: albumina de soro bovino; TMB: tetrametilbenzidina
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3.2.4 Célculo darazao entre FVW:Agll/FVW:Ag

Utilizando as concentracfes antigénicas do FVW:Agll e do FVW:Ag foi calculada

a raz&o matematica entre essas proteinas.

3.3 Analise dos resultados

As variaveis analisadas no estudo foram testadas com relacéo a sua aderéncia a
distribuicdo normal. Sendo a aderéncia satisfatoria, os resultados foram expressos em
meédia e desvio padrdo. Quando a aderéncia nao foi satisfatoria os resultados foram
apresentados em mediana e percentis 25% e 75%. Para os procedimentos néo
paramétricos, as comparacdes entre dois grupos foram testadas utilizando o teste
Mann-Whitney.

As comparacdes envolvendo mais de dois grupos foram feitas utilizando o teste
de analise de variancia (ANOVA) Kruskal Wallis. Quando o ANOVA mostrou que as
médias dos grupos ndo eram iguais, utilizou-se o procedimento de comparacgfes
multiplas de Dunn’s para identificar quais grupos eram responsaveis por essas

diferencas.

Para avaliar a presenca de associacao linear entre as variaveis em estudo, foram
construidos diagramas de dispersédo e calculados os coeficientes de correlacdo de

Spearman.

A analise estatistica e graficos foram elaborados utilizando o “GraphPad Prism”
(San Diego, CA, US) e as diferencas foram consideradas significantes quando o “p”
encontrado foi inferior a 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas gerais da amostra

Foram incluidos 117 individuos saudaveis, doadores de sangue no Banco de
Sangue da Fundacdo Pro6-Sangue Hemocentro de S&o Paulo, sendo 52 (44,4%) do
género feminino e 65 (55,5%) do género masculino, com mediana de idade de 38 anos,
variando entre 22 e 69 anos. Esses doadores foram divididos de acordo com o grupo
sanguineo ABO em grupo “O” e “Nao O”. O grupo “O” contou com 58 individuos
(49,6%), sendo 25 do género feminino (43,1%) e 33 do género masculino (56,9%), com
mediana de idade de 37 anos, variando entre 22 e 67. O grupo “Nao O” contou com 59
individuos (50,4%), sendo 27 do género feminino (45,8%) e 32 do género masculino
(54,2%), com mediana de idade de 40 anos, variando entre 24 e 69 anos. Os dados
individuais dos 117 doadores estdo apresentados no Apéndice, tabela A, paginas 50 a
52.

4.2 Proteina do Fator de von Willebrand (FVW:AQ)

A determinacdo da concentracdo plasmatica do FVW:Ag apresentou uma
diminuicao significante nos individuos do grupo “O” em relacdo ao grupo “Nao O” (98,64
+ 2,95 vs 99,66 + 1,84 ULdL™; p=0,0423), respectivamente (Figura 10). Os valores
individuais e as medidas de tendéncia central encontram-se no Apéndice, tabelas B e
C, paginas 53 a 56.
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Figura 10: Representacdo da mediana, dos percentis 25% e 75% e dos valores extremos
da determinacdo de FVW:Ag nos individuos dos grupos “O” e “Nédo O”. Teste Mann
Whitney.
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4.3 Pro-peptideo do Fator de von Willebrand (FVW:Agll)

Na determinacdo da proteina FVW:Agll, ndo foi observada diferenca significante
em sua concentracdo quando comparados os grupo “O” e “Nao O” (74,68 = 42,34 vs
83,04 + 43,95%; p=0,2940), respectivamente (Figura 11). Os valores individuais e as
medidas de tendéncia central encontram-se no Apéndice, tabelas B e C, paginas 53 a
56.

Figura 11: Representacdo da mediana, dos percentis 25% e 75% e dos valores extremos

da determinacdo de FVW:Agll nos individuos dos grupos “O” e “Nao O”. Teste Mann
Whitney.
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4.4 Razéo e correlacao entre FVW:Agll e FVYW:Ag

Utilizando as determinagbes das concentragbes antigénicas, foi calculada a
razdo entre as proteinas FVW:AgIl/FW:Ag. Nesse estudo ndo observamos diferenca
significante na razdo FVW:AgIl/FVW:Ag entre individuos do grupo “O” e “Nao O” (0,75 +
0,42 vs 0,83 + 0,44, p=0,3251), respectivamente (Figura 12).

Figura 12: representacdo em box plots da razdo entre as variaveis FVW:AgIlI/FVW:Ag.
Teste Mann Whitney.
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No estudo de correlagdo entre essas proteinas foi observada uma correlacédo
positiva e significante entre FVWAg x FVW:Agll no grupo “O” (r= 0,2760 e p=0,0360) e
nao significante no grupo “Nao O” (r= 0,07504 e p=0,5722); figura 13.

Figura 13: Analise individual do FVW:Agll (%) em funcdo da concentracdo antigénica do
FVW:Ag (Ul/dl) em individuos “O” (A) e “Nao O” (B). Teste Spearman.
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A estratificagdo do grupo “Nao O” em grupos A, B e AB permitiu que fosse

verificada uma variacdo significativa na concentragdo de FVW:Agll entre os quatro

grupos (O, A, B e AB; p=0,0022), sendo essa diferenca significante quando comparados

0s grupos O vs A e A vs B (p<0,05). A proteina FVW:Ag ndo apresentou variacao

significante quando comparados os quatro grupos (p=0,2080). A razdo entre as

proteinas FVW:AgIl/FVW:Ag apresentou diferencas significantes entre 0s grupos

(p=0,0025), sendo essa variacdo significante quando comparados os grupos Ovs Ae A

vs AB (p<0,05); tabela 1.

Tabela 1: Representacdo da mediana e dos desvios padrdo para as determinagdes das

proteinas FVW:Ag e FVW:Agll nos grupos O, A, B e AB.

Grupo “0” Grupo “Nao 0”
Variaveis
(N=58) A (N=23) B (N=24) AB (N=12) p*
FVW:Ag 98,64+ 2,95 99,79+ 2,30 99,55+ 1,31 99,60+ 1,72 0,2080
FVW:Agll 74,68+ 42,34%  104,64%33,89* 77,59+ 46,19t 52,55+ 33,90 0,0022
Razdo FVW:Agll/FVW:Ag 0,75+x0,42* 1,05+ 0,33*F 0,78+ 0,46 0,53+0,34% 0,0025

FVW:Ag: Fator de Von Willebrand, antigeno
FVW:AgIl: Fator de Von Willebrand, pré-peptideo
*ANOVA KrusKal_Wallis entre os 4 grupos.

** Dunn’s <0,05
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5 DISCUSSAO

O FVW:Ag é uma marcador de disfungdo endotelial comumente utilizado no
diagnostico de distarbios hemorragicos, como a Doenca de von Willebrand (DVW).
Altos niveis dessa proteina também sdo associados a doencas vasculares e disfuncao
endotelial. Embora o seu pro-peptideo ja seja utilizado em centros especializados em
hemostasia para diagnosticar alguns tipos de DVW, em geral, esse marcador ndo é
muito empregado na prética clinica relacionada a disfun¢des endoteliais (MAHAT; A
ZAIDAH; MARAINA, 2015).

Uma vez que o FVW:Ag e o FVW:Agll sdo secretados em quantidades
equimolares frente a um estimulo, e que o pré-peptideo, diferente da proteina madura,
nao é consumido pela agregacao plaquetaria, o FVW:Agll seria um possivel candidato
a marcador de lesdo endotelial. Sendo assim, € importante entender a fisiologia e as
diferencas entre 0 FVW:Ag e o seu pro-peptideo (MAHAT; A ZAIDAH; MARAINA,
2015).

Segundo Song (2015), o grupo sanguineo ABO esta associado com o
desenvolvimento de doencgas coronarianas, acidentes vasculares e tromboembolismo
venoso, em parte por influenciar os niveis de FVW e FVIII na circulacdo. Em nosso
estudo investigamos a influéncia do sistema de grupo sanguineo ABO sobre os niveis
plasmaticos de FVW:Ag e FVW:Agll em individuos saudaveis. Cada monémero do FVW
contém 12 sitios de N-glicacdo e 10 sitios de O-glicacdo em potencial. Inicialmente,
carboidratos ABO foram detectados nas cadeias N-ligadas, chegando a ocupar 13%
desses sitios, e recentemente foram identificados trés sitios de O-glicacdo que sao
modificados pelo ABO (SONG et al., 2015).

Nossos resultados mostram uma diminuicdo na concentragdo antigénica do
FVW:Ag nos individuos do grupo “O” em relacdo aos individuos do grupo “Nao O”, o
que é consistente com a literatura, conforme demostrando por Gill et al. (1987) em um
estudo com 1117 individuos normais que verificou que os niveis de FVW:Ag eram
menores em individuos do grupo “O” em relacdo a individuos do grupo “AB”. Desse

estudo surgiu a ideia de que a influéncia do sistema ABO sobre os niveis de FVW
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dificultasse o diagnéstico da Doenca de Von Willebrand do tipo 1, j& que individuos do
grupo O podem apresentar concentracdes de FVW:Ag abaixo de 50 ULdI™*, que é

considerado o limite inferior normal.

A explicacdo mais provavel para a reducao dos niveis de FVW em individuos do
grupo sanguineo O, segundo Franchini et al. (2007), envolve uma alteracdo em seu
catabolismo. Foi demonstrado por Mohlke et al. (1999) que os oligossacarideos
presentes na molécula do FVW sé&o relevantes para o processo de clearance hepatico,
tanto em modelos animais como em humanos. Alteracdes no padrdo de glicagcado do
FVW em camundongos que apresentavam uma expressao alterada do gene da N-
acetilgalactosaminil transferase resultaram em uma reducdo nos niveis de FVW,
provavelmente, segundo Mohlke et al. (1999), devido a um aumento em seu
catabolismo.

Essa hipotese foi reforcada por um estudo mais recente conduzido por O’Donnell
(2002) com 158 individuos que demonstrou que individuos do grupo “O” apresentam
concentracbes de FVW:Ag significantemente reduzidas quando comparados a
individuos do grupo “A”. Os autores quantificaram os determinantes antigénicos A e H,
pertencentes ao grupo sanguineo ABO e encontraram uma correlagdo positiva entre a
expressao da transferase A, o nUmero de cépias do antigeno A presentes no FVW e a
concentracdo plasmatica de FVW. Por outro lado, encontraram uma correlacéo inversa
entre a quantidade de antigenos H expressos no FVW e os niveis plasméaticos de FVW
em individuos do grupo O, 0s quais ndo apresentam o antigeno A. Com base nessas
observacoes, a teoria de que a variacdo nas concentracdes de FVW entre individuos de
diferentes grupos sanguineos do sistema ABO é resultado de uma diferenca em seu

catabolismo, e que esse processo € influenciado pela presenca de carboidratos do
grupo sanguineo ABO vem sendo bem aceita (KLARMANN et al., 2010).

Nesse estudo foi possivel verificar que, diferente da varidvel FVW:Ag, a
concentracdo plasmatica de FVW:Agll ndo variou de maneira consideravel entre os
grupos “O” e “Nao O”, o que é compativel com achados de outros estudos, como o de

Nossent et al. (2006) que quantificou o FVW:Agll em individuos normais e em pacientes
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anticoagulados apds um evento de trombose venosa profunda e encontrou niveis

similares de FVW:Agll nos individuos do grupo “O” e “Néo O”.

Embora secretados em quantidades equimolares, o FVW:Ag e seu pré-peptideo
circulam na corrente sanguinea como proteinas independentes. Enquanto a meia-vida
do FVW é de 8 a 12 horas, a do FVW:Agll € de aproximadamente 2 horas,
provavelmente em consequéncia das diferencas estruturais entre as duas moléculas
(ALBANEZ et al., 2016). Surge assim a hipétese de que a concentracdo plasmatica do
FVW:AgIl ndo varie de maneira significativa entre os grupos sanguineos ABO, como
acontece com o FVW:Ag, devido as diferencas estruturais entre as duas moléculas,
uma vez que o pro-peptideo parece ndo carregar os antigenos ABO, como acontece no
FVW. Sendo assim, a diferenca entre grupos sanguineos néo influenciaria a avaliagéo
do pré-peptideo (MAHAT; A ZAIDAH; MARAINA, 2015).

Dessa maneira, a quantificacdo do pro-peptideo, segundo van Mourik e Wit
(2001), poderia proporcionar um meio para avaliar a ativacdo de células endoteliais in
vivo de uma forma guantitativa e mais especifica, uma vez que o pro-peptideo, embora
secretado em quantidade equimolar ao FVW, ndo se prende ao tecido conjuntivo
subendotelial quando secretado, ou seja, seus niveis plasmaticos provavelmente
refletem com mais precisdo o processo de secrecdo endotelial do que os niveis de

FVW, podendo assim ser um importante biomarcador de fase aguda.

Utilizando as determinacdes das concentraces antigénicas € possivel calcular a
razao entre as proteinas FVW:AgIl/FW:Ag. Segundo van Mourik e Wit (2001), uma vez
que o FVW:Ag e o FVW:Agll sdo eliminados da circulagcdo em tempos diferentes, é
possivel utilizar essa varidvel para avaliar a extensdo da secrecdo pelas células

endoteliais em um espaco de tempo e calcular a meia vida do FVW.

Uma elevacdo na razdo entre FVW:AgII/FVW:Ag esta relacionada com uma
reducdo na meia-vida do FVW:Ag e € associada a alguns casos de DVW do tipo 1.
Embora estudos demonstrem um aumento na razdo entre FVW:AgII/FVW:Ag em
individuos saudaveis do grupo “O” em relacéo a individuos do grupo “Ndo O” (MAHAT;

A ZAIDAH; MARAINA, 2015) e atribuam essa variacdo a um aumento no catabolismo
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do grupo “O” causada pela presenca dos antigenos ABO (particularmente do antigeno
H) (GALLINARO et al., 2008), nesse estudo ndo observamos diferenca significante na
razao entre essas proteinas entre os grupos “O” e “Nao O”, possivelmente porque
devemos considerar que dentro do grupo “Nao O” existe uma variedade de numero de
individuos dos demais tipos sanguineos ABO (A, B, e AB), que sabemos conter
porcentagens diferentes do antigeno H.

Com a intencdo de entender melhor a relagdo entre as proteinas FVW:Ag e
FVW:AgIl nos grupos “O” e “Nao O” foi feita uma analise individual da correlagédo entre
essas proteinas. Observamos uma correlacdo positiva e significante entre elas no grupo
“O”, ao contrario do grupo “Nao O”, no qual a correlacdo ndo se mostrou significante,
provavelmente porque no grupo “Nao O” os diferentes fenétipos (A, B, e AB) tenham
concentracdes do antigeno H distintas entre si, 0 que nao ocorre no grupo “O”.

Na andlise do grupo “O” e “Nao O” em seus fendtipos A, B e AB néo verificamos
diferencas entre os quatro fenoétipos para a variavel FVW:Ag, provavelmente em

consequéncia do numero reduzido de individuos em cada grupo.

Na analise da proteina FVW:AgIl encontramos diferencas entre os quatro
fenétipos ABO, sendo que os individuos do grupo “O” apresentaram uma menor
concentracdo dessa proteina em relagdo ao fendtipo A e B. Podemos especular que
embora o FVW:Agll ndo sofra influéncia direta do grupo sanguineo ABO em sua
estrutura, ele pode sofrer uma influéncia na sua sintese. Essa teoria torna-se plausivel
quando observamos que a analise da razao entre os quatro fenétipos apresenta-se,
como j& esperado, menor no grupo AB, j& que esse tem uma maior concentracdo de
FVW:Ag.

Foi possivel observar uma variacao significativa entre a razdo FVW:Agll/FVW:Ag
entre os grupos “O” e “A” e entre os grupos “A” e “AB”. Conforme mencionado
anteriormente, a razado entre FVW:AgIlI/FVW:Ag esta diretamente relacionada ao
catabolismo do FVW:Ag. Ja foi proposto que um aumento na depuracdo do FVW:Ag em
individuos “O” estaria relacionada a presenca dos antigenos H (GALLINARO et al.,

2008). Da mesma maneira, a diferenca entres as razdes FVW:AgIl/FVW:Ag entre os
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grupos “A” e “AB” também estaria relacionada a densidade antigénica dos carboidratos
ABO presentes no FVW, uma vez que foi demonstrado por Itsara et al (2015) que existe
uma grande variacdo na densidade antigénica do glicano H entre os grupos

sanguineos.

Muitos estudos analisaram a relacdo entre o grupo ABO e tromboembolismos
venosos, mas nao existem muitos trabalhos publicados sobre a associagdo do grupo
ABO e distarbios hemorragicos. Uma vez que os niveis de FVW sdo 25-35% mais
baixos em individuos do grupo O (GILL et al., 1987), é razoavel pensar que esses
individuos tenham uma maior tendéncia de sangramento. Um estudo realizado por
Horwich et al. (1966) em pacientes com uUlcera duodenal apresentou uma prevaléncia
maior de individuos do tipo sanguineo O entre 0s pacientes que apresentaram
sangramento. Em outro estudo com 1261 pacientes que apresentaram epistaxe, Reddy
et al. (2008) observaram que pacientes do grupo “O” apareciam com mais frequéncia
entre todos os pacientes admitidos. Apesar desses dados, essa relacdo ainda é
controversa. Welsby et al (2007) estudaram 877 pacientes submetidos a cirurgia n&o
emergencial da artéria coronaria e ndo notaram um aumento nos eventos de

sangramento dos individuos “O”, comparados aos demais grupos sanguineos.

Durante os ultimos anos € notado um significante avanco na compreensao dos
mecanismos entre as moléculas FVW, FVW:Agll e FVIII e suas relagdes entre si e com
o sistema ABO. Os dados gerados pelo presente estudo contribuem para o
entendimento dessas proteinas no cenario fisiolégico. Dessa forma, julgamos que a
progressiva compreensdo dos mecanismos fisiologicos relacionados ao endotélio e
hemostasia € necesséria para a definicdo de novos marcadores de risco para doencas

vasculares e para futuras aquisicdes no campo terapéutico.
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6 CONCLUSAO

Nossos resultados permitem afirmar que, de fato, o sistema ABO influencia a
concentracdo antigénica do FVW maduro e ndo a concentracdo do pro-peptideo
FVW:Agll, quando avaliados em individuos “O” e “ndo O”. Esse fato € reflexo da adi¢cado
de carboidratos do sistema sanguineo ABO ao FVW maduro, que influencia sua
susceptibilidade a ADAMTS-13 e consequentemente sua meia-vida e concentracao
plasmatica.

J& proteina FVW:Agll ndo sofre glicosilacdo, portanto sua meia-vida e
concentracédo néo sao afetadas pelo sistema ABO. Sendo assim, o FVW:Agll seria um
excelente candidato a biomarcador de leséo endotelial, embora sejam necessarios mais
estudos para entender o seu comportamento dentro dos quatro fenétipos sanguineos
O, A, BeAB.
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APENDICE

APENDICE A: Tabela contendo os dados individuais dos doadores inclusos no estudo.

Idade T|po Ag 0 Razao

1 Feminino 100,745 109,176 1,084
2 Masculino N/F O+ 102,550 128,951 1,257
3 Masculino N/F o+ 97,745 89,541 0,916
4 Masculino N/F B+ 98,906 69,684 0,705
5 Feminino N/F A+ 100,330 105,530 1,052
6 Masculino N/F B+ 98,771 109,747 1,111
7 Masculino N/F O- 99,430 132,390 1,331
8 Masculino N/F O- 97,714 124,247 1,272
9 Masculino N/F A+ 100,590 104,767 1,042
10 Feminino N/F A+ 98,687 84,388 0,855
11 Feminino N/F A+ 101,394 157,210 1,550
13 Masculino N/F O+ 99,077 73,937 0,746
14 Masculino N/F o+ 100,208 141,625 1,413
15 Feminino N/F B+ 100,626 188,990 1,878
16 Masculino N/F o+ 97,126 123,298 1,269
17 Masculino N/F A+ 100,300 159,961 1,595
18 Masculino N/F O- 97,971 170,322 1,738
19 Masculino N/F A+ 98,094 137,423 1,401
20 Masculino N/F AB+ 99,695 151,834 1,523
21 Masculino N/F A+ 101,355 131,760 1,300
22 Masculino N/F o+ 100,966 124,311 1,231
23 Masculino N/F A+ 101,801 180,052 1,769
24 Feminino N/F o+ 100,692 81,259 0,807
25 Masculino N/F A- 100,186 89,688 0,895
26 Masculino N/F B+ 97,239 75,644 0,778
27 Feminino N/F A+ 92,216 64,728 0,702
28 Feminino N/F A+ 98,848 80,264 0,812
29 Feminino N/F O+ 98,190 82,371 0,839
30 Masculino N/F o+ 100,748 114,269 1,134
31 Masculino N/F B- 100,669 85,308 0,847
32 Masculino N/F AB+ 96,107 90,632 0,943
33 Feminino N/F A- 100,725 123,458 1,226
34 Feminino N/F A+ 98,753 143,347 1,452
35 Masculino N/F B+ 99,581 147,252 1,479
36 Feminino N/F O- 98,739 93,214 0,944
37 Feminino N/F B+ 99,519 179,655 1,805
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Idade T|po FVWAg Razao

Masculino 100,679 126,226 1,254
42 Feminino 25 B+ 100,823 73,149 0,726
44 Masculino 30 A+ 101,105 91,572 0,906
45 Masculino 39 O+ 95,164 105,136 1,105
47 Feminino 28 o+ 101,074 116,317 1,151
48 Masculino 57 O+ 100,622 121,417 1,207
49 Masculino 50 A- 98,375 79,775 0,811
52 Masculino 59 A+ 99,300 102,573 1,033
53 Masculino 37 AB+ 98,894 32,491 0,329
54 Masculino 25 O+ 96,717 83,550 0,864
56 Masculino 27 o+ 100,541 68,171 0,678
57 Masculino 31 A+ 99,453 58,759 0,591
58 Feminino 40 B+ 100,210 114,469 1,142
59 Feminino 37 O+ 99,147 116,237 1,172
60 Masculino 50 B+ 96,063 73,430 0,764
62 Masculino 36 AB+ 101,131 49,101 0,486
63 Masculino 60 B+ 100,099 23,768 0,237
64 Feminino 45 A+ 102,930 73,715 0,716
65 Feminino 30 o+ 89,184 64,774 0,726
66 Feminino 52 A+ 98,605 74,500 0,756
68 Feminino 24 o+ 98,328 61,403 0,624
70 Feminino 28 A- 100,174 135,160 1,349
72 Masculino 35 o+ 102,304 81,933 0,801
73 Feminino 58 O- 100,233 135,900 1,356
77 Masculino 53 o+ 101,138 184,482 1,824
79 Masculino 56 O+ 98,321 132,733 1,350
80 Feminino 36 B+ 97,724 105,221 1,077
83 Feminino 46 O+ 98,489 128,547 1,305
84 Feminino 36 o+ 98,842 53,163 0,538
85 Feminino 53 O+ 99,435 81,528 0,820
87 Masculino 45 o+ 101,186 27,009 0,267
89 Feminino 46 O+ 101,458 42,697 0,421
90 Masculino 42 O- 99,920 36,645 0,367
91 Masculino 40 O+ 99,942 27,467 0,275
92 Masculino 57 B+ 100,439 52,534 0,523
93 Masculino 33 O+ 100,116 47,649 0,476
95 Feminino 23 O- 101,312 75,337 0,744
96 Masculino 29 O+ 90,216 24,784 0,275
97 Feminino 42 o+ 97,617 41,689 0,427

98 Feminino 22 O+ 100,086 70,595 0,705
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Idade T|po FVWAg Razao

Feminino 101,802 87,753 0,862
101 Feminino 56 A+ 103,803 64,954 0,626
102 Feminino 50 B+ 100,651 61,436 0,610
104 Feminino 52 A+ 96,430 75,331 0,781
109 Masculino 24 B+ 99,332 76,499 0,770
113 Masculino 49 B+ 99,698 28,541 0,286
115 Feminino 25 o+ 97,702 83,066 0,850
116 Masculino 29 O+ 97,494 68,470 0,702
120 Masculino 24 o+ 89,993 36,296 0,403
122 Feminino 28 B+ 101,486 46,859 0,462
124 Feminino 38 o+ 102,992 67,543 0,656
125 Masculino 49 B+ 100,402 64,106 0,638
127 Masculino 47 B+ 98,852 36,637 0,371
128 Feminino 32 O+ 103,063 98,537 0,956
132 Masculino 47 AB+ 100,849 46,578 0,462
133 Masculino 40 O- 100,041 29,643 0,296
134 Feminino 50 o+ 99,044 35,137 0,355
138 Masculino 27 O+ 96,044 25,229 0,263
139 Feminino 49 o+ 100,434 46,340 0,461
140 Feminino 43 AB+ 97,903 32,234 0,329
142 Feminino 24 o+ 99,388 21,715 0,218
145 Masculino 47 B+ 99,058 27,958 0,282
148 Feminino 35 AB- 96,904 28,583 0,295
154 Masculino 44 B+ 100,045 32,070 0,321
155 Feminino 25 B+ 100,792 36,606 0,363
157 Feminino 26 O+ 90,208 26,797 0,297
169 Masculino 67 o+ 98,462 29,263 0,297
171 Masculino 66 O- 97,328 38,387 0,394
172 Masculino 39 o+ 96,969 24,764 0,255
173 Masculino 34 AB+ 100,351 45,301 0,451
179 Feminino 37 O- 97,520 30,115 0,309
182 Masculino 31 O+ 95,288 37,241 0,391
184 Feminino 34 o+ 99,053 29,256 0,295
186 Feminino 33 B+ 97,569 26,389 0,270
188 Masculino 31 o+ 98,448 12,390 0,126
189 Masculino 69 AB+ 101,455 50,580 0,499
191 Masculino 57 o+ 100,464 26,084 0,260
192 Masculino 46 O+ 98,146 47,112 0,480
208 Feminino 37 AB+ 101,158 34,118 0,337

214 Feminino 27 AB- 99,677 35,440 0,356
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Idade T|po FVWAg Razao

Feminino 101,146 33,747 0,334
Média 39,963 99,155 78,897 0,794
DP 11,734 2,504 43,365 0,432
Mediana 38 99,581 73,937 0,746
Minimo 22 89,184 12,390 0,126
Maximo 69 103,803 188,990 1,878

ID: identificacdo do doador no estudo; N/F: ndo fornecido; FVW:Ag: antigeno do FVW;
FVW:Agll: antigeno do pré-peptideo do FVW; Ul.dL™: unidades internacionais por
decilitro.



54

APENDICE B: tabela contendo as concentragées de FVW:Ag e FVW:Agll obtidas para
cada doador do grupo O, a média e desvio padréao obtidos.

“ Idade (anos) FVW:Ag Il % FVWAg uLdL* Razdo Agll/Ag

115

N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
39
28
57
25
27
37
30
24
35
58
53
56
46
36
53
45
46
42
40
33
23
29
42
22
25

109,176
128,951
89,541
132,390
124,247
73,937
141,625
123,298
170,322
124,311
81,259
82,371
114,269
93,214
105,136
116,317
121,417
83,550
68,171
116,237
64,774
61,403
81,933
135,900
184,482
132,733
128,547
53,163
81,528
27,009
42,697
36,645
27,467
47,649
75,337
24,784
41,689
70,595
83,066

100,745
102,550
97,745
99,430
97,714
99,077
100,208
97,126
97,971
100,966
100,692
98,190
100,748
98,739
95,164
101,074
100,622
96,717
100,541
99,147
89,184
98,328
102,304
100,233
101,138
98,321
98,489
98,842
99,435
101,186
101,458
99,920
99,942
100,116
101,312
90,216
97,617
100,086
97,702

1,084
1,257
0,916
1,331
1,272
0,746
1,413
1,269
1,738
1,231
0,807
0,839
1,134
0,944
1,105
1,151
1,207
0,864
0,678
1,172
0,726
0,624
0,801
1,356
1,824
1,350
1,305
0,538
0,820
0,267
0,421
0,367
0,275
0,476
0,744
0,275
0,427
0,705
0,850



n Idade (anos) FVW:Ag Il % FVWAg UL. dL? Razdo Agll/Ag

68,470 97,494 0,702

120 24 36,296 89,993 0,403
124 38 67,543 102,992 0,656
128 32 98,537 103,063 0,956
133 40 29,643 100,041 0,296
134 50 35,137 99,044 0,355
138 27 25,229 96,044 0,263
139 49 46,340 100,434 0,461
142 24 21,715 99,388 0,218
157 26 26,797 90,208 0,297
169 67 29,263 98,462 0,297
171 66 38,387 97,328 0,394
172 39 24,764 96,969 0,255
179 37 30,115 97,520 0,309
182 31 37,241 95,288 0,391
184 34 29,256 99,053 0,295
188 31 12,390 98,448 0,126
191 57 26,084 100,464 0,260
192 46 47,112 98,146 0,480
Média 38,590 74,680 98,644 0,754
D.P 12,025 42,341 2,950 0,423
Mediana 37 69,532 99,065 0,716
Minimo 22 12,390 89,184 0,126
Maximo 67 184,482 103,063 1,824

ID: identificacdo do doador no estudo; N/F: ndo fornecido; FVW:Ag: antigeno do FVW;
FVW:Agll: antigeno do pré-peptideo do FVW; Ul.dL™: unidades internacionais por
decilitro.
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APENDICE C: tabela contendo as concentragées de FVW:Ag e FVW:Agll obtidas para

cada doador do grupo ndao O, a média e desvio padrao obtidos.

“ Idade (anos) FVW:Ag Il % FVWAg uLL? Razdo Agll/Ag

N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
N/F
38
25
30
50
59
37
31
40
50
36
60
45
52
28
36
57
39

69,684
105,530
109,747
104,767
84,388
157,210
188,990
159,961
137,423
151,834
131,760
180,052
89,688
75,644
64,728
80,264
85,308
90,632
123,458
143,347
147,252
179,655
126,226
73,149
91,572
79,775
102,573
32,491
58,759
114,469
73,430
49,101
23,768
73,715
74,500
135,160
105,221
52,534
87,753

98,906
100,330
98,771
100,590
98,687
101,394
100,626
100,300
98,094
99,695
101,355
101,801
100,186
97,239
92,216
98,848
100,669
96,107
100,725
98,753
99,581
99,519
100,679
100,823
101,105
98,375
99,300
98,894
99,453
100,210
96,063
101,131
100,099
102,930
98,605
100,174
97,724
100,439
101,802

0,705
1,052
1,111
1,042
0,855
1,550
1,878
1,595
1,401
1,523
1,300
1,769
0,895
0,778
0,702
0,812
0,847
0,943
1,226
1,452
1,479
1,805
1,254
0,726
0,906
0,811
1,033
0,329
0,591
1,142
0,764
0,486
0,237
0,716
0,756
1,349
1,077
0,523
0,862



n Idade (anos) FVW:Ag Il % FVWAg UI. L? Razdo Agll/Ag

64,954 103,803 0,626

102 50 61,436 100,651 0,610
104 52 75,331 96,430 0,781
109 24 76,499 99,332 0,770
113 49 28,541 99,698 0,286
122 28 46,859 101,486 0,462
125 49 64,106 100,402 0,638
127 47 36,637 98,852 0,371
132 47 46,578 100,849 0,462
140 43 32,234 97,903 0,329
145 47 27,958 99,058 0,282
148 35 28,583 96,904 0,295
154 44 32,070 100,045 0,321
155 25 36,606 100,792 0,363
173 34 45,301 100,351 0,451
186 33 26,389 97,569 0,270
189 69 50,580 101,455 0,499
208 37 34,118 101,158 0,337
214 27 35,440 99,677 0,356
220 30 33,747 101,146 0,334
Média 41,595 83,042 99,657 0,833
D.P 11,161 43,955 1,836 0,438
Mediana 40 75,331 100,099 0,770
Minimo 24 23,768 92,216 0,237
Maximo 69 188,990 103,803 1,878

ID: identificacdo do doador no estudo; N/F: ndo fornecido; FVW:Ag: antigeno do FVW;
FVW:Agll: antigeno do pré-peptideo do FVW; Ul.dL™: unidades internacionais por
decilitro.
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ANEXO

ANEXO A — Aprovacido da Comisséo de Etica para Andlise de Projetos e Pesquisa — CAPPesq.

APROVACAO

A Comisséo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universidade de S@o Paulo, em sessao de 08/12/2010, APROVOU o
Protocolo de Pesquisa n® 0614/10, intitulado: "CARACTERIZAGAO DOS MULTIMEROS
‘DO FATOR DE VON WILLEBRAND E ATIVIDADE DA ADAMTS-13 EM PACIENTES COM
SINDROME ANTIFOSFOLIPIDE PRIMARIA" apresentado pelo Departamento de

CLINICA MEDICA, inclusive o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar @ CAPPesq, Os
relatdrios parciais e final sobre a pesquisa (Resolug@o do Conselho Nacional de

Saude n° 196, de 10/10/1996, inciso 1X.2, letra "c”).

Pesquisador (a) Responsavel: Sergio Paulo Bydlowski

Pesquisador (a) Executante: Natdlia Mastantuono Nascimento

CAPPesq, 09 de Dezembro de 2010

I e =
Prof. Dr. Eduardo Massad
,Presidente da Comissao de
Elica para Andlise de Projetos
de Pesquisa

Comiss&o de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP da Diretoria Clinica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S3o Paulo Rua QOvidio Pires de Campos, 225, 5°
andar - CEP 05403 010 - Sao Paulo — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492
e-mail: cappesq@hcnet usp br
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