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Resumo

Caramuru LH. Estudo do impacto da disfungcdo endotelial e fatores
correlacionados sobre a evolucgo de pacientes com sindrome de
Eisenmenger [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Sao Paulo; 2004. 98p.

Complexos mecanismos estao envolvidos na fisiopatologia da sindrome de
Eisenmenger, destacando-se entre eles a disfungcdo endotelial. O objetivo
deste trabalho foi o de estudar correlagdes entre a disfungdo endotelial e a
forma de apresentacao clinica e evolugdo dessa doenca. Foram analisadas
variaveis demograficas e laboratoriais, na situacdo basal, evolutivamente
(durante 24 meses), comparativamente entre subgrupos com apresentacao
clinica diversa, antes e apés hemodiluicdo e provaveis associacdes com o
risco de apresentar trombose arterial pulmonar central (TAPC). Os
marcadores de disfungcdo endotelial estudados foram o fator de von
Willebrand (VWF:Ag, antigeno do fator de von Willebrand), o ativador do tipo
tecidual do plasminogénio (t-PA), a trombomodulina e o inibidor do ativador
do plasminogénio do tipo 1 (PAI-1). O dimero D foi utilizado como marcador
de coagulacdo intravascular. O método empregado para analise desses
marcadores bioquimicos foi o ensaio imunoenzimatico (ELISA). As variaveis
demograficas e laboratoriais gerais consideradas foram a idade, o género, o
diagndstico da cardiopatia, a classe funcional segundo a New York Heart
Association adaptada para hipertensdo pulmonar pela World Health
Organization (NYHA/WHO), o hematécrito, a contagem de plaquetas em
sangue periférico, a pressdo média de artéria pulmonar e a saturagao
periférica de oxigénio (SpO;). Os pacientes foram divididos em dois
subgrupos, conforme a gravidade clinica: o subgrupo A foi constituido de 20
pacientes em classe funcional Il ou Ill e o subgrupo B de 10 individuos em
classe funcional Il com episodios de piora clinica caracteristicos de classe
IV. A pesquisa de TAPC foi feita por meio da angiotomografia de térax. As
principais medidas terapéuticas instituidas durante o acompanhamento
foram a hemodilui¢cdo, a oxigenioterapia, a anticoagulagdo com warfarina e a
reposicao de ferro sérico. No periodo de fevereiro de 2000 a margo 2003
foram estudados 30 pacientes (16 do género feminino) portadores de
sindrome de Eisenmenger. A idade variou de 4 a 61 anos (32,3 + 12,7 anos);
a pressao média de artéria pulmonar foi de 30 a 98 mmHg (57 £ 15 mmHg),
a SpO; oscilou entre 67 a 97% (85 £ 8%); o hematocrito situou-se entre 39 a
69% (57 £ 8%). Em situagcdo basal, evidenciaram-se niveis plasmaticos
elevados do vWF:Ag (p=0,0007), do t-PA (p=0,0007) e diminuidos de
trombomodulina (p<0,0001) em relagcéo ao grupo controle, caracterizando-se
0 quadro de disfungao endotelial. A discriminagéo entre os subgrupos com
gravidade clinica distinta fez-se pelo registro no subgrupo B de
concentragbes plasmaticas maiores de VvWF:Ag (p=0,0455), dimero D
(p=0,0204) e niveis menores de SpO, (p<0,0001). Evolutivamente, no grupo
como um todo, observou-se diminuicdo dos niveis plasmaticos do vVWF:Ag
(p<0,0001) e do t-PA (p=0,028). Por outro lado os niveis de trombomodulina



permaneceram baixos. Embora o dimero D nao tenha apresentado alteragao
significante de seus valores, houve o registro de niveis plasmaticos
superiores a 400 ng/ml em individuos adequadamente anticoagulados com
warfarina. Na andlise evolutiva do PAI-1 registraram-se alguns valores
superiores ao intervalo de tolerancia (intervalo que contém 90% das
observagdes em individuos normais, com probabilidade superior a 0,95). Na
evolucédo, o subgrupo B manteve niveis maiores de vVWF:Ag em relagcéo ao A
(p=0,0063). Diagnosticou-se a TAPC em nove dos 24 pacientes (37,5%)
submetidos a investigacdo. As variaveis que estiveram associadas a
presenca de TAPC foram a idade mais avancada, a menor SpO, e niveis
maiores de dimero D plasmatico. Com base nos resultados obtidos
demonstrou-se que pacientes com sindrome de Eisenmenger e SpO, em
torno de 85% tém, a partir dos trinta anos de idade, probabilidade
exponencialmente crescente de apresentarem TAPC. Apds a hemodiluicéo,
realizada nos pacientes que preencheram os critérios clinicos e laboratoriais
de indicacdo, houve discreto aumento dos niveis de trombomodulina,
melhora das alteracées multiméricas do fator de von Willebrand, diminuicéo
do hematécrito e aumento do numero de plaquetas circulantes. Ao se efetuar
a analise qualitativa do fator de von Willebrand observou-se que as
alteragdes multiméricas encontradas (desaparecimento das fragbes de alto
peso molecular e aumento das formas de baixo peso) tiveram relacao direta
com o grau de hipoxemia e trombocitopenia. No presente estudo, a analise
em conjunto dos resultados mostrou que o quadro de disfungcdo endotelial
estd presente nesses pacientes e correlaciona-se com a gravidade clinica,
assim como com os fendbmenos trombdéticos. A melhora apenas parcial do
nivel plasmatico de alguns marcadores ao longo do tempo, frente ao
tratamento clinico convencional, tem implicagbes prognosticas, uma vez que
persistem as condicbes para desenvolvimento de fenbmenos trombaticos.
Tais observacdes refletem a necessidade da utilizacdo de recursos
terapéuticos mais eficazes e com maior precocidade.



Summary

Caramuru LH. Study of the impact of endothelial dysfunction and correlated
factors upon the evolution of patients with Eisenmenger syndrome [Thesis].
Séo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2004. 98p.

Complex mechanisms are involved in the pathophysiology of Eisenmenger
syndrome, amongst which the endothelial dysfunction appears as a key
factor to be analysed. The goal of this work was to study correlations
between endothelial dysfunction and the clinical form of presentation and
evolution of this disease. Demographic and laboratorial variables were
analysed in baseline situation, as well as their evolution was followed during
a period of 24 months, comparatively amongst subgroups with different
clinical aspects, before and after hemodillution, and probable associations to
the risk of presenting central pulmonary arterial thrombosis (CPAT).The
endothelial dysfunction markers studied were the following: the von
Willebrand factor (vWF:Ag, von Willebrand factor antigen), the plasminogen
tissue activator (t-PA), thrombomodulin and the plasminogen inhibitor type 1
(PAI-1). The D dimmer was used as a marker of intravascular coagulation.
The method employed to analyse these biochemical markers was the
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Demographic and general
laboratorial variables considered were age, gender, diagnosis of cardiopathy,
functional class according the New York Heart Association and adapted to
pulmonary hypertension by the World Health Organization (NYHA/WHO),
hematocrit, the platelets count in peripheral blood, the mean pulmonary
artery pressure and peripheral oxygen saturation (SpO;). Patients were
divided into two subgroups according the clinical aggravation: subgroup A
contained 20 patients in functional class Il or lll and subgroup B contained 10
patients in functional class Ill with episodes of clinical worsening
characteristic of class IV. The investigation of CPAT was done through thorax
angiothomography. The main therapeutical measures applied following the
study were hemodilution, oxygen therapy, anticoagulation with warfarin and
seric iron reposition. From February 2000 to March 2003, 30 patients (16
female) with Eisenmenger syndrome were studied. The patients’ ages varied
from 4 to 61 years old (32.3 + 12.7 years). Their mean pulmonary arterial
pressure varied from 30 to 98 mmHg (57 £ 15 mmHg), and their SpO,
fluctuated between 67 and 97% (85 £ 8%). Hematocrit showed between 39
and 69% (57 £ 8%). At baseline condition, higher plasmatic levels of VWF:Ag
(p=0.0007) and of t-PA (p=0.0007) became evident as well as lower levels of
thrombomodulin (p<0.0001) in comparison to those of the control group,
characterizing typical endothelial dysfunction. The subgroup B was
discriminated from the subgroup A by finding evidence of higher plasmatic
levels of VWF:Ag (p=0.0455), D dimmer (p=0.0204) and lower levels of SpO,
(p<0.0001). Considering the group as a whole, we verified an evolution of
decreasing plasmatic levels of VWF:Ag (p<0.0001) and t-PA (p=0.028. On
the other hand, thrombomodulin levels remained low. Although the D dimmer
did not present significant changes, we found plasmatic levels higher then



400 ng/ml in properly anticoagulated individuals with the use of warfarin. The
evolutive analysis of PAI-1 showed some peak values ranging above the
tolerance interval (interval which contains 90% of observations in normal
individuals, with probability above 0.95). In evolution, subgroup B maintained
higher levels of vVWF:Ag as compared to subgroup A (p=0.0063). CPAT was
diagnosed in 9 out of 24 patients (37,5%) submitted to this study. Variables
associated to the presence of TAPC were: higher age, lower level of SpO,
and higher levels of plasmatic D dimmer. Based on the results, it became
evident that patients from the age of 30 on, with Eisenmenger syndrome and
SpO, of about 85%, will have exponentially increasing probability of
presenting CPAT. After hemodillution procedures applied to patients who
fulfilled clinical and laboratorial reference criteria, we verified a slight increase
in thrombomodulin levels, improvement of the changes in the multimeric
composition of the von Willerbrand factor, decrease of hematocrit and
increase of the circulating platelets count. During the qualitative analysis of
the von Willerbrand factor, we observed that the changes found in the
multimeric composition (disappearance of fractions of high molecular weight
and increase of low weight forms) are directly related to the degree of
hypoxemia and thrombocitopenia. In this study, the conjoint analysis of the
findings showed that endothelial dysfunction is present in these patients and
is correlated to clinical aggravation as well as to thrombotic phenomena. With
time, considering conventional treatment, the merely partial improvement of
plasmatic levels of some markers has implications in prognosis, once
conditions to develop thrombotic phenomena persisted. These findings show
the need of using more effective therapeutic means at an earlier stage of the
disease.



Introducao



HIPERTENSAO PULMONAR: DEFINICAO E CLASSIFICACAO

A circulacdo pulmonar é dotada de propriedades particulares que a
diferenciam, em certos aspectos, da circulagdo sistémica. O fluxo sanguineo
pulmonar tem igual magnitude ao fluxo fornecido a todos os outros 6rgaos
de nosso corpo. Para acomodar tal volume, o pulm&o é dotado de extenso
leito vascular, com uma grande area de superficie celular endotelial
recobrindo o mesmo. Em condicbes de normalidade, o leito vascular
pulmonar constitui um sistema de alto fluxo, de baixa pressao e de alta
complacéncia '. Estas propriedades trazem a esse sistema, quando integro
de suas funcgdes, a capacidade de acomodar volumes de até seis vezes o
normal, como por exemplo, frente a situacdes de exercicio fisico 2.

A pressdo média arterial pulmonar situa-se entre 12 e 16 mmHg.
Considerando-se que a pressdo média venosa pulmonar encontra-se
normalmente entre 6 e 10 mmHg, o gradiente transpulmonar total varia entre
2 e 10 mmHg em individuos normais. Em geral, o valor da resisténcia
pulmonar total equivale a 1 unidade Wood/m? ou 67+23 dyne-seg-cm™,
correspondendo a menos de um décimo da resisténcia sistémica .

Pacientes portadores de alteragbes na circulagdo pulmonar tém
limitacdo de resposta a situacdes de maior demanda, pois apresentam déficit
de complacéncia e perda da capacidade de recrutar vasos (normalmente
nao perfundidos). Ao conjunto de alteragdes vasculares que culminam com o
aumento de pressdo na pequena circulagdo denomina-se “‘remodelagem
patolégica” dos vasos pulmonares, que difere da “remodelagem fisiologica”

que se segue ao nascimento >



O termo hipertensdo pulmonar foi adotado em 1951 por Dresdale e
Michtom * apud Boyce e Waxman, ao descreverem um grupo de 39
pacientes com pressao arterial pulmonar elevada. A hipertensao pulmonar
constitui uma sindrome de etiologia diversa e caracteriza-se por elevagao da
pressao média arterial pulmonar a niveis superiores a 25 mmHg em repouso
ou a 30 mmHg durante o exercicio °.

Em 1998, em Evian, Frangca, a World Health Organization (WHO)
propds a classificacdo da hipertensdo pulmonar baseada na localizagao
anatdbmica da doenga, assim como na presenga ou nao de doengas
associadas ®. Em 2003, em Veneza, Italia, a proposta anterior de
classificagdo foi revista, discutida e atualizada, com base em novos

conceitos etiopatogénicos e fisiopatoldgicos ’. Os itens correspondentes a

essa classificagdo mais recente encontram-se dispostos na Tabela 1.



TABELA 1. Classificagédo de hipertensao pulmonar (Veneza, 2003)

Hipertensao arterial pulmonar

Idiopatica
Familial
Relacionada a
Doencgas do tecido conectivo
Cardiopatias congénitas
Hipertenséo portal
Infecgéo pelo virus HIV
Drogas/toxinas
Outras
Hipertensé&o arterial pulmonar com envolvimento venoso e/ou capilar importante
Hipertensao pulmonar persistente do recém nascido

Hipertensao pulmonar com doenga do coragao esquerdo

Doenga atrial ou ventricular
Doenga cardiaca valvar

Hipertensao pulmonar associada a alteragées do sistema respiratério e/ou hipoxemia

Doenga pulmonar obstrutiva crénica
Doenga pulmonar intersticial

Disturbio respiratério do sono

Disturbios hipoventilatérios alveolares
Exposicéo crénica a grandes altitudes
Anomalias do desenvolvimento pulmonar

Hipertensao pulmonar secundaria a doenga trombética e/ou embdlica crénica

Obstrugdo tromboembodlica de artérias pulmonares proximais
Obstrugdo tromboembodlica de artérias pulmonares distais
Embolia pulmonar (trombo, tumor, ovos e/ou parasitas, material estranho)

Miscelanea

Sarcoidose

Histiocitose X

Linfangiomatose

Compressao de vasos pulmonares
Adenopatias
Tumores
Mediastinite fibrosante



No presente estudo, acompanhamos um grupo de pacientes portadores
exclusivamente de hipertensdo arterial pulmonar associada a cardiopatias
congénitas, visando a melhor compreensédo de mecanismos fisiopatolégicos

envolvidos e possiveis implicagdes terapéuticas.

HIPERTENSAO ARTERIAL PULMONAR ASSOCIADA A
CARDIOPATIAS CONGENITAS: PECULIARIDADES DA
SINDROME DE EISENMENGER

A primeira descricdo da sindrome de Eisenmenger data de 1897,
quando Victor Eisenmenger & apud Rozenzweig, Barst relatou o caso clinico
de um paciente de 32 anos, do sexo masculino, portador de comunicacio
interventricular e doenga vascular pulmonar hipertensiva grave, que fora a
dbito por quadro de hemoptise exuberante. Em 1958, Paul Wood ° apud
Rozenzweig, Barst descreve a ocorréncia de hipertenséo arterial pulmonar
(com elevada resisténcia vascular) em outros tipos de defeitos congénitos do
sistema cardiovascular, com comunicacdes intra ou extra cardiacas.

ApOs esses relatos, a sindrome de Eisenmenger passou a ser definida
como hipertensdo arterial pulmonar acentuada, associada a cardiopatias
congénitas, onde as seguintes caracteristicas estariam presentes: pressao
arterial pulmonar em nivel sistémico ou proximo a este; resisténcia vascular
pulmonar elevada; fluxo bidirecional ou com sentido de direita para esquerda
através dos diversos tipos de comunicagdes; graus variados de hipoxemia e

eritrocitose.



FISIOPATOLOGIA

Estrutura normal dos vasos pulmonares e modificagdes na
hipertensédo pulmonar

A parede das artérias possui trés camadas: a mais externa é a
adventicia, contendo fibroblastos; a média €& composta de células
musculares lisas e uma ou duas laminas elasticas (limitantes interna e
externa); a mais interna, denominada intima, € composta por uma unica
camada de células endoteliais, que repousa sobre a membrana basal. Em
cada uma delas, ha também varios tipos de componentes extracelulares, tais
como o colageno, a elastina, a laminina, a fibronectina e os proteoglicanos.

A anatomia dos vasos arteriais pulmonares obedece a um padrao
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, sendo que os vasos condutores encontram-se localizados
mais centralmente e os vasos de resisténcia mais perifericamente. Partindo-
se de vasos de maior para menor diametro, as fibras elasticas tornam-se,
distalmente, menos proeminentes e ha predominio de células musculares
lisas. Em pequenas artérias musculares, a lamina elastica externa
desaparece. Distalmente aos bronquiolos terminais (entrada dos acinos
respiratorios) as artérias tornam-se apenas parcialmente muscularizadas,
sobretudo em criangas, sendo que, nas pequenas artérias intra-acinares,
nao ha camada muscular. Este segmento pré-capilar € o local de maior
dissipacdo de pressdo no sistema circulatorio pulmonar. Levando-se em

consideragdo que esta regido € a maior responsavel pelo controle da

resisténcia vascular pulmonar, devemos ter em mente que pequenas



alteragdes funcionais (tébnus) ou estruturais neste local podem levar a
grandes aumentos na pressao arterial pulmonar. Os segmentos mais distais
das arteriolas pré-capilares contém uma camada unica de células endoteliais
apoiada na lamina basal.

Durante o desenvolvimento da hipertensdo pulmonar, ocorrem
marcantes modificagdes estruturais nas células endoteliais, musculares lisas
e nos fibroblastos (presentes na adventicia) dos vasos pulmonares '*'.
Essas mudangas nos diversos tipos de células determinam alteragdes do
tbnus, da reatividade e da resisténcia vascular pulmonar, presentes na
doenca. A remodelagem vascular caracteriza-se por aumento da espessura
das trés camadas do vaso, decorrente de hipertrofia e/ou hiperplasia celular
e deposicao aumentada de componentes da matriz extracelular. Quando o
processo se instala nos primeiros anos de vida, ocorre a muscularizagao de
arteriolas distais, as quais, em condigdes fisiolégicas, nao sao
muscularizadas.

Os mecanismos envolvidos no processo de muscularizagao distal ainda
nao estdo totalmente esclarecidos. Evidéncias sugerem que células
intermediarias sao recrutadas para proximo do vaso, sendo entao
incorporadas e diferenciadas em midcitos. Assim, nas artérias mais distais
(com 20 a 30 um de didametro) a diferenciagdo de pericitos e o recrutamento
de fibroblastos vizinhos constituem parte do processo de remodelagem,
considerando-se que algumas dessas células acabam por adquirir fenétipo

de célula muscular lisa 2.



A hipertrofia da camada muscular em artérias ja muscularizadas, a
formagdo de novas camadas elasticas entre as células e o aumento de
colageno do tipo | contribuem para a diminuicdo do lumen e endurecimento
da parede vascular. Os mecanismos envolvidos neste processo parecem ter
inicio na lesao de células endoteliais e aumento de sua permeabilidade a
fatores séricos 2.

Outro achado caracteristico em varias formas de hipertensao pulmonar
grave ¢é a formacdo da neointima. Ela é composta de células
(miofibroblastos), de matriz extracelular e desenvolve-se na regiao entre o
endotélio e a lamina elastica interna. Experimentos em modelos animais,
com uso de monocrotalina em combinagdo com alto fluxo pulmonar
(induzido por pneumectomia), demonstraram o desenvolvimento da
neointima . Entretanto, quando se utilizou a monocrotalina ou a hipdxia,
isoladamente como fator de injuria endotelial, na auséncia de hiperfluxo, nao
houve a formagao da neointima. Tais relatos sugerem que o aumento de
fluxo, como ocorre nas cardiopatias congénitas com shunt de esquerda para
direita, seria um importante estimulo & formagao da neointima "°.

Nas formas mais avancadas de hipertensdo pulmonar, evidenciam-se
alteragdes histopatolégicas particulares. As mesmas sdo representadas
pelas lesdes dilatadas (plexiformes, angiomatdides) e pela necrose fibrindide
ou arterite necrotisante. A lesado plexiforme caracteriza-se pela proliferacao
desordenada de células de origem diversa, formando aglomerados ou tufos
que delimitam capilares. A lesdo angiomatoéide caracteriza-se por numerosos

vasos de paredes finas, congestos, com didmetros diversos, que circundam



uma artéria muscular. Acredita-se que o processo de reparagdo das lesdes
do tipo necrose fibrinéide possa dar origem a essas “lesdes dilatadas”.

Em 1958 Heath e Edwards ' apud Granton, Rabinovitch propuseram
uma classificagdo da vasculopatia pulmonar baseada nos achados
histolégicos das lesdes. Foram seis os niveis descritos de alteragdes: grau |,
hipertrofia da tunica média; grau I, hipertrofia da tunica média acompanhada
de espessamento intimal; grau Ill, espessamento intimal com fibrose
oclusiva da luz vascular; grau IV, lesdes plexiformes; grau V, lesdes
angiomatoides; grau VI, arterite necrotisante. Permanece ainda em
discussdao se o0s niveis descritos representam necessariamente uma
progressao temporal em todos os casos. Fica também como um ponto ainda
nao esclarecido, se as lesbes dilatadas antecedem ou ocorrem como

consequéncia da necrose fibrindide.

Disfuncao endotelial: aspectos relevantes na hipertensao
pulmonar

O endotélio possui caracteristicas particulares, sendo dotado de
superficie lisa, com propriedades antiaderentes, antiagregantes e
antitrombdticas. Em situagdes de injuria, ha perda dessas propriedades, com
desvio da condigdo basal de equilibrio para um estado pro-agregante e pro-
trombético 7. Paralelamente a essas alteraces, observa-se a perda da

propriedade de gerar vasodilatacio 'C.

Ao conjunto de alteragdes
morfolégicas, bioquimicas e funcionais do endotélio que ocorrem em

diferentes situagbes patologicas denomina-se disfungao endotelial.
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A disfungdo endotelial na hipertensdo pulmonar caracteriza-se, entre
outras alteracdes, pela produgao deficiente de substancias vasodilatadoras,
antiagregantes plaquetarias e anti mitogénicas, tais como a prostaciclina e o
éxido nitrico (NO) '9?2, Essa ocorréncia esta associada ao aumento na
expressao e secrecao (endotelial e plaquetaria) de potentes vasoconstritores
e indutores de crescimento celular como o tromboxane A, e a endotelina-1
(ET-1) 19-21.

A sindrome de Eisenmneger, antes de caracterizada como tal, tem
como primeiro fator de injuria endotelial o elevado fluxo pulmonar, com
conseqiiente aumento das forcas mecanicas agindo em sua superficie 2.
Com a evolugao do quadro lesional, ocorre inversao do fluxo nas cavidades
cardiacas ou grandes vasos (agora de direita para esquerda), hipoxemia e
eritrocitose. Além da hipoxemia cronica e da hiperviscosidade sanguinea
decorrente da eritrocitose (efeito mecanico), uma série de alteracbes na
funcdo endotelial € descrita em decorréncia da liberagcdo aumentada da

eritropoetina  %°.

Esta possui propriedades mitogénica, quimiotatica e
angiogénica, além de induzir o aumento da sintese de ET-1 e do inibidor do

ativador do plasminogénio do tipo 1 (PAI-1).

Perda da capacidade endotelial de mediar a vasodilatagéo

Estudos classicos demonstraram que o NO, em individuos sadios e em

condicbes de normoxia, tem importante papel na manutencdo do ténus

vascular basal %%, O NO é produzido na célula endotelial através da agdo
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da enzima 6xido nitrico sintase constitutiva sobre o aminoacido L-arginina.
Apos ser liberado pela célula endotelial, difunde-se para a célula muscular
lisa adjacente e aumenta a atividade da guanilato ciclase, que catalisa a
producao de GMP ciclico. A diminuicdo subseqtiente do calcio intracelular
resulta em vasodilatacdo. Além da acdo vasodilatadora, o NO tem a
propriedade de inibir o crescimento de células musculares lisas e a
agregabilidade plaquetaria.

Giaidi e Saleh ?°, em 1995, demonstraram haver diminuicdo de
expressdo da NO sintase nas células endoteliais pulmonares de pacientes
com hipertensdo pulmonar idiopatica e secundaria. Experimentos com
camundongos, com mutagdo no gene da enzima oOxido nitrico sintase
endotelial *°, demonstraram aumento na pressdo arterial pulmonar destes
animais e vasodilatagao deficiente frente ao estimulo com acetilcolina. Estes
achados sugerem o importante papel do NO na manutengdo do tbnus
vascular pulmonar.

Christman et al.

, em 1992, demonstraram que pacientes com
hipertensdo pulmonar primaria e secundaria apresentavam excregao urinaria
diminuida de metabdlitos da prostaciclina e aumentada de metabdlitos do
tromboxane A, = O tromboxane A cuja principal fonte de produgado é a
plaqueta, € um potente vasoconstrictor e tem acéo de estimular a agregagéao
plaquetaria. O aumento da excreg¢ao urinaria de seus metabdlitos sugere a
ocorréncia, in vivo, de hiperatividade plaquetaria e estimulo a

vasoconstricao. As acdes da prostaciclina sao opostas as do tromboxane A,,

ou seja, é vasodilatadora e antiagregante plaquetaria. Sua principal fonte de
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producao € a célula endotelial. O encontro de diminuigdo da excregao
urinaria de seus metabdlicos em hipertensao pulmonar retrata a disfungao
endotelial e consequente perda da capacidade vasodilatadora e
antiagregante plaquetaria.

A ET-1, um peptideo de 21 aminoacidos, resultante da acdo de sua
enzima conversora (ECE-1) sobre a pré-endotelina, € o mais potente agente
vasoconstrictor endogeno identificado. Agindo, sobretudo através de
receptores ET-A em células musculares lisas, a ET-1 promove sinalizagao
intracelular através da proteina G e fosfolipase C, aumentando a
concentracao intracelular de diacil glicerol e trifosfato de inositol. Além disso,
a ET-1 é ativadora da via das MAP- kinases. Através desses mecanismos, a
ET-1 promove aumento na concentragdo intracelular de calcio,
vasoconstricdo e replicagdo celular 3*%,

Na hipertensao pulmonar idiopatica e na sindrome de Eisenmenger, ha
evidéncias de aumento da concentragcado plasmatica e de hiper-expressao de
ET-1 nas células endoteliais pulmonares, sugerindo seu envolvimento
fisiopatoldgico ***’. Em condigdes de normalidade, o pulmao tem a funcéo
de realizar a depuragao da ET-1 circulante. Dessa forma, sua concentragao
em veias pulmonares € menor do que na artéria pulmonar. Em situagdes
patolégicas, como na hipertensdo pulmonar idiopatica, a perda da
capacidade endotelial pulmonar de promover a depuracdo da ET-1,
associada ao aumento da sintese e secrecdao da mesma, resulta em

aumento da sua concentragcdo em veias pulmonares 8. Estudos sugerem
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correlagdo entre niveis mais elevados de ET-1 e gravidade da
hiperresisténcia pulmonar, na hipertensdo pulmonar idiopatica *°.

Giaid *° em 1993 mostrou haver aumento da imunorreatividade para a
ECE-1 em células endoteliais pulmonares de individuos com hipertensao
pulmonar. Esta enzima é essencial para a geracdo da forma ativa do
peptideo. Tal achado indica que o aumento de ET-1 plasmatica nesses

pacientes pode ser, em parte, resultado deste processo de converséo.

Endotélio e rermodelagem vascular na hipertensédo pulmonar

O endotélio tem participagdo ativa e passiva no processo de
remodelagem vascular pulmonar na hipertensao pulmonar. A participagao
ativa ocorre através da producdo e liberacdo de mitégenos, fatores
peptidicos de crescimento, enzimas proteoliticas e componentes de matriz
extracelular. Lembremos que a ET-1, além de ser um peptideo vasoativo, é
um mitdgeno para a célula muscular lisa. Alguns dos fatores de crescimento
expressos pela célula endotelial sdao a interleucina 1 (IL-1), o fator de
crescimento transformador do tipo beta (TGF-B), o fator de crescimento
semelhante ao derivado de plaquetas (ECGF/PDGF), os fatores de
crescimento de fibroblastos de tipo acido e basico (FGF1 e FGF2), fatores
estimuladores de colbnias (CFSs) e o fator de crescimento insulina simile do
tipo | (IGF-1) *"*3. A célula endotelial possui receptores de alta afinidade para
a maioria desses fatores de crescimento, os quais sdo capazes de agir de

forma autdcrina ou paracrina. Como exemplo de serino proteases expressas
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pelo endotélio, com conhecida agdo moduladora do crescimento celular,
temos a elastase, os ativadores do plasminogénio (u-PA, ativador do tipo
uroquinase do plasminogénio; t-PA, ativador do tipo tecidula do
plasminogénio) e o PAI-1. ***. Os ativadores do plasminogénio (em especial
o u-PA) tém a propriedade de liberar da matriz extra-celular fatores de
crescimento, como o TGF- e o FGF2.

A participacado passiva do endotélio decorre das alteragbes estruturais.
No processo lesional, falhas da continuidade entre as células endoteliais
levam a perda da fungao de barreira, permitindo que fatores séricos, entre
eles presumivelmente a apolipoproteina A 1, penetrem na regido sub

endotelial *647.

Ha evidéncias de que esses fatores promoveriam uma
interacdo entre a membrana das células musculares lisas e a elastina,
resultando numa série de eventos de sinalizagado celular, que culminariam
com a ativacdo de MAP-kinases (ERK1) e da proteina AML-1 (acute
myelogenous leukemia 1). Esta ultima, ja identificada como um fator de
transcricdo para a elastase de neutrdéfilos, seria também uma candidata a
indugdo da elastase endovascular. O papel das elastases tem sido
exaustivamente estudado na doenga vascular pulmonar, tanto na liberagcao
de fatores de crescimento armazenados na matriz, como na modulacao
fenotipica de células musculares lisas, através dos peptideos da elastina.
Para que as células musculares lisas respondam de maneira otimizada
a fatores de crescimento, as mesmas devem ser previamente “preparadas”.

Conforme modelo proposto, este “preparo” ocorreria a partir da ligagdo das

mesmas com uma proteina de matriz extracelular denominada tenacina C
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(TN-C) *®. A sintese de TN-C é induzida por elastases, metaloproteinases e
pelo FGF-2. A ligacao das células com a TN-C (através de integrinas da
classe B3), induziria a expressao de receptores para diversos fatores de
crescimento como FGF e EGF, deixando-as prontas para o processo de
replicacdo. Desta forma, proteinas de matriz extracelular, como a TN-C e a
fibronectina, esta ultima induzida, por exemplo, por peptideos de elastina,
seriam capazes de modular fenotipicamente as células musculares lisas,
alterando sua capacidade de responder a fatores de crescimento e,
consequentemente, suas propriedades de sintese, secre¢gdo, movimento e
replicagao.
Alteragcbes das propriedades anticoagulantes e antitrombdticas do endotélio
na hipertenséo pulmonar

O endotélio tem importante papel na manutengao do fluxo sanguineo e
na prevenc¢ao do desenvolvimento de trombos no sistema circulatério. Sua
participacdo neste cenario ocorre através de trés principais propriedades: a
de inibir a cascata da coagulagdo, a de prevenir a ativagdo e agregagao
plaquetaria e a de estimular a fibrindlise.

A propriedade anticoagulante caracteriza-se pela sintese de sulfato
de heparan (que se liga a antitrombina lll), da trombomodulina e do inibidor
da via extrinseca da coagulagdo (inibidor da via do fator tecidual). A
trombomodulina, um proteoglicano rico em sulfato de condroitin, inibe a
atividade trombinica e induz a formagao de proteina C ativada, a qual é

responsavel pela degradacao dos fatores Va e Vllla da coagulagao **".
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A prevencado da ativacdo plaquetaria ocorre através da producédo de
PGl e NO, assim como da expressdao de ectonucleotidases em sua
superficie. As ultimas convertem ADP (que é ativador de plaquetas) em
adenosina. Além disso, a presenga de proteoglicanos com carga negativa na
superficie endotelial, em especial o heparan sulfato, repele as plaquetas,
prevenindo a sua adeséao.

O mecanismo de fibrindlise € desencadeado a partir da liberagao do t-
PA de seus sitios de armazenamento nas células endoteliais. A agao do t-PA
sobre o plasminogénio, gerando a serino protease plasmina, é modulada
pela presenca dos seus inibidores, por exemplo, o PAI-1, também liberado
por células endoteliais e plaquetas.

Estudos classicos tém demonstrado que pacientes portadores de
hipertensdo pulmonar idiopatica tém alta propensdo para a ocorréncia de
trombose arterial pulmonar °>*. O estado pré-coagulante e pré-trombatico,
que se instala nestes pacientes seria, em certos aspectos, um resultado da
disfungcdo endotelial. Neste contexto, o encontro de niveis plasmaticos
diminuidos de trombomodulina e de proteina C, assim como do aumento do
tempo de lise do coagulo pela euglobulina e dos niveis circulantes do PAI-1,
apontam na diregdo de hipercoaguabilidade associada a fibrindlise defectiva
54-60.

Cacoub °' et al. demonstraram que pacientes com hipertens3o
pulmonar, inclusive com sindrome Eisenmenger, tém niveis plasmaticos
diminuidos de trombomodulina. As espécies de trombomodulina detectadas

no plasma por métodos imunoenzimaticos sao, em verdade, fragmentos
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proteoliticos que perderam os dominios intracelular e transmembrana.
Infere-se que a diminuicdo dos niveis plasmaticos desses fragmentos estaria
refletindo a redugdo do proteoglicano na superficie endotelial. Lembremos
que em alguns tipos de hipertensdo pulmonar, como na sindrome de
Eisenmenger, a hipoxemia se faz presente. Em estudo envolvendo animais
trangénicos (murideos) deficientes em trombomodulina e submetidos a
regime de hipoxia, demonstrou-se extensa deposicdo pulmonar de fibrina 2.
Esses achados ressaltam o papel protetor da trombomodulina em situacdes
de hipoxemia crénica.

Em pacientes com sindrome de Eisenmenger, na presenga de
eritrocitose, a diminuicdo do numero e da meia vida das plaquetas
circulantes indica reciclagem aumentada das mesmas, sugerindo consumo
cronico ®°. Este estado de ativagdo enddgena pode ser confirmado pela
observacgdo de niveis elevados de R-tromboglobulina plasmatica ®*, uma
proteina liberada durante a reagdo de secrecéo plaquetaria. Além disso, tem
sido observada hiperfosforilagdo em tirosina, em diversas proteinas
plaquetarias, achado este compativel com pré-ativacdo ®°. Acrescente-se a
identificacdo de niveis circulantes elevados do fator de von Willebrand
(VWF:Ag, antigeno do fator de von Willebrand). Esta proteina, expressa
exclusivamente em células endoteliais e megacariécitos, atua como

molécula de adesao plaquetaria, além de aumentar a vida média do fator VIII

da coagulagao .
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IMPLICAQ@ES CLINICAS DA DISFUNCAO ENDOTELIAL,
PLAQUETARIA E HIPERCOAGULABILIDADE NA SINDROME
DE EISENMENGER

Alguns estudos descreveram a sindrome de Eisenmenger como uma

doenca complexa, onde ha disfuncdo de muiltiplos ¢rgdos °°. Sao
ressaltadas alteragdes do sistema hematoldgico (coagulagao, fibrindlise), do
sistema nervoso central (acidente vascular isquémico, parestesias), da
funcdo renal (aumento de uréia e creatinina, proteinuria elevada) e, na
circulagao pulmonar, ha o aumento do risco de trombose e infarto. Apesar do
elevado risco de complicagdes trombdticas pulmonares, episddios
documentados de hemoptise exuberante trazem a estes individuos alto risco
de sangramento e restrigdes a anticoagulagao. Portanto, o estabelecimento
de critérios que possam auxiliar na indicagdo do uso de anticoagulantes
ainda permanece um assunto em discusséo.

Na sindrome de Eisenmenger, as diferentes formas de apresentagao
clinica, no que diz respeito ao grau de hipoxemia e de limitagdo funcional,
associadas a peculiaridades individuais quanto a ocorréncia de trombose,
sugerem diferengcas (entre pacientes ou grupos de pacientes) no
comportamento biolégico das células endoteliais. Assim, a identificacdo de
fatores que possam estar associados a forma de apresentagao clinica e a
tendéncia de trombotica, seria de grande interesse fisiopatoldgico, com
implicagdes terapéuticas. A realizacdo de hemodiluicdes periddicas para
alivio de sintomas de hiperviscosidade sanguinea permitiu a analise do

comportamento endotelial frente a diferentes condigdes reoldgicas. Outro
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aspecto pouco conhecido é o impacto, ao longo do tempo, das medidas
terapéuticas convencionais (hemodilui¢ao, oxigenioterapia domiciliar crénica)
sobre o comportamento evolutivo do quadro de disfuncdo endotelial. O
interesse na melhor compreensao desses fendmenos estimulou-nos a

realizar o presente estudo.



Objetivos
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OBJETIVO GERAL

O presente estudo foi planejado visando identificar e caracterizar a

disfungcdo endotelial e a ocorréncia de coagulacdo intravascular em

portadores de sindrome de Eisenmenger, correlacionando esses fatores com

a gravidade clinica, ocorréncia de trombose pulmonar e evolucao frente ao

tratamento clinico.

ESPECIFICACOES

1.

Verificar a presenga de disfungcdo endotelial e coagulagao
intravascular em pacientes com sindrome de Eisenmenger.

Verificar se pacientes com niveis distintos de gravidade clinica em
termos de sintomas, podem ser caracterizados através de variaveis
bioquimicas relacionadas a disfungao endotelial e coagulagao
intravascular, além de dados demograficos, hemodinamicos e
oximeétricos.

Analisar o comportamento de variaveis ligadas a disfungao endotelial
e coagulacao intravascular disseminada, cronicamente apds o
estabelecimento de medidas terapéuticas. Verificar possiveis
diferencas evolutivas dessas variaveis, em pacientes com niveis
distintos de gravidade clinica.

Analisar possiveis fatores de risco para a existéncia de trombose

arterial pulmonar central nos mesmos pacientes.
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5. Verificar o efeito da hemodiluicdo terapéutica, rotineiramente utilizada
nesses pacientes, sobre as diferentes variaveis laboratoriais.

6. Verificar se as alteracdes estruturais do fator de von Willebrand, um
marcador de lesdo endotelial, poderiam estar associadas a outras
anormalidades laboratoriais que ocorrem na sindrome, na tentativa de
se estabelecer hipoteses fisiopatoldégicas para esta ocorréncia.

Analisar o impacto da hemodiluicdo sobre tais alteragdes.



Métodos
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POPULACAO ESTUDADA

O estudo desenvolveu-se no periodo compreendido entre fevereiro de
2000 e marco de 2003 e incluiu pacientes portadores de sindrome de
Eisenmenger, em faixa etaria pediatrica e adulta, em seguimento no
ambulatorio da Unidade Clinica de Cardiologia Pediatrica e Cardiopatias
Congénitas do Adulto, no Instituto do Coragao - HCFMUSP. Esses pacientes
manifestavam sintomas de classe funcional Il ou Ill da New York Heart
Association (NYHA), sendo que alguns deles tinham histérico de episodios
de sintomas de classe IV. Alguns individuos, em virtude de apresentarem
eritrocitose associada a sintomas de hiperviscosidade sanguinea, foram

candidatos a sessdes periodicas de hemodilui¢ao.

Critérios de inclusao

Somente foram incluidos pacientes com hipertensao arterial pulmonar
associada a cardiopatias congénitas, sendo que nenhuma outra forma de
hipertensdo pulmonar foi estudada. Consideraram-se, para efeito de
inclusdo, apenas os pacientes com pressao media arterial pulmonar igual ou
superior a 30 mmHg em repouso, estimada de maneira ndo invasiva pelo
ecocardiograma transtoracico. Em presenga de cardiopatia originalmente
cianogénica, somente foram incluidos pacientes com pressao média arterial
pulmonar igual ou superior a 40 mmHg. A presenga de insaturagéo periférica

de oxigénio também foi estabelecida como critério de inclusdo. Em raras
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situagcdes, a mesma nao esteve presente na condicdo de repouso, porém
tornou-se evidente em todos os individuos apés minimo esforgo fisico, como
uma caminhada normal. Somente foram incluidos individuos sem sinais
clinicos e radiolégicos sugestivos de congestdo veno-capilar pulmonar.
Esses critérios foram adotados com o objetivo de se incluirem apenas
pacientes com graus significantes de comprometimento da vasculatura
pulmonar, excluindo aqueles portadores de cardiopatias congénitas
associadas a hipertensdo pulmonar ainda passiveis de tratamento cirurgico.
Obedecidos estes critérios, os pacientes foram incluidos no estudo de

maneira consecutiva.

Critérios de exclusao

Foram excluidos os pacientes com alteragdo hemodinamica grave, que
necessitavam fazer uso de drogas vasoativas e cuidados intensivos por
periodos prolongados. Entretanto, permitiu-se a inclusdo de pacientes com
episédios de descompensacao clinica, manifestando sintomas compativeis
com classe funcional IV, sendo temporariamente assistidos em unidade de
emergéncia. Ressalte-se que os dados referentes a avaliagdo laboratorial
nesses individuos foram sempre obtidos em periodos néo criticos, durante o
seguimento ambulatorial.

Pacientes com quadro clinico e laboratorial compativel com
tromboembolismo pulmonar crénico ou histéria (pessoal, familiar) de

trombose venosa profunda ou trombofilia ndo foram incluidos.
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Subgrupos de pacientes

Os pacientes que preencheram os critérios de inclusdo foram divididos
em dois grupos, conforme o quadro de apresentagcao clinica e historia
recente. Aqueles com sintomas de classe funcional Il ou Il foram
designados como subgrupo A. Os pacientes com classe funcional Ill, mas
que tinham o histérico de passagens transitérias e freqlientes pela unidade
de emergéncia, motivadas por descompensacao clinica, em classe funcional
IV, foram designados como subgrupo B. As principais manifestagdes durante
as internagdes na unidade de emergéncia foram dispnéia em repouso, piora
da cianose, sintomas relacionados a insuficiéncia cardiaca direita (congestao
hepatica, edema de membros inferiores) e, ocasionalmente, dor toracica na

presenga ou auséncia de escarros hemoptdicos.

TRATAMENTO

Apos inclusdo no estudo, os pacientes foram submetidos a tratamento
clinico, tendo sido acompanhados em regime ambulatorial com retornos
programados a cada trés meses. As condutas terapéuticas estabelecidas
ndo foram instituidas em todos os pacientes de maneira homogénea a partir
da entrada no estudo. Devido a controvérsias existentes na literatura a
respeito da utilizagcdo de algumas delas (anticoagulagdo, por exemplo), as
mesmas foram sendo incorporadas progressivamente ao arsenal
terapéutico, vindo a constituir um aprendizado com base em estreita

observacgao clinica e laboratorial, que foi adquirido no evoluir do periodo de
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trés anos. As medidas terapéuticas utilizadas foram: anticoagulagao oral
com warfarina, uso crénico de oxigénio domiciliar, sessées de hemodiluigao
quando necessario (detalhes a seguir), reposicdo de ferro, controle da
pressao arterial sistémica, da funcdo renal e eventuais manifestacdes
neuroldgicas (tonturas, parestesias e alteragdes visuais).

A anticoagulacao oral foi planejada para manter o INR (international
normalized ratio) entre 2,0 e 3,0 (se possivel ao redor de 2,5). A
anticoagulacao plena nao foi indicada a priori em pacientes com contagem
de plaquetas inferior a 50 x 10%I. A oxigenioterapia domiciliar foi orientada
no sentido do uso de oxigénio via catéter nasal, com fluxo de dois a trés
litros por minuto, durante um periodo minimo de 8 horas diarias. Esta
medida terapéutica foi indicada apenas para pacientes com saturacao

periférica de oxigénio igual ou inferior a 92%.

Procedimento de hemodiluigao

Os pacientes com sintomas clinicos relacionados a hiperviscosidade
sanguinea secundaria a eritrocitose, que tinham niveis de hematocrito acima
de 60%, sem deficiéncia de ferro seérico, ou acima de 65%, mesmo na
vigéncia de deficiéncia de ferro, foram submetidos a hemodiluicdo
terapéutica, sendo que cada procedimento foi diretamente supervisionado
pela equipe médica participante do estudo. O procedimento, ja padronizado
em nossa equipe, constituiu de pungao venosa periférica e retirada de
volume sanguineo correspondente a 10% da volemia. A mesma foi

individualmente estimada para cada paciente de acordo com a formula "
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Volemia (litros) = 1,3 + 0,08 x peso (kg). Simultaneamente, através de
outra via venosa periférica, foi infundido igual volume de Dextran, de peso
molecular 40.000. A duragdo do procedimento foi de aproximadamente 1
hora, periodo durante o qual o paciente permaneceu sob monitorizagao de
freqUéncia cardiaca, pressao arterial sistémica e sinais neurolégicos. Houve
interesse em se determinar o efeito da hemodiluicdo sobre diversas variaveis
clinicas e laboratoriais. Para tanto, as amostras de sangue para analise
foram obtidas antes e quatro dias apds o procedimento. Esse intervalo de
tempo foi estabelecido para evitar possiveis influéncias da solugao utilizada
na reposicao isovolumétrica sobre as determinagbes bioquimicas. As
variaveis computadas antes e apdés a hemodiluicao foram as seguintes: o
hematdcrito, o numero de plaquetas circulantes, a saturacédo periférica de
oxigénio, assim como o nivel plasmatico de marcadores endoteliais e de

coagulacao.
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VARIAVEIS ANALISADAS E DESENHO DO ESTUDO

Dados demograficos e laboratoriais gerais

Tendo sido preenchidos os critérios de inclusdo no estudo, foram
registradas informagbes gerais dos pacientes como: idade, género,
diagnostico da cardiopatia e classe funcional. Esta ultima foi baseada na
classificagdo da NYHA, tendo sido adaptada para hipertensao pulmonar em
1998 no Simpédsio Mundial de Hipertensdo Pulmonar ¢ (Tabela 2), realizado
pela World Health Organization (WHO). Os valores do hematocrito e a
contagem de plaquetas em sangue venoso periférico foram obtidos por
método automatizado. A saturacédo periférica de oxigénio foi obtida por
oximetria de pulso. A pressdo média de artéria pulmonar foi calculada de

maneira ndo invasiva através do ecocardiograma transtoracico

(com
Doppler e mapeamento de fluxo em cores) a partir da curva de fluxo da
insuficiéncia pulmonar, no plano paraesternal eixo curto. O gradiente de
pressao no pico da curva, calculado através da equacido de Bernoulli,

representada por: P= 4xV? (onde P= gradiente de pressao e V= velocidade

maxima de fluxo), equivale a pressdo média de artéria pulmonar.
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Tabela 2 — Classe funcional adaptada para hipertensdo pulmonar*

Classe Funcional Apresentacgédo Clinica
Pacientes com hipertensao pulmonar sem
Classe | Lo o e
limitagcdes da atividade fisica.
Pacientes com hipertensao pulmonar e
discreta limitagdo da atividade fisica.
Apresentam-se confortaveis ao repouso,
Classe Il

porém a atividade fisica habitual causa
dispnéia ou fadiga, dor precordial ou pré-
sincope.

Pacientes com hipertensao pulmonar e
acentuada limitagao fisica. Apresentam-se
Classe llI confortaveis ao repouso, porém a atividade
fisica minima causa dispnéia ou fadiga, dor
precordial ou pré-sincope.

Pacientes com hipertensao pulmonar e
incapacidade de exercer qualquer tipo de
atividade fisica sem apresentar sintomas.
Esses pacientes manifestam sinais de
insuficiéncia cardiaca direita. A dispnéia ou
fadiga pode estar presente mesmo em
repouso e o desconforto é exacerbado por
qualquer tipo de atividade fisica.

Classe IV

* Padronizagéo da New York Heart Association, adaptada para pacientes com hipertensdo pulmonar, em reuniao
da World Health Organization, em 1998 (referéncia 6)

Diagnéstico de trombose arterial pulmonar

A pesquisa de trombose arterial pulmonar foi feita por angiotomografia
de torax, em aparelho Toshiba "X press’, matriz 512 x 512, com uso de
contraste endovenoso, colimagdo de 3mm, rotagdo em 1 segundo e
velocidade de movimento da mesa de 5 mm/rotagc&o. A reconstrugéo foi feita
a cada 1,5 mm. Por meio deste exame, foi possivel identificar falhas de
enchimento em artéria pulmonar direita e esquerda, assim como em ramos

lobares e segmentares. Entretanto, a arvore arterial pulmonar mais distal
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nao foi passivel de analise. Tal limitacdo permitiu apenas o diagnédstico de
trombose arterial pulmonar central (TAPC). As imagens foram fotografadas e

armazenadas ja digitalizadas para posterior analise comparativa.

Investigacado de sindrome antifosfolipide

A investigacdo de sindrome antifosfolipide foi realizada neste estudo,
por meio da pesquisa no plasma do anticorpo anticardiolipina (IgM e IgG)

pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA).

Determinacdes especificas dos marcadores de disfungao
endotelial e coagulagao intravascular

Coleta das amostras e obtengdo do plasma

Amostras de sangue venoso periférico foram coletadas sem
garroteamento em 1:10 volumes de citrato de sodio 3,8%, contendo acido
edético (EDTA) 5mM, N-etilmaleimida 6mM, fluoreto de fenilmetilsulfonila
1mM, leupeptina 0,25mM e aprotinina 20 U/ml. As amostras foram
submetidas imediatamente a centrifugagcado a 3000 x g por 20 min, sendo o
plasma separado dos elementos figurados. Aliquotas de plasma foram

estocadas a —70°C e descongeladas uma Unica vez para uso.
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Determinagdo dos marcadores

Foram utilizados como indices de disfungcao endotelial o VWF:Ag, a
trombomodulina, o t-PA e o PAI-1, sendo considerados neste estudo
somente os respectivos niveis plasmaticos. O nivel circulante do dimero D
foi utilizado como indice de coagulagdo intravascular. Todas essas
determinacoes foram realizadas por ELISA, utilizando-se kits de procedéncia
Stago (Asniéres, Franga), seguindo as especificagdes técnicas do fabricante.
Os resultados foram obtidos mediante comparacdo dos valores de leitura
Optica com uma curva padrao e expressos em ng/ml para a trombomodulina,
o t-PA, o PAI-1 e o dimero D. Os valores do vWF:Ag foram expressos em
U/dl . Em todas as placas, sempre procuramos incluir controles normais de
nosso laboratério, a fim de corrigir pequenas variagdes observadas entre
diferentes lotes dos kits de ELISA. O numero de controles nas
determinagdes dos marcadores foi sempre superior a 20 individuos. O grupo
controle foi constituido de individuos com distribuicdo de faixa etaria e
género semelhantes ao grupo de pacientes.

A concentragdo plasmatica da R-tromboglobulina foi utilizada como
marcador de ativagao plaquetaria. Sua analise foi feita por ELISA, sendo

seus resultados expressos em U/ml.

Composicao multimérica do fator de von Willebrand

O fator de von Willebrand foi também analisado quanto a sua

estrutura multimérica. Para tanto, aliquotas de plasma (1ul) foram
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denaturadas em Tris 10mM, SDS 2%, EDTA 1mM, uréia 8mM, azul de
bromofenol 0,02%, pH 8,0, durante 1h a 56°C e posteriormente resolvidas
em gel SDS-1% agarose, em Tris 40mM, SDS 0,1%, acetato de sédio 20mM
e EDTA 2mM, pH 7,4. Apds transferéncia para membrana de nitrocelulose
(Tris 25mM, glicina 192mM, SDS 0,1%, metanol 20%), os multimeros do
fator de von Willebrand foram identificados mediante incubagdao com
anticorpo especifico policlonal anti-vWF humano (Dako Corporation,
Carpinteria, CA, USA) na diluicao de 1:150, por 6 h. A visibilizagao dos
multimeros foi feita por quimioluminescéncia, com uso de kit comercial
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA). Todos os filmes contendo
os multimeros do fator de von Willebrand foram fotografados com a
utilizacdo de camara digital, sendo as imagens armazenadas em
computador e agrupadas para posterior analise. As fotos foram obtidas com
o auxilio de transiluminador.

A analise semiquantitativa dos multimeros do fator de von Willebrand foi
feita por densitometria a laser (densitdmetro Ultroscan XL, Bromma, Suécia).
As cinco bandas de menor massa molecular, com migragao logo acima da
IgM (usada como padrao, 950 kDa), foram analisadas e a soma das suas
densidades foi relacionada a densidade total de todas as fragdes
multiméricas. Assim, o indice utilizado para a semiquantificagcdo das
alteracbes multiméricas foi a densidade relativa dos multimeros de baixo
peso molecular (BPM/Total). Esse controle interno foi usado para corrigir

diferencas na quantidade de proteina do fator de von Willebrand aplicada em
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cada pocgo do gel. Todos os experimentos foram realizados em duplicata ou

triplicata e o resultado final foi expresso em valor médio.

Desenho do estudo

Este estudo representou uma série de verificagdes (hipdteses) que
poderiam ser analisadas como trabalhos separados. Entretanto, como houve
a participacdo do mesmo paciente em mais de uma verificagcdo e como as
diferentes hipdteses pertenciam ao mesmo tema, sendo verificadas na
mesma época, optou-se por reunir os resultados sob um unico titulo. Assim,
algumas verificagbes tiveram caracteristica transversal, como a analise de
marcadores de disfungdo endotelial e de coagulagdo intravascular, a
caracterizagdo em subgrupos de pacientes, o impacto da hemodiluicdo e a
identificacao de fatores relacionados a TAPC.

Um outro segmento do estudo teve caracteristica longitudinal. Trata-se
da evolugdo dos marcadores ao longo do tempo, frente a medidas
terapéuticas adotadas. Nesta etapa, foi necessaria a observacdo de
pacientes durante um periodo pré-estabelecido. Inicialmente, o periodo de
24 meses foi assumido como adequado, considerando-se a cronicidade da
doenca. A analise longitudinal dos marcadores também foi levada a efeito,
sob o ponto de vista estritamente estatistico, considerando-se o periodo de
18 meses de observacdo. Esta analise foi feita com o objetivo de
comparagao das observagbes com 24 meses, uma vez que 0 humero de

casos com 18 meses de seguimento foi mais expressivo.
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Assim sendo, o desenho do presente estudo foi feito de tal forma que,
apods a inclusdo no mesmo, os pacientes tiveram seguimento ambulatorial a
cada trés meses, tendo sido realizadas verificagdes laboratoriais
semestralmente. Esse planejamento foi obedecido de maneira independente

de eventuais visitas a unidade de emergéncia.

ANALISE ESTATISTICA

A analise de dados comportou a etapa descritiva e a inferencial. Na
analise descritiva, as caracteristicas demograficas e laboratoriais gerais
foram expressas como meédia e desvio padrdo ou mediana, limites e
percentis, conforme apropriado.

A analise inferencial envolveu tanto variaveis continuas como
categoricas. Com relagdo as variaveis continuas, as mesmas foram testadas
quanto a sua aderéncia a distribuicdo normal, através do teste de
Kolmogorov—Smirnov. Havendo aderéncia satisfatoria, as mesmas foram
subsequentemente analisadas por testes paramétricos. N&o havendo
aderéncia adequada, optou-se pelo uso de testes ndo paramétricos. Com
relagdo especificamente ao nivel plasmatico do dimero D, esta variavel foi
analisada tanto por métodos ndo paramétricos, como apds transformacéao
logaritmica, por métodos paramétricos. As variaveis categoéricas foram
tratadas por procedimentos ndo paramétricos.

A analise univariada constituiu na comparagcdo de resultados entre

grupos de individuos ou no mesmo grupo em situagdes diferentes. A analise
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intergrupos, tratando-se de dois grupos de individuos, foi feita com uso de
teste de t de Student para observagcdes desemparelhadas ou teste de Mann-
Whitney. As comparacgdes envolvendo mais de dois grupos foram feitas com
uso de analise de variancia (um fator) e testes de multiplas comparacgdes
(Scheffé, Tukey-Kramer ou Games-Howell, conforme apropriado). Para
variaveis sem distribuicdo normal, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis com
multiplas comparacgdes através dos procedimentos de Newman-Kuel ou
Dunn. As comparagbes no mesmo grupo de individuos analisados em
situagcdes diferentes foram feitas com uso do teste t de Student para
observagdes emparelhadas, ou de Wilcoxon, se apenas duas situagdes
estivessem em questao (antes e apds hemodiluicdo). Havendo mais de duas
situagbes em questdo, em particular se a verificacdo foi feita em diversos
grupos (exemplo, subgrupo A e B analisados em quatro ou cinco momentos
diferentes), procedeu-se a analise de variancia para mais de um fator
(subgrupos e tempo) com medidas repetidas em um deles (tempo). O
procedimento €& conhecido como analise de perfil. Em todos os
procedimentos univariados envolvendo variaveis continuas, os testes foram
bicaudais. As comparagdes entre os grupos de individuos envolvendo
variaveis categoricas foram efetuadas através do teste exato de Fisher.

A analise multivariada foi utilizada para testar diferengas intergrupos,
envolvendo mais de uma variavel. Os procedimentos foram aplicados apos a
identificacdo das variaveis mais expressivas quanto a sua capacidade de
diferenciagcao inter grupos, através de analise univariada conforme descrito

acima. No caso da diferenciacdo entre subgrupos A e B de pacientes,
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procurou-se ajustar um modelo discriminante linear (Fisher) aos dados
observados. No caso da diferenciacéo entre pacientes sem e com TAPC e
visando verificar a probabilidade de ocorréncia da mesma, procurou-se
ajustar um modelo de regressao logistica (binaria).

Em todos os testes adotou-se 0,05 como nivel de significancia

ASPECTOS ETICOS

Todas as coletas para determinacdo de marcadores bioquimicos
envolveram pungao venosa periférica com risco considerado minimo, tendo
sido efetuadas mediante consentimento livre e esclarecido. O protocolo do
estudo foi aprovado pela Comissdo Cientifica e de Etica do InCor sob o n°

1790/00/151 e pela Cappesq sob o n°981/00.
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ANALISE DESCRITIVA

No periodo de fevereiro de 2000 a margo de 2003, foram incluidos,
consecutivamente, 30 pacientes no estudo (Tabela 2), sendo 16 do género
feminino, com idade de 4 a 61 anos (32,3 £ 12,7 anos), pressao média
arterial pulmonar de 30 a 98 mmHg (57 + 15 mmHg), saturagdo periférica de
oxigénio de 67 a 97% (85 £ 8%) e hematocrito de 39 a 69 % (57 + 8%).
Apesar do encontro de niveis normais de saturagdo periférica de oxigénio
em repouso em alguns pacientes, todos passaram a apresentar graus
variaveis de insaturacdo, apés serem submetidos a esforco fisico minimo. A
TAPC foi investigada através da realizagdo do exame de angiotomografia
computadorizada de torax, tendo sido constatada em nove dos 24 pacientes
analisados (37,5%).

No momento do ingresso no estudo, os pacientes foram submetidos a
uma avaliagdo clinica e a um interrogatorio minucioso sobre o historico da
moléstia, sendo subdivididos em dois subgrupos, segundo a classe funcional
(NYHA/WHO). O subgrupo denominado A foi constituido por 20 individuos
em classe funcional Il ou lll. Esses pacientes encontravam-se estaveis, sob
seguimento ambulatorial. O subgrupo denominado B foi constituido por 10
pacientes com sintomas alternando entre classe funcional Ill e IV. Esses
pacientes tinham histérico de episddios frequentes de instabilidade clinica,
resultando em constantes visitas a unidade de emergéncia.

Para efeito de analise clinica evolutiva, 27 pacientes foram
acompanhados por um periodo de trés a 45 meses (mediana de 30 meses).

Os trés ultimos pacientes incluidos no estudo tiveram apenas o registro dos
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dados basais, por nao ter havido tempo habil para seguimento, sendo que
um deles faleceu pouco tempo apds sua avaliagao inicial. Entre os pacientes
como um todo, ocorreram quatro Obitos apds o ingresso no estudo, todos
atribuidos a evolugéo da doenca.

Durante o seguimento clinico, as seguintes manifestacbes foram
observadas, merecendo destaque dentro do quadro geral dos pacientes:
sintomas de hiperviscosidade sangulinea, como piora do cansaco, cefaléia,
tontura e artralgia (18 casos); insuficiéncia renal com redugao do “clearance”
de creatinina (dois casos); hipertensao arterial sistémica (cinco casos);
disturbios visuais (um caso); sintomas neurolégicos como parestesias ou

alteragdes compativeis com isquemia cerebral transitéria (trés casos).
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Tabela 3 — Dados diagndsticos e evolutivos individuais

Pacientes Género Idade Diagnéstico PMAP SpO; Ht CF TAPC T. Seg. Estado

(MIF) (anos) (mmHg) (%) (%) (",“VT_:'('.,‘;" (m)  Atual
1 TCHS F 35 CIA* 43 90 53 Il (+) 44 acdin.
2 MNKR F 45 cIv 3 8 56 Il (-) 41 ac dlin.
3 AR F o 43 DVSVD 58 75 61 llalv (+) 37 ac.clin.
4  ARM M 49 CIA* 38 84 60 llalvV (+) 41 ac. dlin,
5 JGFP M 23 DVSVD 98 82 66 Il (-) 36 acclin.
6 RKE M 30 DVSVD 68 8 62 Il (-) 40 ac.dlin.
7 VCF F 36 cIv 58 78 55 lllalv (+) 38  obito
8  FRS M 30 cIv 53 8 65 I (-) 39 ac. dlin.
9 JCS M 34 cIv 53 87 61 Il (.) 35 acclin.
10 SGS F 20 DSAV(sDown) 64 81 64 Il (.) 11  obito
11 EPS Foooo11 DVSVD 66 67 69 llalv (-) 35 ac. clin.
12 MACOA F 42 DATVP 46 79 56 Walv (-) 34 acclin
13 NR M 52 cIv 62 88 60 Il (+) 33 acclin.
14 PAMB M 14 DSAV(sDown) 30 89 62 Il (-) 30 ac.dlin,
15 LCS F 31 DSAV(sinv) 77 78 52 llalv (+) 28 ac. clin.
16 RM M 34 cIv 50 8 60 I (-) 29 ac.dlin.
17 MN F 38 cIv 7193 51 Il (.) 45 acclin.
18 JMM F 4 VUE 72 78 57 WMl (.) 23 ac.dlin,
19 R M 29 PCA 57 97 63 Il (.) 3  obito
20 Al M 22 DSAV(sDown) 38 81 56 llalv (-) 24 ac.clin.
21 DCS Foooo11 PCA 50 97 42 I (-) 25 ac.clin.
2 JsSC M 2 cIv 53 92 68 Il (-) 25 ac.dlin.
23 SAVS F 37 CIA* 55 91 54 Il (-) 18 ac. clin.
24 MGS F 23 CIA* 42 9% 42 W (-) 7 acclin
25  SAM F 38 CIA* 49 89 47 W (-) 9 acdin
2%  FMS F o 38 VUE 52 76 44 IalvV (.) 16 ac.dlin.
27 VRA M 34 VUE 66 92 5 Il (-) 13 ac. clin.
28  RLS F 40 CIADAPVP 50 72 39 IV (+) 0  obito
29 PAC M 38 cIv 71 82 56 llalv (+) 0 ac. clin.
30  RRM M 61 DVSVD 77 74 57 Wl (+) 0 acdlin.

ac. clin., em acompanhamento clinico; CIA*, comuinicagéo interarial do tipo ostium secundum com didmetro de 13 a 22
milimetros; CIV, comunicagao interventricular; CF, classe funcional; NYHA/WHO, New York Heart Association/World
Health Organization: DAPVP, drenagem andmala parcial de veias pulmonares; DATVP, drenagem anémala total de
veias pulmonares; DSAV, defeito do septo atrio-ventricular: DVSVD, dupla via de saida do ventriculo direito; F,
feminino; M, masculino; m, meses; PCA, persisténcia do canal arterial; PMAP, pressdo média de artéria pulmonar;
s.Down, sindrome de Down; s. inv, situs inversus; TAPC, trombose arterial pulmonar central; T.Seg., tempo de
seguimento; VUE, ventriculo Unico do tipo esquerdo

(+), presente; (-), ausente; (...), ndo investigada
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O seguimento clinico foi marcado por importantes modificagées no esquema
terapéutico na maioria dos casos, no que diz respeito a anticoagulagao, ao
uso de oxigénio domiciliar, a indicagao de hemodilui¢ao, a reposicao de ferro
e a monitorizacdo de sintomas neurolégicos e da fungao renal. A Tabela 4
mostra a evolugdo destas medidas terapéuticas durante o periodo de
acompanhamento e compara o numero de pacientes convenientemente
tratados no inicio e no final do estudo.

No decorrer do tempo, houve uma progressiva restricdo a indicagaéo do
uso de antiagregantes plaquetarios, mais especificamente do acido acetil
salicilico e do dipiridamol, sendo que a maioria dos pacientes passou a ser
submetida a anticoagulagao oral crénica com warfarina.

Em 16 pacientes, com insaturagcao periférica de oxigénio importante,
adotou-se o uso domiciliar de oxigénio, via catéter nasal por, 8 horas diarias
no minimo.

A hemodiluicdo passou a ser realizada apos a analise criteriosa de
sintomas clinicos relacionados a hiperviscosidade sangulinea (eritrocitose),
simultaneamente a analise dos valores do hematdcrito, dos niveis séricos de
ferro e dos indices hematimétricos. Houve também uma maior preocupagao
com as alteragbes neuroldgicas, oftalmolégicas, da fungdo renal e com o

controle da presséao arterial sistémica.
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Tabela 4 — Evolucéo de condutas terapéuticas comparativamente no inicio e

final estudo
Inicio do Final do seguimento
Medidas Terapéuticas acompanhamento . g
(nimero de casos) (ndmero de casos)
Antiagregantes plaquetarios 20 1
Anticoagulante oral 5 24
Oxigénio domiciliar 0 16
Hemodiluigao criteriosa 0 18
Monitorizagao do ferro sérico 0 18
Monitorizagao de alteragbes 0 7

sistémicas

ANALISE INFERENCIAL

DISFUNCAO ENDOTELIAL E COAGULAGCAO INTRAVASCULAR

Os valores obtidos no momento do ingresso no estudo, com relagéo
aos niveis plasmaticos dos marcadores de disfungdo endotelial e de
coagulagao intravascular nos pacientes com sindrome de Eisenmenger,
comparativamente ao grupo controle, estdo representados na Tabela 5. No
grupo de pacientes, os niveis plasmaticos do vWF:Ag e do t-PA mostraram-
se elevados e os da trombomodulina reduzidos, em relagdo aos controles.
Quanto ao dimero D e ao PAI-1, ndo houve diferengas estatisticamente

significantes.
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Tabela 5 — Marcadores de disfungédo endotelial e coagulagao intravascular

Variavel Controles N Pacientes N Valordep
vWF:Ag (U/dI) 93+18 34 118 £ 29 26 0,0007
Trombomodulina 59 1083900y 45 137 (14a543) 23  <0,0001
(ng/ml)

t-PA (ng/ml) 6,5+2,7 30 13,9+ 8,5 23 0,0007
PAI-1 (ng/ml) 18,4 (6,7a384) 36 163(34a277) 11  0,3929
Dimero D (ng/ml) 144 (54 a 318) 41  142(22a678) 24  0,3588
Log [dimero D] 4,89 + 0,46 41 5,13+0,82 24 0,1928

VWF:Ag, concentragéo antigénica do fator de von Willebrand; t-PA, ativador do tipo tecidual de plasminogénio, PAI-
1, inibidor do ativador do plasminogénio do tipo 1

Os valores de vWf:Ag, de t-PA e o logaritmo do dimero D estdo representados em média e desvio padrdo e os
valores da trombomodulina, do PAI-1 e do dimero D, em mediana e limites

DISCRIMINACAO ENTRE OS SUBGRUPOS DE PACIENTES
COM APRESENTACAO CLINICA DISTINTA

Nesta etapa do estudo, a preocupacéao foi verificar se subgrupos de
pacientes preliminarmente distintos de acordo com o grau de limitagao
funcional se diferenciariam entre si em relagao a outras variaveis medidas no
inicio do estudo. A discriminagao foi testada através da analise de variaveis
clinicas e laboratoriais.

A analise univariada evidenciou que o subgrupo de pacientes mais
limitado (B) diferenciou-se do subgrupo mais estavel (A), por apresentar
niveis de saturacao periférica de oxigénio menores e niveis plasmaticos de
vWF:Ag e dimero D mais elevados (Tabela 6). Ressalte-se que, no subgrupo
B, os valores do dimero D foram superiores aos controles, tanto quando
analisados em valor real, como apds transformagao logaritmica. Essa

diferenca ndo foi observada em relacdo ao subgrupo A. Nao houve
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diferencas entre os subgrupos quanto ao género, aos valores da pressao
meédia de artéria pulmonar, ao hematdcrito e aos niveis plasmaticos da

trombomodulina e do t-PA.

Tabela 6 — Discriminacao entre subgrupos de pacientes com diferentes
graus de limitagédo funcional

Variavel Subgrupo A Subgrupo B Valor de p
Género M/F 11/9 317 0,4375
Idade (anos) 309+134 35+ 11,1 0,4121

PMAP (mmHg) 57 £ 16 55+13 0,7236

SpO; (%) 88+6 775 <0,0001

Ht (%) 57+8 55+ 8 0,4773

vWF:Ag (U/dl) 110 £ 25 135+ 33 0,0455
Trombomodulina (ng/ml) 13,7 (1,4 a 34,1) 15,4 (8,2 a 54,3) 0,4976
t-PA (ng/ml) 13,3+6,6 15,1+ 11,7 0,6457
Dimero D (ng/ml) 120 (22 a 678) 441 (92 a 668) 0,0204
Log [dimero D] 4,85+ 0,69 5,82 +0,73 0,0053

Ht, hematdcrito; F, feminino; M, masculino; PMAP, pressdo média de artéria pulmonar; SpO2, saturagao periférica
de oxigénio; t-PA, ativador do tipo tecidual do plasminogénio; vVWF:Ag, concentragcdo antigénica do fator de von
Willebrand

Os valores representados correspondem a medidas efetivadas no inicio do periodo do estudo

Os valores do dimero D e da trombomodulina estao representados em mediana e limites

A diferenciagao entre os subgrupos clinicos foi igualmente testada por
analise multivariada (discriminante). Assim, as variaveis que contribuiram
independentemente de maneira significante para a diferenciagdo entre os
subgrupos foram a idade, a saturagdo periférica de oxigénio e o nivel
plasmatico do dimero D (p=0,002). Embora a idade nao tenha aparecido
como variavel importante na analise univariada, sua exclusdo do modelo
multivariado fez com que a porcentagem de casos corretamente

classificados diminuisse de 95% para 86%. A contribuicado relativa de cada
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variavel no modelo explicativo encontra-se representada através dos
respectivos coeficientes normalizados na Tabela 7.

A saturacdo de oxigénio e o nivel plasmatico do dimero D foram as
variaveis que discriminaram os subgrupos de pacientes, tanto na analise

univariada como na multivariada.

Tabela 7 — Contribuicdo de diferentes variaveis para a discriminagao entre
subgrupos de pacientes (analise multivariada)

Contribuicado Relativa

Variavel (coeficientes normalizados)
Idade -1.266068
Sp02 3.918421

Dimero D -1.780787

EVOLUCAO DAS VARIAVEIS BIOQUIMICAS:
COMPORTAMENTO DOS SUBGRUPOS DE PACIENTES

Com o objetivo de estudar o comportamento diferencial dos marcadores
de disfungdo endotelial e de coagulagao intravascular ao longo do tempo,
analisou-se a evolugdo dos niveis plasmaticos do VvWF:Ag, da
trombomodulina, do t-PA e do dimero D. Semelhantemente a analise feita no
inicio do acompanhamento, aqui também as variaveis foram estudadas nos
pacientes como um todo e comparativamente nos subgrupos de pacientes
com diferentes graus de limitagdo funcional. Os dados foram computados
dos pacientes que completaram 24 meses de seguimento, sendo as

medidas feitas semestralmente. Em acréscimo, sao apresentados os
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resultados evolutivos correspondentes a um grupo numericamente mais
expressivo, porém com tempo de seguimento inferior (18 meses). A analise
evolutiva do PAI-1 (em 24 meses) foi realizada em um grupo menor de
pacientes, ndo tendo sido possivel realizar o estudo comparativo entre os

subgrupos.

Analise evolutiva do vVWF:Ag

O comportamento do VWF:Ag plasmatico ao longo do seguimento
encontra-se representado nos Graficos 1 a 4. No seguimento de 24 meses,
houve decréscimo importante deste marcador (p<0,0001), com diferengas
expressivas do 12° ao 24° més em relagdo ao basal (p<0,01). Com relagao
aos subgrupos A e B, seguidos durante 24 meses, observaram-se diferencas
significantes, tanto entre os mesmos (p=0,0063), como em cada um deles ao
longo do tempo (p<0,0001). As diferengas mais expressivas foram
observadas entre os subgrupos na condi¢do basal (p<0,01), no subgrupo A
aos 18 e 24 meses em relagéo ao basal (p<0,05) e no subgrupo B em todas
as medidas em relagdo ao basal (p<0,05). O comportamento do vVWF:Ag no

seguimento de 18 meses foi semelhante.
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Graficos 1 a4 - Comportamento diferencial do antigeno do fator de von
Willebrand (vVWF:Ag) ao longo de 24 meses (n=12) e 18
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Nos Graficos 1 e 2, encontra-se representado o grupo de pacientes como um todo. Nos
Graficos 3 e 4, estao representados diferencialmente os subgrupos A e B com perfil clinico
distinto (quadrados em vermelho e em preto respectivamente). Os resultados sao ilustrados
em 24 e 18 meses (m) de evolucao e encontram-se expressos em média e desvio padréo.



49

Analise evolutiva da trombomodulina

O comportamento dos niveis plasmaticos da trombomodulina ao longo
do seguimento encontra-se representado nos Graficos 5 a 8. Nao houve
variagdo significante de seus valores no grupo como um todo, tanto no
acompanhamento de 24 meses (p=0,487) como em 18 meses (p=0,198). Em
relagdo aos subgrupos, ndo foram observadas diferengas significantes em

nenhum deles ao longo do tempo e em nenhum momento entre 0s mesmos.
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Graficos 5 a 8 — Comportamento evolutivo da trombomodulina ao longo de
24 meses (n=10) e 18 meses (n=13) de seguimento

24 meses 18 meses
Grafico 5 Grafico 6
60— = G0
E 5o E .,
s 50 S 50
T 40 - = 40+
5 E ”
E 30 ¥ § 30 <
5 20 S 20-
E l;' E| E .|
5 10— g 10
- & |
0 : r | I | 0 T T T L
Bazal & 12m 18m 2d4m Bazal 6&m 12 m 18m
Grafico 7 Grafico 8
40 -
35 | = 40 -
30 =l
£ 30 -
o5 | £
22 2 25
15 1 § 20
n= £ 15 - .&b&'n=5
10 o 10 - n=8
n=€ 'g
5 1 § 5 1
0 : : : , | ol 0 T T T |
Basal 6m 12m 18m  24m Basal 6m  12m  18m

Nos Graficos 5 e 6, encontra-se representado o grupo de pacientes como um todo. Nos
Graficos 7 e 8, estao representados diferencialmente os subgrupos A e B com perfil clinico
distinto (quadrados em vermelho e em preto respectivamente). Os resultados referentes ao
grupo como um todo estédo representados em “Box-plots™. A evolugdo da trombomodulina
nos subgrupos esta representada em valor mediano. Os resultados séo ilustrados em 24 e
18 meses (m) de evolugao.
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Analise evolutiva do t-PA

O comportamento evolutivo dos niveis plasmaticos do t-PA durante o
periodo de estudo esta representado nos Graficos 9 a12. Na evolugao do
grupo como um todo, registrou-se diminuigdo significante em 24 meses
(p=0,028) e em 18 meses (p=0,041) de seguimento. Na analise dos
subgrupos, observou-se queda discreta, porém significante, ao longo de 24
meses (p=0,030) e 18 meses (p=0,0485). Entretanto, n&do houve diferenca
entre os subgrupos (p=0,189 e p=0,412, respectivamente 24 e 18 meses).
Ressalte-se que, tanto na analise de todos os pacientes como nos
subgrupos, a variabilidade dos valores do t-PA tendeu a ser menor no final

do seguimento.



52

Graficos 9 a 12 — Comportamento evolutivo do ativador tecidual do
plasminogénio (t-PA) ao longo de 24 meses (n=12) e 18
meses (n=15) de seguimento
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Nos Graficos 9 e 10, encontra-se representado o grupo de pacientes como um todo. Nos
Graficos 11 e 12, estéo representados diferencialmente os subgrupos A e B (quadrados em
vermelho e em preto respectivamente). Os resultados estao ilustrados em 24 e 18 meses
(m) de evolugao e encontram-se expressos em média e desvio padrao.
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Analise evolutiva do dimero D

O comportamento evolutivo dos niveis plasmaticos do dimero D
encontra-se ilustrado nos Graficos 13 a 16. Os resultados sdo apresentados
apos transformacédo logaritmica. Ndo houve diferenga significante na
evolugdo dos seus valores no grupo como um todo em 24 e 18 meses
(p=0,311 e p= 0,145, respectivamente). Na analise intergrupos, evidenciou-
se diferenga significante apenas na medida basal (p<0,02), sendo que, ao
longo do seguimento, essa diferenga tendeu a desaparecer. E importante
ressaltar que, durante o periodo do estudo, foram observadas concentracdes
plasmaticas de dimero D acima de 400ng/ml, mesmo em pacientes

adequadamente anticoagulados com warfarina.
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Graficos 13 a 16 — Comportamento evolutivo do dimero D ao longo de 24
meses (n=11) e 18 meses (n=15) de seguimento
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Nos Graficos 13 e 14, encontra-se representado o grupo de pacientes como um todo. Nos
Graficos 15 e 16, estdo representados os subgrupos A e B (quadrados em vermelho e em
preto respectivamente). Os resultados estéo ilustrados em 24 e 18 meses (m) de evolugao e
encontram-se expressos em meédia e desvio padrao, apés transformacao logaritmica.
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Analise evolutiva do PAI-1

Foi possivel a analise evolutiva dos niveis plasmaticos do PAI-1 em 11 pacientes.
Embora ndo tenham sido detectadas diferengas significantes no periodo de avaliagdo de 24
meses, observam-se, pelo Grafico 17, valores que ultrapassaram o limite superior do

intervalo de tolerancia para individuos normais.

Grafico 17 — Comportamento evolutivo do PAI-1 ao longo de 24 meses (n=11)
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As linhas horizontais representam o intervalo que contém 90% das observagdes em
individuos normais, com uma probabilidade superior a 0,95

O limite superior deste intervalo corresponde a 38 ng/ml

A Tabela 8 ilustra valores de t-PA, PAI-1 e dimero D, assim como valores da relagdo PAI-

1/t-PA, nos trés casos acima do limite de tolerancia, representados aos 12 meses no Grafico

17.
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Tabela 8 — Valores de PAI-1, dimero D, t-PA e da relagao PAI-1/t-PA, aos 12 meses de
evolugéo, dos pacientes 7, 8 e 12 (Tabela 3)

PAI-1 (ng/ml) t-PA (ng/ml)  PAI-1/t-PA  dimero D (ng/ml)

Paciente 7* 70,6 23,8 2,97 210
Paciente 8* 44 17,7 2,48 56

Paciente 12* 49,5 22,2 2,22 92
Controles 18%: S;Z a 6,5+27 2,99 144 (54 a 318)

*Pacientes de nimero 7, 8 e 12 da Tabela 3

** O limite superior do intervalo de tolerancia para 90% das observagdes normais é de 38 ng/ml

t-PA, ativador tecidual de plasminogénio, PAI-1, inibidor do ativador do plasminogénio do tipo 1

Os valores de t-PA estéo representados em médias e desvio padrdo e os valores do PAI-1 e do dimero D em
mediana e limites
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ANALISE DE FATORES ASSOCIADOS A TROMBOSE
ARTERIAL PULMONAR CENTRAL

A angiotomografia de torax para pesquisa de TAPC foi realizada em 24
pacientes, tendo sido positiva em nove deles. Entretanto, a investigagcédo de
fatores potencialmente relacionados a presenca de TAPC foi possivel de ser

efetuada em 23 individuos, oito dos quais apresentavam esta complicagcéo

(Figura 1).

Figura 1. Exemplo representativo de imagem angiotomografica positiva para trombose
arterial pulmonar central (setas), em paciente de 31 anos portadora de sindrome de
Eisenmenger (caso de n° 15 da Tabela 3)

Foram estudadas variaveis clinicas e bioquimicas que pudessem vir a
auxiliar na discriminacdo dos pacientes com maior probabilidade de
apresentar o fendbmeno trombatico. As variaveis analisadas foram o género,
a idade, o nivel de gravidade clinica (subgrupos A e B), a saturagao
periférica de oxigénio, o hematdcrito, a contagem de plaquetas e o nivel

plasmatico do dimero D. As variaveis cujos resultados préximos a realizagao
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da angiotomografia ndo estavam disponiveis nao foram incluidas. Também
nao foram incluidos os resultados obtidos em situacbes de instabilidade
clinica aguda.

Na analise univariada (Tabela 9), o grupo com presenca de TAPC
caracterizou-se por apresentar idade mais avancada (p=0,004), niveis
inferiores de saturacao periférica de oxigénio (p=0,0127) e niveis mais
elevados de dimero D (p=0,024), quando comparado ao grupo sem TAPC.

Tabela 9 — Discriminacéo entre pacientes com e sem trombose arterial
pulmonar central

Variavel Angi:g;ri:li?lgrafia Angr:;;ntic:grafia Valor de p
Género (M/F) 4/4 8/7 1,000
Idade (anos) 44 + 10,0 29,2 +10,7 0,004
Subrupo A/B 3/5 12/3 0,071

Sp02 (%) 81+8 89+6 0,0127

Ht (%) 56+ 5 56+ 8 0,9267
Plaquetas (x 10%/1) 153+ 72 142 £ 71 0,7278
Dimero D (ng/ml) 436 (124 a 1169) 141(53 a 1194) 0,024

Ht, hematécrito; F, feminino; M, masculino; SpO2, saturagéo periférica de oxigénio
Os valores representados correspondem a medidas efetivadas proximo a realizagdo da angiotomografia de térax
Os valores do dimero D estdo representados em mediana e limites

Abaixo, na Tabela 10, encontram-se relacionados os valores preditivos
de diferentes niveis plasmaticos do dimero D, em relacédo a trombose arterial

pulmonar central.
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Tabela 10 — Valores preditivos do dimero D em relagao a trombose arterial

pulmonar
Dimero D (ng/ml) Valor preditivo positivo Valor preditivo negativo
>500 64% 67%
>400 67% 74%
>300 60% 77%

Quando se realizou a analise multivariada (regressédo logistica)
incluindo a idade, a saturacao periférica de oxigénio e o nivel plasmatico do
dimero D, o ultimo n&o apresentou efeito explicativo, mesmo apds a
transformagado logaritmica. Desta forma, o modelo constituido por duas
variaveis explicativas (idade e saturagdo), apresentou melhor ajustamento
aos dados observados (p=0,0004), sendo expresso como segue:
P[TAPC]=EXP (at+b*ldade+c*Sp0O,)/1+EXP (a+b*ldade+c*Sp0O,), onde
P[TAPC] representa a probabilidade de existéncia de trombose arterial
pulmonar central; SpO,, saturagao periférica de oxigénio; a=16,08; b=0,20 e
c= -0,28. Com base neste modelo, construiram-se curvas de probabilidade
de TAPC em funcio da idade, para diferentes niveis de saturacao periférica

de oxigénio (Grafico18).
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Grafico 18 — Curvas de probabilidade de existéncia de trombose arterial
pulmonar central em funcao da idade e da saturacao periférica
oxigénio (Sp0y)
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INVESTIGACAO DE SINDROME ANTIFOSFOLIPIDE

Obtivemos o resultado da pesquisa de anticorpos antifosfolipide pelo
método ELISA num total de 14 pacientes. A identificagdo desses individuos
(Tabela 3) é a seguinte: 2, 4, 5,6, 8, 11, 12, 13, 15, 16, 17, 22, 25, 29. Todos
os resultados foram negativos, tanto para IgG como IgM, sendo que quatro

destes pacientes tinham imagem angiotomografica positiva para TAPC.
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O PAPEL DA HEMODILUICAO

No periodo de fevereiro de 2000 a margo de 2003, 18 pacientes foram
submetidos a hemodiluigbes terapéuticas, totalizando 58 procedimentos. O
numero por paciente variou de um a sete. As hemodiluigbes foram
realizadas apenas quando havia sintomatologia relacionada a sindrome de
hiperviscosidade sanguinea secundaria a eritrocitose. Nado ocorreu nenhuma
complicagdo no transcurso do procedimento de hemodilui¢do, tendo sido
considerado de risco minimo. Apos o término da intervengao, os pacientes
referiram melhora dos sintomas, sendo que os efeitos relatados com maior
frequéncia foram a melhora do cansaco, da cefaléia e da sensagao de
“peso” ou “opressao” na parte superior do torax.

Em que pese a impresséo subjetiva de que os pacientes com sindrome
de Eisenmenger requerem maior numero de hemodiluicbes para melhora
dos sintomas em periodos mais frios do ano, observa-se, pelo Grafico 19,
que nao houve oscilagdo sazonal no nivel do hematdcrito e no numero de

hemodilui¢gdes realizadas durante o periodo do estudo.
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Grafico 19 — Evolucao da temperatura atmosférica na cidade de Sao Paulo,
do hematécrito e do numero de hemodiluigdes no periodo de
fevereiro de 2000 a margo de 2003
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Auséncia de correlagdo entre as temperaturas média e minima mensais (°C) e o
hematocrito médio (%), assim como com o numero de hemodiluigdes, no periodo de
fevereiro de 2000 a margo de 2003 (1 a 38 no eixo horizontal). As Informagdes sobre a
temperatura atmosférica na cidade de Sdo Paulo foram obtidas por meio da Internet.

Com o objetivo de se determinar o possivel impacto da hemodiluicao
sobre as variaveis laboratoriais em curto prazo, os valores das mesmas
foram obtidos antes e quatro dias apds o procedimento. Em todas as
variaveis analisadas, os valores para cada paciente, prévios e posteriores a
hemodiluigao, referem-se as médias observadas em todos os procedimentos
realizados naquele individuo. Os resultados finais encontram-se dispostos
na Tabela 11.

Observa-se, pela analise da tabela, que a hemodiluicdo resultou em
reducao significante do hematécrito, associada a aumento do numero de
plaquetas circulantes. Entre as variaveis bioquimicas analisadas, observou-
se modificagdo (aumento) significante apenas no nivel plasmatico da
trombomodulina. Embora ndo se tenham observado alteragdes quantitativas

significantes no VWF:Ag plasmatico, a hemodiluicdo resultou em melhora
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das suas anormalidades qualitativas (estruturais) conforme sera detalhado a
sequir.

Tabela 11 — Efeito da hemodiluicao terapéutica sobre as variaveis

laboratoriais

Variavel he\r{nacl;c)izlﬁ;ééo Valor p6s hemodiluigdo Valor de p
Hematocrito (%) 61£3 56 + 4 <0,0001
Plaquetas (x 10°/1) 109 +57 132 +48 <0,0004
Sp02 (%) 83+6 83+8 0,6542
vWF:Ag (U/dl) 122 + 22 115+ 22 0,1123
Trombomodulina (ng/ml) 17,4 (4,3 a 35,2) 20,3 (7,3 a 39,5) 0,0465
t-PA (ng/ml) 15,3+6,2 15,3+6,2 0,9154
Dimero D (ng/ml) 201 (88 a 531) 191 (90 a 613) 0,2659

Log [dimero D] 5,40 £ 0,59 5,29 + 0,56 0,383

Ht, hematdcrito; SpO2, saturagdo periférica de oxigénio; t-PA, ativador tecidual de plasminogénio; vVWF:Ag,
concentragao antigénica do fator de von Willebrand
Os valores do dimero D e da trombomodulina estéo representados em mediana e limites

HIPOXIA, PLAQUETAS, MULTIMEROS DO FATOR DE VON
WILLEBRAND E EFEITOS DA HEMODILUICAO

Nesta etapa do estudo, procurou-se analisar alteragbes ja conhecidas
na estrutura multimérica do fator de von Willebrand em portadores de
hipertensdo pulmonar, sobretudo visando a identificar fatores que pudessem
explicar tais anormalidades e verificar o possivel impacto da hemodiluicdo
terapéutica. Para tanto, foram analisados 10 pacientes, dentre aqueles que
foram submetidos ao procedimento. Esses individuos foram selecionados
com base na qualidade técnica dos “Western blots”. Um alto grau de
definicdo entre as diversas fragdes multiméricas, apos a identificagcdo por

quimioluminescéncia, foi considerado necessario para analise densitométrica
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adequada de 14 picos. Os pacientes analisados, conforme identificacao

numeérica na Tabela 3, foram os seguintes: 3, 4, 5, 6, 9, 10, 11, 16, 20 e 22.
A Tabela 12 mostra os resultados das alteragcbes multiméricas do fator

de von Willebrand ao lado de fatores possivelmente relacionados,

comparativamente entre pacientes e controles, assim como na condi¢ao pos

hemodiluigdo em relagao ao basal.

Tabela 12 — Variaveis com possivel impacto sobre a composi¢ao

multimérica do fator de von Willerbrand, analisadas
comparativamente antes e apds a hemodiluigao terapéutica

Dados Hematécrito Plaquetas Sp02 B-TG VWF:Ag Multimeros

(%) (x 10°/1) (%) (U/ml) (u/di) (BPM/total)

Controles 47 £ 2 242 + 61 >95 135+ 14 93+18 0,32+0,08"

Pacientes (basal) 63+3 109 + 67 83+8 198+69 124+30 0,49%0,10

Pacientes (HD) 58 +3 133 + 58 82+8 184+46 117+21 0,46 £0,09
Valordep (basal g 4594 <0,001 _ 0,0444 00015  <0,0001

vs. controle)

Valordep (HDvs. g g9 00013 04615 04033  0,1753 0,0079

basal)

HD, apods hemodilui¢édo; B-TG, beta-tromboglobulina plasmatica; BPM/total, densidade relativa dos multimeros de
baixo peso molecular do fator de von Willebrand; SpO2, saturagéo periférica de oxigénio
* O intervalo de confianga (95%) para a média de observagdes normais foi de 0,27 a 0,36

A condicdo basal foi caracterizada pela presenca de alteracbes
significantes na composicdo multimérica do fator de von Willebrand, com
perda de formas de alto peso molecular e aumento na concentragao de
fragbes de baixo peso (BPM) em relagdo aos controles, resultando em
aumento do indice BPM/total (p<0,0001) (Tabela 12). Essas alteragbes
estiveram associadas a diminuigdo da saturagao periférica de oxigénio, ao
aumento do hematdcrito, a redugdo no numero de plaquetas circulantes e ao

aumento do nivel plasmatico de B- TG (Tabela 12). Entretanto, o indice
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BPM!/total foi influenciado significantemente apenas pela saturagao periférica
de oxigénio e pelo numero de plaquetas (Graficos 20 e 21). O modelo linear
multiplo que comprovou a associagao entre a variavel BPM/total e a
saturacdo de oxigénio, assim como o0 numero de plaquetas circulantes,
sendo as duas ultimas independentemente relacionadas, foi o seguinte:
BPM/total = 0,965 — 0,0046 [SpO:] — 0,00072 [numero de plaquetas],
r2=0,81, p=0,0031; BPM/total, concentracao relativa de multimeros de baixo
peso molecular do fator de von Willebrand; SpO2, saturacédo periférica de
oxigénio.

Assim, as alteragbes multiméricas mais acentuadas, ou seja os elevados
indices BPM/total, foram observados nos individuos com maior grau de

hipoxemia e menor numero de plaquetas circulantes.
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Graficos 20 e 21 - Influéncia da saturacao de oxigénio e do numero de
plaquetas circulantes sobre a composigao multimérica
do fator de von Willerbrand

Gréafico 20 Gréafico 21
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A hemodiluicao foi seguida de melhora discreta, porém significante da
estrutura multimérica do fator de von Willebrand (Tabela 12 e Figura 2). Em
especial, observou-se aumento das formas de alto peso molecular, nao
havendo, entretanto, recuperagdo completa do padrao normal. A melhora
das alteragcbes multiméricas ocorreu em associagdo ao aumento do numero
de plaquetas circulantes, sem que tenha havido modificagao significante na
saturagcdo periférica de oxigénio. Assim, as alteragdes residuais na
composicdo multimérica do fator de von Willebrand apdés hemodiluigao,
associaram-se a persisténcia de hipoxemia, a um numero ainda reduzido de
plaquetas em relacdo ao normal e a concentragao plasmatica ainda elevada

de B-TG (Tabela 12 e Figura 2).
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Dezembro, 2000 Junho, 2002
Basal HD Controle Basal HD Controle
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= 0,36
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lgM —+ - - - S | —
l \ / | Basal HD
Hematécrito (%) 69 65 68 62
Plaquetas (x10%/1) 8 42 39 112
vWF:Ag (U/dl ) 147 149 111 123

Multimeros (BPM/total) 0,697 0,556 0,602 0,569

Figura 2. A: “Western immunoblot” representativo das alteracdes multiméricas do
fator de von Willebrand analisadas em paciente com sindrome de
Eisenmenger, submetida a hemodiluicdo terapéutica em duas ocasifes
diferentes (caso de n°11, Tabela 3). A IgM (950 kDa) foi utilizada como
padrao de peso molecular. Na situagcéo basal, em relagdo ao controle,
observa-se reducido na densidade das formas de alto peso molecular,
correspondentes a regido superior da membrana (seta vermelha). As
fracbes de baixo peso molecular (cinco bandas acima da IgM)
apresentam-se com densidade aumentada. Apos a hemodiluicao (HD),
observa-se recuperagido parcial dos multimeros intermediarios e de
alto peso (colchetes, representando a sexta banda acima da IgM e
bandas superiores). A melhora é observada em associacdo ao
aumento do numero de plaquetas circulantes, sem alteragdo
significante na concentragcéo plasmatica da proteina (VWF:Ag).

B: Os valores individuais da concentracdo relativa de multimeros
menores (BPM/total) estao representados antes e apds a hemodiluicao
(p=0,0079).
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As observacbes mais importantes do presente estudo podem ser
resumidas como segue. A disfuncdo endotelial foi caracterizada pelo
encontro de niveis plasmaticos elevados de vVWF:Ag, t-PA e diminuidos de
trombomodulina. A discriminagcdo entre os subgrupos de pacientes com
apresentagao clinica diversa (A e B) fez-se por meio do encontro no
subgrupo B (mais grave), de niveis menores de saturagao periférica de
oxigénio e niveis mais elevados de VWF:Ag e dimero D. Constatou-se que o
comportamento evolutivo dos marcadores de disfuncdo endotelial e
coagulagao intravascular foi semelhante quando analisado durante os
periodos de 18 e 24 meses. No grupo de pacientes como um todo e nos
subgrupos, verificou-se diminuicdo ao longo do tempo apenas dos niveis
plasmaticos do vVWF:Ag e do t-PA. Por outro lado, entre os subgrupos,
evidenciou-se diferenca significante apenas na analise do vVWF:Ag, sendo
que o subgrupo B apresentou concentragbes maiores ao longo do
seguimento. Os fatores que tiveram associacdo com a presenca de TAPC
foram a idade mais avangada, graus mais severos de hipoxemia e niveis
mais elevados de dimero D.

A presenca de hipoxemia crbnica, nos pacientes com sindrome de
Eisenmenger, constitui um importante fator de injuria endotelial e resulta em
uma série de alteragdes fisiopatoldégicas encontradas nessa doenga. A
hipoxia leva a modificagbes do fendtipo das células endoteliais, ocasionando
a perda da propriedade de barreira (formacédo de falhas de continuidade
entre as células), perda das propriedades anticoagulantes, deficiéncia de

mecanismos fibrinoliticos e aumento da ades3o de leucdcitos 2.
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Dentre as agdes da hipoxia sobre as células endoteliais, destaca-
se a propriedade de estimulo a degranulagdo dos corpusculos de Weibel
Palade ""*" com conseqiiente aumento dos niveis plasmaticos do
VWF:Ag, do t-PA e da selectina P % Aléem disso, a hipoxia estimula fatores
de transcricdo, como o HIF-1 (hypoxia-inducible factor 1), que por sua vez
estimula fatores angiogénicos como o VEGF (vascular endothelial growth
factor) ">'®. Este Ultimo, em associacdo ao FGF 2, é capaz de induzir a
formacdo do RNA mensageiro do t-PA’”>. No presente estudo evidenciou-se
que a concentragao plasmatica do vWF:Ag foi maior no subgrupo B, mais
hipoxémico, comparativamente ao A, menos hipoxémico. Por outro lado, ndo
houve diferencas entre os subgrupos com relagdo ao t-PA. Outro achado
importante foi que a reducao ao longo do tempo na concentragao plasmatica
desses marcadores ocorreu sem ter havido modificagbes significantes da
saturagao periférica de oxigénio. Esses resultados sugerem que a hipoxemia
teve influéncia, pelo menos em parte, no comportamento dos dois
marcadores, porém outros fatores parecem ter tido participacédo. Entre eles,
o0 aumento das forcas de cisalhamento (shear stress), fator presente nesses
individuos devido a eritrocitose e hiperviscosidade, também constitui um
importante estimulo a exocitose dos corpusculos de Weibel-Palade .

Varios autores descreveram alteragdes multiméricas do fator de von

7880 Um achado

Willebrand em pacientes com hipertensdo pulmonar
interessante deste estudo foi a relacdo entre hipoxemia, reducdo do numero
de plaquetas circulantes e alteragdes multiméricas do fator de von

Willebrand. Observou-se relacéo direta entre o grau de hipoxemia e as
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alteragdes multiméricas (desaparecimento das fragdes de alto peso
molecular e aumento da densidade dos polimeros menores). Além disso,
essas alteragdes estruturais estiveram diretamente relacionadas ao grau de
trombocitopenia. Por fim, a melhora do padrdao multimérico que se seguiu a
hemodiluigdo terapéutica associou-se a elevagdo no numero de plaquetas
circulantes. Analisadas em conjunto, essas observagdes sugerem uma
relagdo direta entre ativagao plaquetaria endogena e desaparecimento de
grandes multimeros do fator de von Willebrand, em portadores de sindrome
de Eisenmenger. Com efeito, evidéncias de ativagao plaquetaria cronica in
vivo tém sido encontradas em pacientes com hipertensao arterial pulmonar

avancgada, incluindo observacdes em nosso laboratério

. Neste estudo, a
ativacdo plaquetaria enddgena foi sugerida pela presenca de niveis
plasmaticos elevados de B- tromboglobulina. O aumento da afinidade de
multimeros de alto peso molecular pela glicoproteina Ib da membrana
plaquetaria tem sido demonstrado em condigdes hereditarias como a doencga
de von Willebrand do tipo 2B e tem sido sugerido em doengas nao
hereditarias, em condi¢des particulares de fluxo, como na estenose valvar
adrtica %,

A trombomodulina é um proteoglicano de membrana endotelial que ao
ligar-se a trombina ativa a proteina C, desempenhando importante papel
como fator anticoagulante. As fragbes medidas no plasma representam
fragmentos proteoliticos deste proteoglicano e assume-se que estariam

refletindo o grau de sintese pela célula endotelial. Estudos tém demonstrado

que células endoteliais de bovinos expostas a hipoxia apresentam
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diminuicdo da concentracdo e da atividade da trombomodulina em
superficie, assim como supressdo do seu RNA mensageiro 2%, Cacoub et
al®" relataram haver diminuicdo da concentracdo plasmatica deste
proteoglicano em pacientes com hipertensao pulmonar. Em nosso estudo, o
encontro de baixas concentragbes plasmaticas de trombomodulina em
ambos os subgrupos (A e B) sugere que graus discretos a moderados de
hipoxemia podem ser suficientes para inibir sua sintese. Ao contrario do
vWF:Ag e do t-PA, a trombomodulina ndo apresentou modificagdes durante
a evolugéao, tendo permanecido em baixas concentragdes. Esta observacao
pode refletir uma maior sensibilidade da trombomodulina as tensdes baixas
de oxigénio, comparativamente aos dois outros marcadores.

Outras acoes descritas da hipdxia sobre o endotélio sao a de induzir a

83,85

expressdo de um ativador direto do fator X da coagulagao e a de

estimular, via Egr-1 (early growth response gene 1), o aumento da

expressdo do fator tissular ™ 8’

, cujo papel é critico na via extrinseca da
coagulacao.

Estudos envolvendo pacientes com hipertensdo  pulmonar
demonstraram concentracdes elevadas de PAI-1, sem alteracdo de sua
atividade na situacdo basal **%°. Apesar de ter sido demonstrado que a

hipdxia induz a transcricdo do gene do PAI-1 %

, hdo se evidenciaram, neste
estudo, diferengas entre o grupo de pacientes e o grupo controle em
situacao basal. Uma das limitagdes do estudo foi a de nio ter analisado a

atividade do PAI-1 e do t-PA. Na evolugcdo, entretanto, trés pacientes

apresentaram niveis antigénicos elevados de PAI-1 em presenca de
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concentragcao plasmatica do dimero D dentro da normalidade. Tal resultado
poderia estar associado a alteragcbes do sistema fibrinolitico e néo
necessariamente a auséncia de fendmeno de coagulagao intravascular.

A eritropoetina, um hormdnio essencial para a eritropoese, tem sua
sintese induzida pela hipdxia, através do HIF-1 8 Em células endoteliais, a
eritropoetina induz a producdo de ET-1 * e PAI-1 . Através destes
mecanismos, este horménio parece ter importante papel no quadro de
disfungao endotelial, presente na sindrome de Eisenmenger.

Partindo-se do pressuposto que a hipdxia e a eritrocitose sdo dois
fatores de injuria endotelial e estdo presentes tanto na circulagdo pulmonar
como sistémica desses pacientes, sugere-se que a disfungdo endotelial
também ocorra em ambos os territorios. Assim, as alteragbes sistémicas
descritas na sindrome de Eisenmenger (rins, sistema nervoso central,

67-69

sistema hematoldgico) podem ser, em parte, reflexo do quadro de

disfungdo endotelial. Em estudo recente em pacientes portadores de
sindrome de Eisenmenger %, demonstrou-se resposta vasodilatadora
defectiva ao nivel de antebraco, frente ao estimulo com acetilcolina e com
nitroprussiato de soédio, sugerindo a presenca de disfungdo endotelial em
territorio sistémico.

Os resultados do presente estudo sugerem que, frente ao tratamento
convencional, é possivel esperar-se alguma mudanga no comportamento
dos marcadores bioquimicos ao longo da evolugao. Estudos anteriores nao

realizaram a analise temporal desses indices. Neste trabalho, demonstrou-

se melhora significante de parte dos marcadores (diminuigdo dos niveis de
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vWF:Ag e t-PA), porém os mesmos nao chegaram a atingir os valores de
normalidade. A n&o normalizacdo poderia ser explicada, por exemplo, pelo
momento do inicio da terapéutica muitas vezes tardio, pela duracdo do
tratamento e pela nao utilizacdo de drogas mais especificas, como a

prostaciclina %%,

Observou-se que, apesar do uso da terapéutica
anticoagulante, houve a persisténcia de niveis plasmaticos baixos de
trombomodulina, o que pode estar associado ao risco trombdtico
persistentemente elevado nestes pacientes. Essas verificagdes sugerem que
o tratamento deve ser instituido precocemente e novas opg¢des
medicamentosas, que possam ser mais eficazes do que o a warfarina,
merecem ser investigadas em futuro préximo. Outro achado que merece
destaque foi que pacientes com gravidade clinica e saturacao periférica de
oxigénio diversas, evoluem bioquimicamente de maneira distinta. O nivel
plasmatico VWF:Ag permaneceu mais elevado nos pacientes de maior

® e de conduta

gravidade. Este fato pode ter implicacbes prognosticas
terapéutica.

A importancia dos fendbmenos trombdticos, sobretudo na circulagao
pulmonar, tem sido ressaltada em pacientes portadores de hipertensao

52

pulmonar idiopatica Em pacientes com sindrome de Eisenmenger,

estudos t&ém demonstrado alta incidéncia de trombose arterial pulmonar 7%
% Entretanto, esses trabalhos ndo fornecem informacgdes sobre possiveis
fatores que estariam associados a esta complicagdo, sejam eles clinicos ou

bioquimicos. O conhecimento destes fatores poderia ser util na identificagao

de pacientes com alto risco para trombose arterial pulmonar, permitindo o
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estabelecimento precoce de medidas preventivas. Em nosso estudo, entre
os 24 pacientes submetidos a angiotomografia de térax, evidenciou-se
imagem compativel com trombose arterial pulmonar em 9 casos (37,5%).
Aventa-se a hipdtese de que este numero seja ainda maior, pois a
angiotomografia de térax convencional tem boa resolugcdo de imagem
apenas para as artérias pulmonares principais, lobares e segmentares, néao
sendo capaz de fornecer de maneira precisa informagdes sobre as artérias
mais distais. Neste estudo, os pacientes com TAPC mostraram-se mais
hipoxémicos, com maior idade e niveis mais elevados de dimero D. Com
base nos resultados obtidos, pode-se aceitar como verdadeira a afirmacgéao
de que pacientes com sindrome de Eisenmenger e saturagao periférica de
oxigénio em torno de 85% (média dos pacientes observados) tém
probabilidade exponencialmente crescente de desenvolver TAPC a partir
dos trinta anos de idade (Grafico18). Além disso, niveis plasmaticos de
dimero D acima de 400 ng/ml estdo associados a complicagao trombotica
pulmonar com valor preditivo positivo de 67% e negativo de 74%. Neste
sentido, medidas profilaticas deveriam ser instituidas, com certeza, antes
dos trinta anos de idade, com precocidade determinada pela saturacao de
oxigénio e por determinagdes sucessivas do dimero D plasmatico.

Outra questdo a ser discutida € se o quadro de trombose pulmonar
seria, na verdade, classificado como fendmeno tromboembdlico. Neste
estudo, temos razdes para acreditar que isto ndo seja verdade. Em primeiro
lugar, todos os pacientes apresentavam doenga hipertensiva pulmonar

avancada, disturbios do fluxo sanglineo, hipoxemia, hiperviscosidade e
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disfungcao endotelial, conforme demonstrado. Em segundo lugar, ndo havia
evidéncias de eventos embdlicos prévios pessoais ou familiares, assim como
de trombofilia. Por ultimo, o diagndstico de TAPC realizado em dois
pacientes, sem historia de dor toracica, escarro hemoptdico ou acentuagao
da dispnéia, parece indicar que a instalagao deste processo ocorra de forma
insidiosa.

A oxigenioterapia domiciliar crénica (24horas por dia), em individuos
portadores de doenca pulmonar obstritiva crénica e hipoxemia importante,

tem se mostrado eficaz em diminuir a mortalidade '9%1%1

. Com relagao a
sindrome de Eisenmenger, ha relato de melhora da sobrevida em um grupo
pequeno e nao randomizado de criangas, com o uso de oxigénio por pelo
menos 12horas diarias '%2. Entretanto, Sandoval et al ', ao acompanharem
por dois anos um grupo de pacientes com sindrome de Eisenmenger em
faixa etaria adulta, sob oxigenioterapia noturna, nao evidenciaram diferencas
evolutivas, comparativamente ao grupo controle. Especulamos, com base
em observagbes clinicas, que pacientes com quadro de hipoxemia
importante podem ter algum beneficio com o uso crénico desta medida
terapéutica, ja que a hipdxia desencadeia uma série de mecanismos ja
comentados anteriormente. O tema merece, entretanto, futuras verificacoes.

No presente estudo, a hemodiluicdo foi realizada nos pacientes que
preencheram os critérios clinicos (sintomas) e laboratoriais de indicagao '*.
Procurou-se, dessa forma, evitar a espoliacdo de ferro que leva a piora do

transporte de oxigénio, assim como a microcitose, ao aumento da rigidez da

membrana das hemacias e da viscosidade sanguinea. Os efeitos em curto
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prazo da hemodiluigdo foram a redugdo do hematdcrito, a elevagao do
numero de plaquetas circulantes e dos niveis plasmaticos de
trombomodulina. O relato de melhora da sintomatologia pelos pacientes
apods a realizagao da mesma pode ser explicado, em parte, pela melhora do
débito cardiaco e do transporte do oxigénio "%

O aumento do numero de plaquetas apds a hemodiluicdo pode estar
associado, entre outros fatores, a maior oferta de oxigénio a medula 6ssea
1% & 3 otimizagao das condigdes reoldgicas, com conseqiiente diminuigdo da
interacdo das plaquetas com a superficie endotelial alterada. Considerando-
se que apo6s a hemodiluicdo nao houve mudanca da saturacao periférica de
oxigénio, sugere-se que outros mecanismos além da hipoxemia devam ter
influenciado o numero de plaquetas circulantes e a composigao multimérica
do VWF:Ag.

Episédios documentados na literatura de hemoptise importante em
pacientes com sindrome de Eisenmenger °”®° tornam a indicacdo do uso de
anticoagulantes nesse grupo de individuos um assunto ainda controverso.
Por outro lado, as evidéncias de alteragbes do sistema de coagulagao,
fibrinolitico e de alta incidéncia de trombose arterial pulmonar, sdo achados
que comprovam o alto risco trombaético nesses pacientes e trazem suporte a
indicagdo dos anticoagulantes. Em nosso estudo, o uso de warfarina com
controle rigoroso do INR (para manter valores entre 2,0 e 3,0) ndo resultou
em complicagdes hemorragicas importantes, em concordancia com outros
centros que acompanham pacientes adultos com sindrome de Eisenmenger

sob uso de anticoagulante oral '’. Em estudo realizado com cultura de
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células endoteliais submetidas a hipdxia, a adicdo de warfarina nao inibiu a
geracdo do fator X ativado . Tal achado sugere que, em situagdes onde ha
baixa saturacao de oxigénio, o uso isolado da warfarina pode nao resultar
em anticoagulagcao eficaz. Em adicdo, as observagbes de ativacao
plaquetaria enddgena crénica nestes pacientes trazem em pauta a
discussao do uso de antiagregantes plaquetarios nesse cenario. Assim,
embora a anticoagulagao possa ter papel preventivo, ndo ha evidéncias de
que ela consiga estacionar o processo de TAPC em evolugéo.

No presente estudo, a oportunidade se ter analisado variaveis nao so
clinicas como também laboratoriais ao longo do tempo trouxe novas
informacdes sobre o comportamento evolutivo de pacientes com sindrome
de Eisenmenger. A disfuncdo endotelial, presente nesses individuos,
correlacionou-se com a gravidade clinica e com a presenga de complicagdes
como a trombose arterial pulmonar. Observou-se também que,
evolutivamente, houve melhora parcial de marcadores bioquimicos frente as
medidas terapéuticas instituidas. Entretanto, a ndo normalizacdo destes
indices indica a permanéncia da suscetibilidade a fendmenos tromboticos. A
sindrome de Eisenmenger permanece como uma entidade onde o paciente,
embora com evolugdo mais protraida em comparagdo a hipertensao
pulmonar idiopatica, fica sujeito a uma série de complicagdes, notadamente
trombdticas. Além das medidas terapéuticas convencionalmente aplicadas,
cujo controle é imperativo, aguarda-se pelo desenvolvimento de novas

drogas que possam oferecer maior nivel de proteg¢ao a esses individuos.
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Limitagoes do estudo

A inclusao dos pacientes no estudo foi feita de maneira consecutiva,
sendo que o tempo minimo de observagao previsto foi de 18 meses.
Em decorréncia desses requisitos, foi possivel realizar a analise
evolutiva dos marcadores bioquimicos em um numero reduzido de
pacientes.

As medidas da pressdo de artéria pulmonar ndao foram obtidas
simultaneamente as outras medidas laboratoriais. Esta limitagcdo nao
permitiu a anadlise da associagdo entre dados hemodindmicos e
disfungao endotelial nestes pacientes.

Nao foi possivel efetuar a analise do PAI-1 por meio de coletas
semestrais, como realizado com os outros marcadores. Este fato
decorreu de dificuldades na obtencido dos kits para a sua analise e
trouxe prejuizo para o estudo do comportamento evolutivo desta
variavel.

No decorrer do estudo, houve mudangas nas medidas terapéuticas
utilizadas, com base nos resultados que foram sendo obtidos. A
principal delas foi a adogdo de uma postura mais rigida em favor da
anticoagulagdo. Por um lado, essas mudangas representaram um
progresso em termos de normatizagdo. Por outro, ndo se pode
afirmar que o tratamento foi homogéneo, desde o inicio, em todos os

casos.
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A disfuncdo endotelial esta presente na sindrome de Eisenmenger e &
caracterizada, entre outras alteragdes, por aumento do vWF:Ag, do t-
PA e diminuicdo da trombomodulina .

Embora com idades semelhantes, pacientes com gravidade clinica
diversa apresentam diferencas laboratoriais. Os pacientes mais
graves sao mais hipoxémicos e possuem niveis mais elevados de
vVWF:Ag e dimero D.

Frente as medidas terapéuticas convencionais, isto é, que néao
incluem vasodilatadores, algumas anormalidades bioquimicas sao
passiveis de melhora ao longo do tempo sem, entretanto, haver
normalizagdo. Esses achados ressaltam a necessidade do inicio do
tratamento precocemente e do desenvolvimento de medidas
terapéuticas mais especificas e eficazes.

O diagnostico de TAPC em 34,7% dos pacientes submetidos a
angiotomografia de térax evidencia a alta probabilidade de ocorréncia
dessa complicagdo na sindrome de Eisenmenger. Sua presenca deve
ser suspeitada em pacientes com hipoxemia mais acentuada,
sobretudo acima dos 30 anos de idade, em presenca de dimero D
persistentemente elevado.

A hemodiluicdo terapéutica resulta em melhora dos sintomas clinicos,
além de aumento dos niveis de trombomodulina, do numero de
plaquetas circulantes e melhora da composicdo multimérica do fator
de von Willebrand. Tais verificagbes justificam a sua indicagao

criteriosa em pacientes com sindrome de Eisenmenger.



82

6. As modificacbes encontradas na composicdo multimérica do fator de
von Willebrand e sua relagdo com as alteragdes plaquetarias sugerem
anormalidades pré-trombéticas na sindrome de Eisenmenger. Esses
achados indicam a necessidade da protegao antitrombatica, além das

medidas anticoagulantes convencionalmente utilizadas.
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A disfungcdo endotelial estd presente na sindrome de Eisenmenger e é
caracterizada, entre outras alteragbes, por aumento do VvWF:Ag, do t-PA e
diminuicdo da trombomodulina .

Embora com idades semelhantes, pacientes com gravidade clinica diversa
apresentam diferengas laboratoriais. Os pacientes mais graves s&o mais
hipoxémicos e possuem niveis mais elevados de vWF:Ag e dimero D.

Frente as medidas terapéuticas convencionais, isto é, que n&o incluem
vasodilatadores, algumas anormalidades bioquimicas sdo passiveis de melhora ao
longo do tempo sem, entretanto, haver normalizagdo. Esses achados ressaltam a
necessidade do inicio do tratamento precocemente e do desenvolvimento de
medidas terapéuticas mais especificas e eficazes.

O diagndstico de TAPC em 34,7% dos pacientes submetidos a angiotomografia de
térax evidencia a alta probabilidade de ocorréncia dessa complicagdo na sindrome
de Eisenmenger. Sua presenga deve ser suspeitada em pacientes com hipoxemia
mais acentuada, sobretudo acima dos 30 anos de idade, em presenca de dimero D
persistentemente elevado.

A hemodiluicdo terapéutica resulta em melhora dos sintomas clinicos, além de
aumento dos niveis de trombomodulina, do nimero de plaquetas circulantes e
melhora da composicdo multimérica do fator de von Willebrand. Tais verificagcdes
justificam a sua indicagéo criteriosa em pacientes com sindrome de Eisenmenger.

As modificagdes encontradas na composigdo multimérica do fator de von Willebrand
e sua relagdo com as alteragdes plaquetarias sugerem anormalidades pro-
trombdticas na sindrome de Eisenmenger. Esses achados indicam a necessidade
da protecdo antitrombdtica, além das medidas anticoagulantes convencionalmente

utilizadas.
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