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When it comes to dreams one may falter but the only way to fail is to abandon them.

Dracula
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Avaliacéo da influéncia da idade na coagulacgéo: utilizacdo da tromboelastometria

RESUMO

A coagulacdo, fendmeno complexo, apresenta actualmente dois modelos: o modelo da
cascata, utilizado sobretudo para entender os diferentes passos da coagulagéo e para os testes
da coagulagéo classicos, e o “cell-based model”, teoria mais recente na qual se reconhecem
interaccdes entre as células e a preponderancia da via intrinseca.

A tromboelastometria, metodologia desenvolvida por Hartert, mede as interac¢Oes entre 0s
factores da coagulagéo, os inibidores e componentes celulares durante as fases da coagulagéo
e a lise. Ao contrario dos testes classicos, a tromboelastometria fornece informacdes sobre a
cinética da coagulacdo: tempo de coagulacdo, formacdo do coagulo, estabilidade e lise do
coagulo sendo os resultados obtidos por esta técnica mais relevantes para o modelo “cell-
based model”.

Neste estudo, 0 ROTEM® (rotational thromboelastometry) foi utilizado para obtencdo de
valores de referéncia, de forma a estabelecer normas para avaliacdo dos estados hipo, normo
ou hipercoagulaveis no céo.

A comparacgdo entre dois grupos de Beagles, um constituido por cédes de jovens (entre 1 e 3
anos) e o outro por cdes mais idosos (entre os 10 e 12 anos) teve por objectivo avaliar a
influéncia da idade na coagulacdo. A idade e a inflamacéo estdo relacionadas e ambas levam a
alteracdes quantitativas de plaquetas, fibrinogénio e factores da coagulacdo circulantes. A
correlacdo entre essas alteragcdes e os parametros tromboelastométricos permite avaliar essas
modificacbes. Os resultados obtidos (p<0,05) evidenciaram um estado hipercoagulavel no

grupo de Beagles mais idosos muito provavelmente devido as alteracfes associadas a idade.

Palavras-chaves: tromboelastometria, coagulacéo, inflamacao, idade, cao
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Evaluation of the influence of age in coagulation: use of thromboelastometry in
the dog

ABSTRACT

Coagulation, a complex phenomenon, present nowadays two models: the cascade model,
mainly used to comprehend coagulation's different steps and for classic tests of coagulation
and the cell-based model, the most recent theory with which one can distinguish interactions
between cells and the preponderance of the intrinsic pathway.

Thromboelastometry, invented by Hartert, measures the interactions between the
coagulation's factors, the inhibitors and the cellular components during the coagulation's
phases and the lysis.

Contrary to classic tests, thromboelastometry provides data on the kinetics of coagulation : the
time of coagulation, the formation of the clot, the stability and the lysis of the clot being, this
technique closer to the cell-based model.

In this study, the ROTEM® (rotational thromboelastometry) has been used to obtain reference
values in order to establish standards for the evaluation of different states in dogs:
hypercoagulation, hypocoagulation and normal coagulation.

A group was composed of older dogs (between 10 and 12 years old) and the other was
composed of young dogs (between 1 and 3 years old) in order to evaluate the influence of age
in coagulation.

Inflammation and age are linked, which cause changes in the thrombocyte’s quantity, the
fibrinogen and the circulating factors of coagulation.

The correlation between these changes and thromboelastometric parameters allows the
assessment of these modifications. The obtained values (p<0.05) proved that there is a

hypercoagulation state in the older Beagles, probably due to alterations caused by age.

Keywords: thromboelastometry, coagulation, inflammation, age, dog
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a2-AP: 02 antiplasmina

ADP: adenosdina difosfato

aPTT: activated partial thromboplastin time — tempo parcial de tromboplastina activada
AT: antithrombin — antitrombina
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C1-INH: C1 esterase inhibitor — inibidor da C; esterase

CFT: clotting formation time — tempo de formag&o do coagulo
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EPCR: endothelial protein C receptor - receptor endotelial da proteina C
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PAF: platelet activating factor — factor de activacdo plaquetario

PAI-1: platelet activation inhibitor 1 — Inibidor do activador do plasminogénio
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TFPI: tissue factor pathway inhibitor — inibidor do factor tissular
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uPA: urokinase plasminogen activator — activador uroguinase do plasminogénio
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

I. Introducéo

A hemostase é um mecanismo protector essencial dependente de um balango entre actividade
pro-coagulante e anticoagulante. Aquando de uma leséo, a actividade pro-coagulante domina
levando ao restabelecimento da integridade vascular. No entanto, 0s mecanismos
anticoagulantes modulam a actividade pro-coagulante impedindo uma excessiva coagulacéo,
prejudicial ao organismo.

A compreensdo desses mecanismos é complexa. A medicina, quer na sua vertente humana
quer na vertente veterinaria, sempre se interessou em perceber este fendmeno e as interac¢des
entre os diferentes intervenientes. O modelo da cascata, utilizado hoje principalmente para
perceber melhor os diferentes passos e os resultados dos testes de coagulacdo deu lugar, nos
anos 90, a um novo modelo conhecido como o cell-based model (Smith, 2009) no qual se
reconhece as interacc¢des entre os diferentes factores e o envolvimento de elementos celulares.
Numerosos factores influenciam a hemostase como por exemplo a inflamacdo e a idade.
Existem evidéncias de uma interaccdo complexa entre a inflamacdo e a hemostase
influenciando-se mutuamente, mas igualmente de uma correlacdo entre a idade e a inflamagéo
e da influéncia da idade sobre a resposta imunitaria. No entanto, pouco se sabe sobre 0s
efeitos do envelhecimento na coagulacédo na espécie canina.

A identificacdo de alteracfes na coagulacdo pela contagem plaquetaria, tempo de protrombina
(PT), tempo parcial de tromboplastina activada (aPTT), actividade da antitrombina (AT) e
produtos de degradacdo da fibrina e fibrinogénio (PDF) como os D-dimeros. Individualmente,
esses testes sdo Uteis na avaliacdo de cada via, intrinseca e extrinseca, na deficiéncia em
anticoagulantes ou ainda na trombocitopénia. No entanto, ndo podem prever o risco real de
hemorragia ou trombose porque ndo tém em conta todos os elementos envolvidos no processo
da coagulacao.

A tromboelastometria, permite visualizar as diferentes fases da coagulagéo privilegiando uma
via em detrimento da outra sendo, no entanto, capaz de incorporar todos os elementos que
participam nela. Utilizada ha vérios anos em medicina humana, comeca agora a ser utilizada
em medicina veterindria, sobretudo em centros universitarios e hospitalares.

Este estudo incide sobre os efeitos da idade na coagulagdo. Por comparacdo dos valores
obtidos em duas amostras de cdes de raca Beagle, espera-se verificar a existéncia de

diferencas significativas entre os perfis da coagulacao.



I1. A hemostase

1. Hemostase primaria
Na sequéncia de uma lesdo vascular ocorre uma interaccao entre o vaso, as plaquetas e as
proteinas da coagulacdo. A hemostase priméria, fendmeno auto amplificado mas localizado,
apresenta duas fases:
e afase vascular, que consiste na contrac¢do do vaso, primeiro de forma passiva
devido a elasticidade da parede e depois de forma activa devido a ligacdo das
plaquetas ao sub-endotélio. Essa reaccdo leva a libertacdo de serotonina e
adrenalina que contribuem para a manutencdo da vasoconstricdo e
consequente diminuicdo do fluxo sanguineo ;

e afase plaquetéria, durante o qual as plaquetas aderem ao endotélio lesado.

1.1.Componentes necessarios a hemostase:
a) A parede vascular
A parede vascular possui trés camadas sendo do lumen para a periferia: intima, média e
adventicia. As camadas média e adventicia apresentam, respectivamente, fibras musculares e

fibroblastos (Figura 1)

Lamina elastica interna

Fibroblasto

Lamina elastica externa

Factor tissular Tunica adventicia

Figura 1: Corte transversal mostrando as diferentes camadas do endotelio
(adaptado de McMichael, 2012)

+¢+ Propriedades anti-trombdticas do endotélio
A intima é constituida pelo endotélio, que ndo permite a adesdo plaquetaria por ter uma carga
negativa responsavel pela repulsdo electrostatica (Batty & Graham Smith, 2010), e pelo
subendotélio, onde estdo situadas as substancias pro-agregantes como o colagénio, e

activadoras da coagulacdo como o factor de vonWillebrand. As propriedades anti-agregantes
7



do endotélio devem-se a producdo de factores como a prostaciclina I, na camada intima do
endotélio (Kelton & Blajchman, 1980) e 0 monoxido azoto (Durante et al., 1994). Apresenta
igualmente propriedades anticoagulantes pela producdo do inibidor do factor tissular (TFPI-
tissue factor pathway inhibitor) (Broze & Girard, 2012) e sulfato de heparina
(glicosaminoglicanos expressos a superficie das células endoteliais) (Figura 2). O endotélio
apresenta ainda a funcdo fibrinolitica assegurada pela producdo do activador do
plasminogénio tissular (tPA).

¢+ Propriedades pro-trombdticas do endotélio
As células endoteliais armazenam o factor de von Willebrand nos granulos chamados corpos
de Weibel-Palade. As células endoteliais expressam receptores para a trombina, que uma vez
ligada, desencadeia uma série de eventos pro-coagulantes e pré-inflamatorios. Sinais
intracelulares levam a desgranulacdo dos corpos de Weibel-Palade com consequente
libertacdo do factor de von Willebrand e P-selectina, responséaveis pela adesdo de neutréfilos
ao trombo. A activacdo da fosfolipase A, leva a producdo do factor de activacdo plaquetario
(PAF - platelet activating factor). As principais células produtoras de interleucina 1 (IL-1),
citocina pro-inflamatéria com papel no desencadeamento da cascata da coagulacdo, sdo 0s

monaocitos e 0s macrofagos assim como as células endoteliais (Smith, 2010).

Inibi¢ao da agregagao plaquetéria

Oxidonitrico e PGI2
Trombomodulina
e sulfato de heparina
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negativamente anticoagulante

1 Trombomodulina
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Exposigdo do colagénio e do § .
= do plasminogénio
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Lesdo endotelial
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Formacao de

Adesdo fibrina

plaquetaria

Figura 2: Funcdo hemostatica do endotélio
(adaptado de Allford & Machin, 2007)



b) Factor de von Willebrand
O factor de von Willebrand sintetizado pelas células endoteliais e megacaridcitos, encontra-se
na camada sub-endotelial. Necessério para a adeséo plaquetéria, funciona como transportador
do factor VIII na circulacdo sanguinea, impedindo que seja inactivado pela proteina C e/ou
factor X activado (Mc Connell, 2000).

c) Plaquetas
As plaquetas sdo produzidas a partir dos megacariocitos na medula dssea e o seu valor varia
entre 200000 e 500000/uL no cdo (Smith, 2010). A funcdo hemostatica deve-se ao poder de
adesdo e agregacdo das plaquetas ao sub-endotélio exposto. Apresentam numerosos granulos,
do qual se destaca o granulo o, principal local de armazenamento de factores responsaveis
pela hemostase, como o fibrinogénio e factor de von Willebrand, ou ainda de fibrinoliticos
como o plasminogénio (Batty & Graham Smith, 2010). A membrana apresenta varios
receptores, como a glicoproteina Ib (GPIb), que permite a ligacdo da plaqueta ao sub-
endotélio vascular, sendo essa reacgdo facilitada pelo factor von Willebrand (Minors, 2007), a
glicoproteina VI (GPVI) que se liga ao colagénio e ainda o complexo glicoproteico Ilb/llla
(GPIIb/1la) que, na presenca de célcio, promove a fixacdo do fibrinogénio plasmatico as

plaquetas, passo indispensavel a agregacao plaquetaria (Smith, 2010).

1.2.Mecanismo da hemostase primaria
Quando um vaso € lesado, ocorre uma vasoconstricdo e o tecido sub-endotelial fica exposto
possibilitando a adesdo das plaquetas ao colagénio. A adesdo plaguetaria, bem como a
diminuicdo da producéo de prostaglandina I, pelas células endoteliais lesadas desencadeiam
uma série de eventos designados por activacdo plaquetaria (Figura 3). Em consequéncia, é
libertado o calcio que estava retido no reticulo endoplasmatico rugoso o que vai estimular, de
forma indirecta, a converséo do acido araquidénico, derivado dos fosfolipidos membranarios,
em tromboxano A, potente agente pro-agregante e vasoconstrictor. A ligagdo da GPIb
plaquetaria ao colagénio leva a exposicdo do complexo GPIIb/Illa que fixa o fibrinogénio e o
factor de von Willebrand. A plagueta torna-se activa e passa de discéide para esférica com
pseudopodes. A agregacdo plaquetaria é facilitada pelo fibrinogénio ligado ao complexo
GPlIb/1lla levando a formacdo de pontes entre as plaquetas (Minors, 2007). A agregacéo e
recrutamento de mais plaquetas séo, ainda, conseguidos através da libertacdo do conteddo dos
seus granulos (ADP e serotonina) em consequéncia da alteracdo da sua forma. Os fosfolipidos
do folheto interno da plaqueta sdo exteriorizados, em resposta a estimulos agonistas como a

trombina e o colagénio, levando a obtencdo de uma superficie pro-coagulante (Mc Connell,
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2000). Entre estes fosfolipidos encontra-se a fosfatidilserina, principal local de adesdo dos
factores V e VIl bem como dos factores dependentes da vitamina K (Zwaal & Schroit, 1997).
O papel preponderante da membrana na propagacdo das reaccOes proteoliticas pela ligacdo
dos factores a sua superficie é evidenciado pelo sindrome de Scott, anomalia genética muito
rara em humanos. Nesses doentes, a exteriorizacao dos fosfolipidos é reduzida assim como a
capacidade de dar origem as microparticulas. A trombina, que ndo € produzida em quantidade
suficiente para assegurar uma hemostase normal leva a que, em caso de traumatismo, a

hemorragia se torne particularmente dificil de controlar (Zwaal, Comfurius, & Bevers, 2004).

Acido araquiddnico

_ t
@

Adesdo ao
colagénio e
FvwW

Activacao /

GP lIb/llla

/

Agregagdo
plaquetéria

Figura 3: Diagrama representando as vias de activacdo das plaguetas

(adaptado de www.neurology.org/)

2. Hemostase secundéaria ou coagulagao

A hemostase secundaria surge na sequéncia das interacGes entre plaquetas e parede vascular e
leva, aquando da activacdo dos factores de coagulacdo, a formacdo de um coégulo de fibrina
insolavel.

A via da cascata divide a coagulacdo em trés vias distintas: intrinseca, extrinseca e comum. A
primeira iniciada pelo contacto enquanto a segunda € activada pela interaccdo do factor
tissular com o factor VII. Uma vez activado o factor X, as vias intrinseca e extrinseca

convergem para uma via comum.
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2.1.Via intrinseca (ou via de contacto)

Activada pelo contacto, todos os factores necessarios a esta fase estdo presentes no sangue.
Apesar da importancia comprovada em procedimentos in vitro, gradualmente foi sendo
questionada a sua relevancia in vivo tendo ja sido demonstrado que deficiéncias nos trés
factores implicados, XIllI, precalicreina e cininogénio de alto peso molecular, ndo estdo
associadas a problemas hemorragicos (Smith, 2009). Ainda assim esta parece ser uma via
determinante nos testes para avaliacdo da coagulacdo desenvolvidos em laboratério. Por
exemplo, no teste do tempo de tromboplastina parcialmente activada (aPTT) uma superficie,
carregada negativamente, é utilizada para activar estes factores, activacdo que ocorre,
igualmente, sempre que o sangue é removido de um vaso e é a razdo pela qual o sangue
coagula numa seringa ou num tubo, na auséncia de anticoagulantes (McMichael, 2012). No
entanto, por se tratar de uma via que ndo é dependente do calcio, esta reaccdo pode ocorrer
num tubo com citrato ou EDTA (quelantes do célcio). O factor XII parece ter o papel central
nesta via pois é capaz de iniciar a via intrinseca pela conversdo do factor XI em factor Xla
(Stavrou & Schmaier, 2010). As superficies carregadas negativamente, como o sub-endotélio,
funcionam como elementos activadores quando da ligacdo do factor de coagulacéo. In vivo, 0s
factores de contacto parecem ser mais importantes na iniciacdo da inflamacdo e fibrindlise
(Mc Connell, 2000).

2.1.1. Factor XII (Factor de Hageman)
Produzido no figado, o factor XII activa-se (XlIla) em contacto com o colagénio e com a
maior parte das superficies negativas (vidro por exemplo). A precalicreina, o cininogénio e o
factor X1 sdo os primeiros substratos do factor Xlla. O inibidor da C; esterase (C1-INH) é o
principal inibidor do factor Xlla (Stavrou & Schmaier, 2010).

2.1.2. Factor XI
O factor Xl é sintetizado no figado, formando um complexo com 0 cininogénio, passo
necessario para a ligacdo do factor a superficie negativa. Participa, em conjunto com o factor
XIl, na activagdo do factor 1X. Pode ser activado pelos factores Xlla e Xla, e de forma mais
eficiente, pela trombina em reac¢bes dependentes do calcio. Consoante a sua localizagéo, os
inibidores podem ser a a; antitripsina, da qual estd protegido quando ligado a uma plaqueta, o
Ci-INH, a ap-antiplasmina (a2-AP) e a antitrombina (AT) (Smith, 2010).
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2.1.3. Precalicreina (Factor de Fletcher)
A precalicreina circula no sangue, essencialmente, associada ao complexo factor XlI-
cininogénio. Expressa por varios tecidos, a sua conversdo em calicreina, pelo factor Xlla,
ocorre numa superficie carregada negativamente na presenca de cininogénio. A calicreina é
inibida pelo C1-INH, pela a2-macroglobulina e quando ligada ao cininogénio, pelo complexo

heparina-antitrombina (Smith, 2010).

2.1.4. Cininogeénio de alto peso molecular
O cininogénio de alto peso molecular é uma proteina com varias funcGes, nem todas
relacionadas com a coagulacdo (inibicdo do péptido natriurético atrial, por exemplo). As
células endoteliais e as plaquetas possuem cininogénio e expressam receptores para 0 mesmo,
na sua superficie. A activacdo plaquetaria leva, simultaneamente, a0 aumento da sua
concentracdo e dos seus nuMerosos receptores.
O cininogénio intervém na coagulacdo permitindo a fixacdo do factor XI e precalicreina ao
factor Xlla, levando a activagdo dos mesmos (Xla e calicreina) (Smith, 2010).

2.1.5. Factor IX (Factor de Christmas ou factor anti-hemofilico B)
O factor IX, presente em pequena quantidade no sangue, € sintetizado pelo figado e é
dependente da vitamina K. Activado na presenca do factor Xla e de célcio, o factor 1Xa activa
por sua vez o factor X, com a ajuda do factor VIllla, de fosfolipidos e célcio. No caso de
deficiéncia da via intrinseca, o complexo factor tisular-VIla pode igualmente activar o factor
IX. A auséncia deste estd na origem da hemofilia B, rara em animais ndo-humanos. O factor

IX é inibido pelo complexo antitrombina-sulfato de heparina (Smith, 2010).

2.1.6. Factor VIII (factor anti-hemofilico A)
O factor VIII circula associado ao factor de von Willebrand na forma de um complexo
glicoproteico. Activado (VI1lla) pela trombina, dissocia-se do factor de von Willebrand,
acelerando a activacdo do factor X pela formacdo do complexo tenase factor IX-factor Vllla
(Figura 4). E responsavel pela hemofilia A, deficiéncia hereditaria da coagulacio, doenca

genética frequente em medicina veterinaria (Smith, 2010).
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2.2.Via extrinseca

2.2.1. Factor Il (Factor tissular ou tromboplastina)
A tromboplastina ou factor tissular (FT) necessario a via extrinseca € normalmente
encontrado no espaco extravascular, nos fibroblastos da camada adventicia. Em caso de lesdo
do endotélio, este fica exposto levando ao desencadeamento da cascata de coagulacdo. Apos
estimulacdo por endotoxinas, proteina C reactiva ou ainda por citocinas inflamatdrias como o
factor de necrose tumoral o (TNFa), certas células do espaco intravascular formam pequenas
vesiculas que se soltam dando origem a microparticulas circulantes (Esmon, 2004; Mezzano,
Matus, Saez, Pereira, & Panes, 2008). A maior parte das microparticulas circulantes séo de
origem plaquetéria mas podem igualmente provir dos eritrocitos, granuldcitos, mondcitos,
linfdcitos e células endoteliais (Cimmino, Golino, & Badimon, 2011).Dado a composicdo da
membrana, a microparticula apresenta fosfatidilserina e outras proteinas membranarias que
Ihe conferem propriedades pro-coagulantes. As plaquetas, assim como os leucdcitos, em
resposta a varios estimulos, sdo capazes de gerar uma grande quantidade de microparticulas
com FT, dado a presenca do mesmo na superficie dessas células. E o chamado blood borne
tissue factor que contribui para a hemostase e formacdo de um trombo. Estudos sobre o FT
revelaram no entanto que os megacariécitos, na origem das plaquetas, ndo exprimem o
ARNmM para este factor, sendo proveniente da transferéncia dos mondcitos para as plaquetas
(Key, 2005). Os mondcitos, quando estimulados por citocinas pré-inflamatorias, por exemplo,
sdo capazes de expessar o FT (Butenas, Orfeo, & Mann, 2008). A hipo6tese das
microparticulas surgiu com os trabalhos de Giesen et al, (1999), que revelaram a presenca de
FT num trombo formado a partir de sangue total numa superficie de vidro coberta por
colageénio, ou seja, sem FT. O aparecimento deste factor em menos de cinco minutos levou os
investigadores a concluir que seria proveniente do sangue (blood-borne tissue factor).
Posteriormente foi formulada a hip6tese de que a iniciacdo do trombo seria devida ao factor
presente na parede vascular exposta enquanto a amplificacdo estaria a cargo do factor
circulante (Stepanian & de Prost, 2006). Em 2008, Butenas e colaboradores concluiram que o
FT circulante existe sob duas formas: uma forma soltvel e uma associada as microparticulas,
que neste caso se apresenta numa forma encriptada e que so se torna disponivel apos ligagédo

as plaquetas (Mezzano et al., 2008; Cimmino, Golino, & Badimon, 2011).

2.2.2. Factor VII (proconvertina)
O factor VII, sintetizado pelo figado, € o unico factor cuja forma activa circula no sangue

(1% do total circulante) (Smith, 2009). E parcialmente activado pela fixacdo a fragmentos
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membranarios, que aparecem a seguir a uma lesdo (Smith, 2010). Associado ao FT, forma um
complexo capaz de induzir a sua propria activagdo aumentando assim a actividade enzimatica

para 0s dois substratos, os factores 1X e X (Stepanian & de Prost, 2006).

2.3.Via comum

2.3.1. Factor X
O factor X pode ser activado (Xa) pelo complexo FT-FVIla, na via extrinseca, ou pelo
complexo formado pelos factores 1Xa e Vllla, na via intrinseca. O factor Xa e o factor Va,
formam o complexo protrombinase (Figura 4). E fortemente inibido pelo complexo
antitrombina-sulfato de heparinae pelo inibidor da via do factor tissular (TFPI - Tissue Factor
Pathway Inhibitor) (Smith, 2010) descrito abaixo.

Factor X Protrombina

Trombina

Complexo protrombinase

Complexo tenase

9 Ca2t
® s

Figura 4: Formag&o dos complexos tenase e protrombinase
(adaptado de Zwaal et al., 2004)

2.3.2. Factor V
O factor V circula no sangue e actua como cofactor, levando a amplificacdo das reaccdes nas
quais esta implicado, acelerando a conversdao da protrombina em trombina pelo FXa. A
protedlise do factor V activado (Va) pela proteina C activada resulta na incapacidade de fixar

a protrombina e consequente perda da fungdo do complexo protrombinase (Smith, 2010).

2.3.3. Protrombina (Factor I1)
A sintese da protrombina pelo figado bem como a sua libertacdo na corrente sanguinea sédo
dependentes da vitamina K. A conversao da protrombina em trombina (por vezes chamada de
factor Ila) é realizada pelos factores Xa, Va e fosfolipidos, que formam o complexo

protrombinase (Figura 4), na presenca de célcio (Smith, 2010).
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2.3.4. Trombina
A trombina (forma activada do factor Il — Ila) possui um papel central na coagulacdo, sendo
responsavel por (Esmon, 2004):
i) converter o fibrinogénio em fibrina;
i) activar a via da proteina C;
iii) activar o inibidor da fibrindlise activado pela trombina (TAFI);
iv) autoamplificar a sua producdo via factor XI e posterior formagcdo do complexo
protrombinase;
v) activar o factor XIII e os cofactores V e VIII;
vi) activar as plaquetas e os neutrofilos para que esses libertem, por exemplo, citocinas;
vii) facilitar a exposicdo da superficie negativa da membrana fosfolipidica através da
exposicao do colagénio que Ihe esta associado.
A trombina é inibida pelas antitrombinas Il e VI sendo esta Ultima um produto de degradacéo
da fibrina e fibrinogénio (PDF) e pelas globulinas aj-antitripsina e ap-macroglobulina. A
heparina exerce a sua actividade anticoagulante inibindo a ac¢do da trombina sobre o
fibrinogénio (Smith, 2010).

2.3.5. Fibrinogénio (Factor 1)
O fibrinogénio € a proteina da coagulagio mais abundante no sangue. E sintetizado no figado.
A polimerizacdo dos mondmeros leva a obtencdo de um polimero de alto peso molecular, a
fibrina (Smith, 2010).

2.3.6. Fibrina
A clivagem do fibrinogénio, pela trombina, d& origem a monomeros de fibrina. A
polimerizacdo das cadeias por ligacdes fracas é reforcada pela accdo do factor Xllla que cria

ligagdes covalentes (Smith, 2010).

2.3.7. Factor XIlI (Factor estabilizador da fibrina)
O factor XIII € sintetizado pelo figado e mondcitos. Cerca de metade circula livremente no
plasma estando, a outra metade, contida nos granulos a das plaquetas. E activado (Xllla) pela
trombina, sendo a sua taxa de activagcdo aumentada com a presenca da fibrina polimerizada
(cofactor), o que pressupbe a necessidade de uma certa quantidade de fibrina inicialmente.
Converte os monomeros soliveis em polimeros insoltveis formando ligacbes peptidicas
fortes entre os fragmentos de fibrina. Esta actividade é dependente do calcio e muito

importante para a obtencdo de um coagulo forte e estavel. A reticulacdo (crosslinking) da
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fibrina ao colagénio promove, pela formacdo de ligacdes covalentes, a adesdo do coagulo a
parede do vaso (Smith, 2010).

2.4. Mecanismo da hemostase secundaria

A via extrinseca é iniciada quando o FT entra em contacto com os factores VII ou Vlla
levando a formagdo do complexo FT-FVIla. Uma vez formado, o complexo converte os
factores IX e X nas suas formas activas.

A via intrinseca inicia-se pela ligacdo do factor XII a uma superficie carregada
negativamente, o que leva ao aumento da sua concentracdo localmente e a sua auto-activacao.
O factor Xlla activa a precalicreina (calicreina) e o factor X1 (Xla). O factor IXa, quer pela
via intrinseca quer pela extrinseca, forma, em associacdo com o factor Vllla, o célcio e os
fosfolipidos, o complexo tenase responsavel pela activacdo do factor X (Xa). A via comum
inicia-se com a formacao do complexo protrombinase que consiste na ligacdo do factor Xa ao
factor Va, ao célcio e a uma membrana fosfolipidica. O complexo leva entdo a conversao da
protrombina em trombina, a qual converte o fibrinogénio em fibrina. A fibrina é estabilizada
pela accdo do factor Xllla (Smith, 2010; Norris, 2003) levando a formacgdo de um coagulo

estavel (Figura 5).
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Figura 5: Cascata da coagulagéo
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(adaptado de: http://www.intechopen.com/books/tissue-engineering-for-tissue-and-organ regeneration/cardiovascular-tissue-

engineering-based-on-fibrin-gel-scaffolds).
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3. Hipdtese “cell based model”

Desde as publicagdes de Davie e Mac Farlane (1964), sobre o modelo de cascata e a
independéncia das duas vias, e na qual a via de contacto ou via intrinseca tinha o papel
preponderante na formacdo da trombina, varios estudos vieram contrariar essa hipotese pela
descoberta de interaccdes entre elas. Assim, em 2001, Hoffman e colaboradores propuseram o
modelo conhecido hoje como “cell-based model” da coagula¢do, no qual a via extrinseca
passou a ser a via principal na formacéo de trombina. Este modelo reconhece interagdes entre
as células, que possuem receptores especificos para os factores, permitindo a concentragdo
dos mesmos nos locais de lesdo. As células envolvidas sdo os eritrdcitos, as plagquetas, 0s
leucocitos (granuldcitos, mondcitos e linfdcitos) e as células endoteliais. O modelo apresenta
trés fases: iniciacdo, amplificacdo e propagacdo. A fase de iniciacdo corresponde a exposi¢cdo
do FT (Stavrou & Schmaier, 2010) e consequente formacdo do complexo FT-FVlla, que leva
a obtencdo de uma pequena quantidade de trombina. Na fase de amplificacdo, a trombina
criada previamente liga-se ao GPIb, receptor presente na superficie das plaquetas. Essa
ligacdo leva a activacdo, com exteriorizagdo, dos fosfolipidos e desgranulacdo das plaquetas
de forma a recrutar mais plaquetas para o local da lesdo (Batty & Graham Smith, 2010). A
trombina gerada na fase de iniciacdo leva a clivagem do factor XI em Xla, activacdo do factor
V e libera o factor VIII do factor de von Willebrand (Smith, 2009). A fase de propagacao, que
decorre na superficie das plaquetas, corresponde a formacdo da maior parte da trombina
(McMichael, 2012). A importancia da via de amplificacdo é sublinhada pelo facto das
deficiéncias em factores VIII (hemofilia A), IX (hemofilia B) e XI levarem a alteracdes

hemorrégicas.

4. Inibidores da coagulacéo

4.1. Inibidores da coagulacdo enddgenos

4.1.1. Inibidor da Via do Factor Tissular
O inibidor da via do factor tissular (TFPI -Tissue Factor Pathway Inhibitor), produzido e
expresso a superficie das células endoteliais, é o inibidor do complexo FT-FVlla e do factor
Xa. Os megacariocitos, monaocitos, fibroblastos pulmonares e as células sinoviais produzem
uma pequena quantidade de TFPI (Maroney & Mast, 2012). A ligacdo do TFPI (Figura 6) ao
factor Xa e reversivel e dependente do calcio, enquanto que a ligacdo ao complexo TF-Vlla é
irreversivel, requerendo calcio e factor Xa (Broze & Girard, 2012). O TFPI ndo para a
coagulacdo mas limita a criagdo dos factores 1Xa e Xa pelo complexo FT-FVlla (McMichael,

2012).
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Figura 6: Inibicdo do complexo FT-FVIla e do FXa pela ligacdo do TFPI

(adaptado de: http://www.besancon-cardio.org/)

4.1.2. Antitrombina Ill
A antitrombina 111 (AT-11l) é provavelmente o inibidor mais importante in vivo (Batty &
Graham Smith, 2010). Inibe os factores lla, IXa, Xa, Xla e Xlla através da formacdo de um
complexo covalente. A accdo da AT-1Il é dependente da presenca de sulfato de heparina,
cofactor também responsével pelo aumento da velocidade de formacgdo desses complexos. O
sulfato de heparina é uma molécula presente naturalmente na superficie das células
endoteliais limitando a ac¢do da antitrombina a essa localizacdo (Batty & Graham Smith,
2010). Quando ligada a fibrina, a trombina esta protegida da accéo inibitéria da antitrombina
e da heparina, no entanto o mesmo ndo acontece quando ha uma ligacdo covalente (AT-H)
entre as duas moléculas (Figura 7). O complexo trombina-antitrombina-heparina, ndo é inerte,
promovendo a conversdao da superficie dos coagulos em superficies anticoagulantes

provocando a inibicdo da trombina presente no meio (Smith et al, 2008).
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Figura 7: Factores inibidos pelo complexo antitrombina (AT)-heparina (H)

(adaptado de: Http://www.besancon-cardio.org/)
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4.1.3. AviadaProteina C
A fungdo da via da proteina C € inactivar os factores VIlla e Va, apresentando quatro
componentes: a proteina C, a trombomodulina, a proteina S e o receptor endotelial da proteina
C.

a) Proteina C

A proteina C é uma protease sérica dependente da vitamina K. A activacao da via da proteina
C requer a presenca de trombina. As células endoteliais possuem, na sua superficie, receptores
chamados trombomodulinas que permitem a ligacdo da trombina, que perde assim a sua
actividade pré-coagulante (transformacdo do fibrinogénio em fibrina e activacdo do factor V).
Esse complexo, trombina-trombomodulina, torna-se entdo um potente activador da proteina C
(Esmon, 2000). A activacdo da proteina C pode ser fortemente aumentada pela sua ligacdo a
um receptor transmembranario expresso pelo endotélio, o receptor endotelial da proteina C
(EPCR — endothelial protein C receptor) (Batty & Graham Smith, 2010). No entanto,
enquanto permanecer ligada ao EPCR, a proteina C activada ndo é eficaz como inibidor. Para
isso, tem que se dissociar do EPCR e ligar-se a proteina S (Esmon, 2000; Norris, 2003). O
complexo assim formado é responsavel pela inibi¢cdo dos factores Va e Vllla diminuindo
assim a formacdo de trombina (Smith, 2010). As citocinas pré-inflamatérias levam a
diminuicdo dos receptores de trombomodulina e consequente diminuicdo da activacdo da
proteina C. Além disso, em medicina humana, os processos inflamatdrios graves, como a
septicémia, podem induzir uma resisténcia a proteina C ( Bauer & Moritz, 2012).

A proteina C activada aumenta a fibrindlise e representa ainda um papel importante na
proteccdo das células por ser anti-apoptotica e ter propriedades anti-inflamatdrias (Batty &
Graham Smith, 2010). A proteina C é igualmente sujeita a accdo de inibidores incluindo o

inibidor da proteina C, a a-1 antitripsina e a a2- macroglobulina (Esmon, 2000).

b) Trombomodulina
A trombomodulina é um receptor membranario que regula a actividade da proteina C pela
trombina. A proteina C é activada ap6s o aparecimento de uma pequena quantidade de
trombina. A trombomodulina fixa a trombina levando a perda das capacidades pro-
coagulantes desta. O complexo passa a ter a capacidade de activar a proteina C (Smith, 2010).
A expressdo da trombomodulina é diminuida pelos mediadores inflamatérios e activacdo dos

neutréfilos (Esmon, 2004).
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c) Proteina S
A proteina S age como cofactor da proteina C aumentando assim a velocidade de degradagéo
dos factores Va e Vllla. O complexo proteina C — proteina S inicia a fibrinolise (Smith,
2010).

4.1.4. Outros inibidores
O inibidor da C1 esterase inibe a calicreina e os factores Xla e Xlla.
A ag-antitripsina, inibe além da tripsina, a plasmina e os factores Xa e Xla.
A ap-macroglobulina € inibidor de varias proteases das quais se destacam a calicreina, a

trombina e plasmina (Smith, 2010).

4.2. Inibidores exdgenos da coagulacdo

4.2.1. Injectaveis

a. Heparina néo fracionada
A heparina fixa-se a antitrombina, modificando a sua conformacdo e aumentando a
velocidade de inactivacdo das enzimas da coagulacdo. A heparina leva a libertacdo de TFPI o
que contribui igualmente para o seu efeito anticoagulante (Broze & Girard, 2012). Para a
mesma concentracdo, o efeito anticoagulante varia em funcdo do individuo e da ligacdo a
outras proteinas para além da antitrombina.
Administrada por via subcutanea ou intravenosa, em bolus ou perfusdo continua, a
monitorizacdo do seu efeito é realizada pelo controlo do tempo de tromboplastina
parcialmente activada (aPTT) (Ramsey, 2011).

b. Heparina de baixa massa molecular

A heparina de baixo peso molecular é composta por vérias cadeias moleculares, umas com
accao na trombina e outras no factor Xa. A proporcao entre as diferentes cadeias condiciona a
sua actividade anti-trombina e anti-factor Xa. Ao contrario da heparina ndo fragmentada, a
libertacdo pelas plaquetas do factor anti-heparina ndo influencia a sua eficacia. O seu tempo
de semi-vida ¢é independente da dose administrada e duas vezes superior ao da heparina ndo
fracionada. A dose administrada devera ser calculada em fungdo do peso e adaptada a funcéo
renal (acumulacdo em caso de doenca renal).

O principal risco nos tratamentos com heparina é o de hemorragia, embora seja menos
significativo quando usada a heparina de baixa massa molecular. Nestes casos o sulfato de

protrombina funciona como antidoto neutralizando as cadeias mais pesadas. A actividade da
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heparina ndo fracionada é totalmente inibida enquanto a da heparina de baixo peso molecular,

s vé a sua actividade anti-trombina inibida.

4.2.2. Orais
a. Acido acetilsalicilico
O é&cido acetilsalicilico inibe as ciclooxigenase (COX) impedindo assim a producdo de
prostaglandinas e tromboxanos, o que resulta na diminuicdo da agregacdo plaquetéria
(Ramsey, 2011).

b. Clopidogrel
O clopidogrel impede a ligagdo do ADP aos respectivos locais de ligacdo nas plaquetas,
prevenindo assim a activacdo do receptor glicoproteico Ilb/Illa necessario a agregacao
plaquetaria. Em medicina veterinaria, € sobretudo utilizado nos gatos com cardiomiopatia

hipertrofica de forma a prevenir eventos tromboticos (Ramsey, 2011).

5. Fibrindlise
A fibrindlise, terceiro tempo da hemostase, permite a dissolu¢do do coagulo, sob accdo de
uma enzima proteolitica, a plasmina. Este fendmeno apresenta numerosos inibidores (o;-
antiplasmina, inibidor do activador do plasminogénio e inibidor da fibrinolise activado pela
trombina) dos quais certos necessitam de fibrina como cofactor (Figura 8). A fibrindlise
limita-se ao local da lesdo. Qualquer plasmina que escape do local da lesdo é imediatamente
inibida pelas antiplasminas. A fibrin6lise ocorre entre 60 e 72h apds a formacao do coagulo.
Este processo ocorre em duas fases:

- formacédo de plasmina por activacdo do precursor inactivo, o plasminogénio;

- degradacéo da fibrina
Embora o primeiro objectivo da fibrinélise seja a remocdo do coagulo, varios componentes

deste sistema estdo igualmente envolvidos na reparacao do tecido lesado (Mc Connell, 2000).
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Figura 8: Activadores e inibidores da fibrinolise
Adaptado de: Forterre, 2013

5.1.Plasminogénio
O plasminogénio é uma glicoproteina sintetizada pelo figado e que circula no sangue. Nos
mamiferos, existem dois activadores do plasminogénio: o activador tissular do plasminogénio

e activador uroguinase do plasminogeénio.

5.1.1. Activador tissular do plasminogénio

O activador tissular do plasminogénio (tPA) é produzido pelas células endoteliais em resposta
a estimulos quimicos, como por exemplo a bradicinina, histamina, adrenalina, trombina e
factor de activacdo plaquetario (PAF) (McMichael, 2012). Uma pequena porcdo circula
livremente no plasma, estando a maior parte ligada ao seu inibidor (inibidor do activador do
plasminogénio). Ambos séo rapidamente removidos da circulagdo pela ligagdo aos receptores
das células endoteliais e hepaticas. A actividade enzimatica do tPA € fraca na auséncia de
fibrina (Mc Connell, 2000).

5.1.2. Activador uroquinase do plasminogénio
O activador uroguinase do plasminogénio (UPA) é uma glicoproteina produzida pelas células
epiteliais do rim, fibroblastos e células endoteliais (McMichael, 2012). E secretada na forma
de uma unica cadeia molecular (pro-uroquinase) e clivada pela plasmina ou calicreina na sua
forma activa (Batty & Graham Smith, 2010).
O tPA parece ser o maior activador de plasminogénio nos vasos engquanto o uPA parece ser 0

activador principal a nivel extravascular (Mc Connell, 2000).
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5.2.Plasmina
A plasmina hidrolisa numerosas proteinas como os factores V e VIII, o fibrinogénio e a
fibrina. Ao contrario do plasminogénio, a plasmina, em condicdes fisiologicas, esta ausente
do plasma pois as antiplasminas circulantes (AT, aj-antitripsina, az-macroglobulina e op-
antiplasmina) inactivam-na. A degradacdo da fibrina polimerizada origina os produtos da
degradacéo da fibrina (PDF), dos quais se destaca os D-dimeros, provenientes da degradagéo
das ligagdes cruzadas entre as moléculas de fibrina. A presenca de D-dimeros significa que a

fibrina polimerizada foi sujeita a reticulacdo (Mc Connell, 2000).

5.3.Inibidores da fibrindlise
A actividade do sistema plasminogénio/plasmina pode ser controlada pelos niveis de
plasmina, pela az-antiplasmina, pelos niveis de activacdo do plasminogeénio, pelo inibidor do
activador do plasminogénio e indirectamente pelo inibidor da fibrindlise activado pela
trombina. A prote6lise do fibrinogénio e da fibrina, como ja foi referido, leva a producdo de
produtos de degradacdo da fibrina (Mc Connell, 2000).

5.3.1. Inibidor do activador do plasminogénio 1
O inibidor do activador do plasminogénio 1 (PAI-1) é o maior inibidor dos activadores de
plasminogénio tPA e uPA. Produzido por vérias células como megacariocitos, celulas
endoteliais e hepatocitos, ¢ também encontrado nos granulos o das plaquetas (Batty &
Graham Smith, 2010). Apresenta-se em excesso no plasma relativamente a quantidade
presente de tPA, protegendo assim o coagulo em formacgdo de uma fibrindlise prematura.
Quando da formacéo de um trombo, o tPA, que apresenta uma afinidade muito forte para a

fibrina, fixa-se preferencialmente a esta (Craen, Declerck, & Gils, 2012).

5.3.2. a2-antiplasmina
A og-anti-plasmina (ap-AP) é 0 maior inibidor da plasmina mas pode igualmente ligar-se ao
plasminogénio, interferindo com a sua activacdo. A plasmina quando ligada a fibrina esta
protegida deste inibidor (Mc Connell, 2000).

5.3.3. Inibidor da fibrindlise activado pela trombina
O inibidor da fibrindlise activado pela trombina (TAFI) é uma proteina sintetizada no figado e
libertada como zimogenio. A activagdo pela trombina e pela plasmina € lenta sendo
fortemente acelerada pelo complexo trombina-trombomodulina. Ainda néo foi identificado
nenhum inibidor do TAFI (Smith, 2010).
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6. Influéncia da idade e da inflamacéao na coagulagdo

6.1.1dade

A idade avancada esta associada a um estado pré-trombdtico, em parte pela activacdo da
hemostase pelas citocinas inflamatorias. Mari et al, (1995) observaram que 0s idosos com
idades avancadas (mais de 100 anos) apresentavam niveis aumentados de fibrinogénio,
factores de coagulagdo VII e VIII e D-dimeros. Foi igualmente observado, no mesmo estudo,
uma correlacdo positiva entre as concentracdes elevadas de factores X e 1X sugerindo
fenomenos associados. E provéavel que ambos sejam resultados do aumento da actividade
enzimética do complexo FT-FVIla. O aumento na expressdo e disponibilidade do FT,
possivelmente devido a modificagfes associadas ao envelhecimento das quais se pode
destacar os ateromas, aumenta a expressao do factor VII (Stepanian et al, 2006). A expressao
do FT pode ser induzida por uma grande variedade de agonistas como endotoxinas, citocinas,
linfocitos activados e factores de crescimento (Kirchhofer & Nemersont, 1996).

As razbes pelas quais a inflamacdo e a coagulacdo se encontram activadas nos individuos
idosos ndo estdo totalmente estabelecidas e parecem ser multifactoriais. Os estudos orientam-
se para a hipotese do stress oxidativo estar na origem de um estado pro-inflamatério (Chung
et al, 2006). A idade esta associada ao aumento das prostaglandinas pré-inflamatdrias como a
ciclooxigenase e lipooxigenase assim como ao declinio do sistema anti-oxidante levando a
uma alteracdo no equilibrio redox, o que activa a transcricao do factor NF-kB, que permite
melhorar a expressdo do FT na superficie dos mondcitos (Levi & van der Poll, 2005) e conduz
ao aumento dos mediadores inflamatérios (TNF e IL-6) (Kale & Yende, 2011). As citocinas
desempenham um papel critico na resposta inflamatdria pela activacdo de neutrofilos que, por
sua vez, libertam mediadores inflamatdérios como a elastase e radicais livres, capazes de levar

a microlesdes do endotélio (El Assar, Angulo, & Rodriguez-Mafias, 2013).

Num estudo de 2007, Goy-Thollot et al demonstraram que um aumento do cortisol basal nos
animais mais velhos esta ligado a secrecdo alterada das glandulas supra renais. Uma das
hipoteses € a diminuicdo da sensibilidade do eixo hipotdlamo-hipofisario ao feed-back
negativo exercido pelos glucocorticoides nos individuos mais velhos. No Homem como nos
cdes, a actividade basal do eixo hipotalamo-hipofisario é controlada por dois tipos de
receptores: os receptores dos mineralocorticéides situados predominantemente no hipocampo
e os receptores dos glucocorticoides, localizados na hipo6fise e hipocampo. Varios autores
demonstraram que com a idade esses receptores tendem a desaparecer (Pereira, 2003; Miller

& O’Callaghan, 2003), levando a estimulagdo do eixo com o consequente aumento dos niveis
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basais de cortisol. O excesso de cortisol, quer secundario a uma producdo endogena excessiva
quer a uma administracdo, podem ser responsaveis por um perfil hipercoagulavel (Rose et al,
2011; van der Pas, Leebeek, Hofland, de Herder & Feelders, 2013). O aumento da
concentracdo plasmatica de cortisol pode estar potencialmente associada a formacdo de
trombos pelo aumento dos factores pré-coagulantes (11, V, VII, IX, X, XIlI) e fibrinogénio
assim como uma diminuigdo da antitrombina (Gosselin & Feldman, 2001). No entanto, néo
existe um consenso e os resultados contradizem-se nos varios estudos (Klose et al., 2011;
Rose et al, 2011). Uma das explicacdes pode ser o uso dos testes de coagulacdo tradicionais
(contagem plaquetaria, PT, aPTT, D-dimeros) que ndo sdo sensiveis para a detec¢do de um
estado hipercoagulavel. Outra ¢ a falta de estudo longitudinal sobre mudancas nos factores de

coagulacdo em pacientes com hiperadrenocorticismo que desenvolvem tromboembolias.

6.2.Inflamacéo

Em resposta a uma agressao, (infecciosa ou traumatica) desenvolve-se um foco inflamatorio
constituido por células e citocinas pro-inflamatérias tais como IL-1, TNF e IL-6 (Gruys,
Toussaint, Niewold, & Koopmans, 2005). A accdo das citocinas no figado resulta no aumento
da expressdo das proteinas da fase aguda das quais se destaca a proteina C-reactiva (PRC),
considerada como marcador da resposta inflamatéria (Dupuy et al., 2003). A IL-6 parece ser a
principal responsavel pela sintese da CRP no figado (Weinhold et al., 1997). No entanto, a
accdo da IL-6 necessita a presenca de IL-1 e glucocorticdides (Dupuy et al., 2003). O
aumento de CRP reflecte a presenca e intensidade da inflamacdo pois as suas concentracdes
aumentam rapidamente durante a inflamacéo e decrescem também de forma rapida apés o seu
término. N&o se conhece nenhum sistema inibidor. A curta duracdo de accéo das citocinas e a
auséncia de estimulacdo é responsavel pela diminuicdo da sintese (Gruys et al., 2005). Em
medicina humana é muito utilizada como marcador da inflamacdo e para monitorizacdo de
doenca e terapéutica (Dupuy et al., 2003).

No cdo, é a proteina de fase aguda da inflamacdo mais importante (Nakamura et al., 2008).
No entanto, o seu doseamento, por rotina, nao é efectuado. O aumento na expressao do FT na
superficie das células endoteliais, mondcitos e macrofagos, parece ser induzido pelas citocinas
TNF e IL-1 (Esmon, 2004). A CRP estimula, quanto a ela, a sintese de FT, nos locais de
inflamacéo e leséo tecidular, pelos monaocitos. O complexo FT-FVlla activa a superficie das
células os receptores activados por proteases, 0 que leva ao aumento da expressao de citocinas
pré-inflamatorias (IL-1, IL-6 e TNF) (Smith, 2010).

O factor de activacdo plaquetéria, produzido pelo sistema imunoldgico, conduz a agregacao e

desgranulacédo das plaquetas sanguineas. Durante a primeira fase da resposta aguda, a CRP
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inibe a agregacdo plaquetaria pela sua ligacdo ao factor de activacdo plaquetaria. A inibicéo
das fosfolipases resulta na inibicdo da libertacdo de acido araquidonico, bloqueando nessa
fase a producdo de mediadores inflamatorios, como por exemplo, leucotrienos e tromboxanos
(Vigo, 1985).

A via antitrombina-heparina pode regular a resposta inflamatéria pela modulacdo das
respostas celulares. Assim a antitrombina ligada as células endoteliais aumenta a formacéo de
prostaciclina. Em certos casos de inflamacéo, essa via pode estar deprimida (Natali Bauer,
Mensinger, Daube, Failing, & Moritz, 2012). A diminui¢do das moléculas como a heparina na
circulacdo deve-se a libertacdo de produtos pelos neutréfilos activados e citocinas
inflamatorias. Em caso de sépsis ou inflamacdo aguda, a actividade da antitrombina €
diminuida e a pequena quantidade presente é rapidamente utilizada e até inactivada por
protedlise. A diminuicdo da quantidade de inibidores presentes leva a um aumento da
estabilidade das enzimas da coagulacdo e favorece em consequéncia, a coagulacdo
intravascular (Esmon, 2004).

A via da proteina C aparece como particularmente sensivel a supressdo pela resposta
inflamatdria (Esmon, 2004). A trombomodulina e a transcripcdo do gene para o receptor C
das células endoteliais é inibido pela IL-1B, TNFa e endotoxinas. Esta supressdo limita a
activacdo de proteina C, o que promove a formacao de trombos (Natali Bauer et al., 2012).

Os neutrofilos sintetizam uma grande variedade de mediadores pro-inflamatorios, incluindo
os leucotrienos, prostaglandinas e citocinas, sendo a maior parte destes envolvidos na resposta
imunitaria inata. Nos locais de inflamacéo, a libertacdo desses mediadores (TNFa, IL-1p e IL-
6) amplifica o processo inflamatério (Wright, Moots, Bucknall & Edwards, 2010).

A accdo sistémica das citocinas resulta numa activacdo do eixo hipotalamo-hipofisario-
adrenal, com consequente aumento da producdo de ACTH e logo de cortisol pelo cértex da
adrenal (Dupuy et al., 2003). Os glucocorticoides agem, directamente ou em sinergia com a
IL-1 e IL-6, no aumento da producdo de proteinas da fase aguda pelo figado mas inibem a
expressdo dos genes codificando para as citocinas e diminuem assim a libertacdo pelos
macrofagos e monadcitos (Gruys et al., 2005). As citocinas induzem a sintese de corticdides e
em consequéncia, de cortisol enddgeno responsavel pelo feed-back negativo (Weinhold et al.,
1997) (Figura 9). Nos casos de estimula¢do cronica, a resposta é inferior a observada nos
casos de inflamacdo aguda. Este fenomeno pode ter a sua origem na insuficiéncia de
mediadores, um tempo de regeneragdo insuficiente ou ainda a incapacidade do figado em
responder a um estimulo prolongado (Freund, Orjalo, Desprez, & Campisi, 2010; Gruys et al.,
2005).
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Figura 9: Representacéo esquematica da actividade dos mediadores da inflamagéo
(adaptado de Gillet, 2002)

6.3. Idade e inflamacao

O estado inflamatdrio crénico que se encontra associado a idade, designado inflamm-aging,
estd relacionado com o envelhecimento do sistema imunitario (imunosenescéncia). Sabe-se
que ha acumulacdo de células T senescentes e um aumento das citocinas pro-inflamatorias
circulantes (IL-4, 6 e 10), no entanto, a razdo por que tal acontece ndo foi ainda totalmente
esclarecida (Lang et al, 2011).

A imunosenescéncia é definida como um complexo multifactorial de alteracbes que
predispdem a infeccdes, neoplasias e doencas auto-imunes (Aw, Silva & Palmer, 2007). Esta
descrita em medicina veterinaria, no cdo, no gato e no cavalo (Day, 2010). O inflamm-aging
parece ser secundario a passagem de uma resposta de tipo celular (Th1) para uma resposta de
tipo humoral (Th2) e a acumulacdo de células T senescentes devido, provavelmente, a
estimulacgdo croénica do sistema imunitario (Vallejo, Weyand, & Goronzy, 2004). No Homem,
essa estimulagdo continua parece ser provocada pelo citomegalovirus (Almanzar et al, 2005;
Schmaltz et al, 2005). A imunosenescéncia parece ser causada pelo fim do pool de células T
naives pois tal como as outras células somaticas, apresentam uma capacidade proliferativa
limitada, alcancando por isso um estado de célula T senescente (Lang et al, 2011). A célula
senescente apresenta uma paragem, estavel e irreversivel, da divisdo mitotica. As citocinas
produzidas por essas células senescentes, como a IL-6, sdo potentes activadores da imunidade
inata, levando a libertacdo de agentes oxidantes, responsaveis por danos tecidulares (Freund et
al., 2010).

A activacdo da imunidade inata parece ser responsavel pelo perfil pré-inflamatério, chamado
inflamm-aging (Salminen et al., 2008; Lang et al, 2011) associado a niveis circulantes
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cronicos aumentados de marcadores inflamatorios como a IL-6, TNF-a, antagonista dos
receptores da IL-1 e CRP.

Os niveis de IL-6 estdo aumentados em individuos idosos, independentemente do estado de
saude. Os niveis podem estar 2 a 4 vezes aumentados relativamente a individuos jovens (Kale
& Yende, 2011). No céo, alteracdes similares sdo observadas como a alteracdo das células T
(Day, 2010).

Embora a correlacdo entre inflamacdo e envelhecimento esteja demonstrada, é dificil
estabelecer qual a causa. Esta dificuldade deve-se a natureza difusa da inflamag&o cronica e a
necessidade de estudos de longa duragéo.

Estudos em medicina humana destacam a sindrome, conhecida como a sindrome da
fragilidade (frailty syndrome) (Franceschi et al, 2000), que se caracteriza, em individuos
idosos, por uma perda de peso, fraqueza muscular, cansaco, declinio da actividade, marcha
lenta e instavel (Fried et al, 2001). Walston et al., (2002) demonstraram uma associa¢ao entre
0 aumento dos marcadores da inflamagcdo e factores prd-coagulantes (CRP, FVIII e
fibrinogénio) e a sindrome de fragilidade, quer na auséncia quer na presenca de doencas
cronicas diagnosticadas.

No entanto, estudos sobre a influéncia da idade nas concentracGes de CRP, em cdes saudaveis,
ndo demonstraram a existéncia de variagdes significativas nas concentracées. Num estudo, no
qual foram utilizados animais saudaveis com idade inferior a 13 anos, ndo se verificou
quaisquer alteracdes nas concentracdes da CRP, mantendo-se esta, dentro dos valores normais
(Gillet, 2002). Outro estudo, sobre a influéncia do stress e do tipo de vida dos animais,
revelou que os animais mantidos em ambiente controlado, ou seja com menor estimulacéo do
sistema imunitario, apresentavam concentragdes significativamente inferiores de CRP,
sugerindo que a estimulacdo do sistema imunitario leva a valores mais elevados (Gillet,
2002).

Os glucocorticoides modulam a resposta da fase aguda, estimulando a producédo de proteinas
em sinergia com IL-1, IL-6 e factores de crescimento. No entanto, inibem a sintese e
libertacdo de citocinas pré-inflamatérias pelos macréfagos e mondcitos, permitindo, assim,
um limite na toxicidade das interleucinas (Gruys et al., 2005). As citocinas geram um
mecanismo de retro-alimentacdo negativa pela estimulagdo da sintese de corticoides. Os
glucocorticoides e os factores de crescimento regulam a producdo de CRP, ao modularem a

libertacdo de citocinas e a resposta do figado (Gillet, 2002).
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7. Avaliacédo dos parametros da coagulacao

7.1.Avaliacao da hemostase primaria

7.1.1. Tempo de hemorragia
Apos realizacdo de uma pequena incisdo na mucosa bucal conta-se o tempo até que a
hemorragia cessa. No céo os valores normais situam-se entre 0s 2 € 0s 5 minutos, se o0 tempo
for superior a 6 minutos indica um défice da hemostase primaria.
Aumentos do tempo de hemorragia sd@o observados, por exemplo, em caso de doenca de

vonWillebrand e trombocitopénia (Mc Connell, 2000).

7.1.2. Contagem e morfologia plaquetaria
As plagquetas normais aparecem ao microscopio com um didmetro de 2 a 4 um, anucleadas e
ovais. Os valores de referéncia para a contagem plaquetéria, no cédo, estdo compreendidos
entre 200 000 e 500 000/uL (Smith, 2010).

7.2. Avaliacdo da hemostase secundaria

7.2.1. Tempo de protrombina
O tempo de protrombina (PT) detecta as anomalias da coagulacdo nas vias extrinseca e
comum. A formacdo do coagulo € artificialmente iniciada pela presenca do FT, obtido em
tecido cerebral, célcio e fosfolipidos pré-coagulantes, proporcionando assim a carga negativa
encontrada in vivo. O PT € sensivel ao défice dos factores VII, X, V, Il e fibrinogénio. Um
aumento do PT pode estar associado a uma intoxicacdo por dicumarinicos, insuficiéncia
hepética ou coagulacdo intravascular disseminada (Figura 10). A deficiéncia em factor VII
leva a0 aumento do PT sem que os outros testes de coagulacdo apresentem alteracdes
(Tvedten, 2012).

7.2.2. Tempo parcial de tromboplastina activada
O tempo parcial de tromboplastina activada (aPTT) explora a via intrinseca (factores de
contacto e factores hemofilicos A e B) e a via comum (FV, X, Il e fibrinogénio). O coagulo é
artificialmente iniciado pela adicao de fosfolipidos (cefalina), uma superficie activadora como
0 &cido elagico, silica ou caulino e calcio em excesso. As principais anomalias que levam a
um aumento do aPTT sdo os défices da via enddgena (factores XII, XI, IX, VIII, X, V, II,

precalicreina e cininogénio) (Tvedten, 2012) (Figura 10).
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Figura 10: Diagrama dos diferentes resultados dos testes de PT e aPTT
(adaptado de: http://www.idexx.fr/html/fr_fr/corporate/home.html).

7.3.Avaliacao da fibrindlise

Os produtos de degradacdo da fibrina resultam, como referido, da accdo proteolitica da
plasmina sobre o fibrinogénio e sobre os polimeros de fibrina, resultando na obtencdo de
fragmentos. O mais caracterizado é o D-dimero sendo reconhecido como o mais especifico
marcador para a trombose e fibrindlise fisiologica, é utilizado para pesquisa de eventos
tromboembdlicos. A determinacdo simultanea dos niveis de produtos de degradacgdo da fibrina
e do fibrinogénio e D-dimero permite avaliar o grau de activacdo da coagulagdo (Tvedten,
2012).

8. Avaliagdo da hemostase atraves da tromboelastometria

A tromboelastografia, desenvolvida por Hartert em 1948, permite uma avaliagdo global da
hemostase através da analise das interaccdes entre os diferentes factores, inibidores e
componentes celulares durante as fases da coagulacéo e posterior lise (Goggs & Wiinberg,
2012; Kol & Borjesson, 2010). A técnica, realizada em sangue total, permite avaliar as
alteracOes de viscosidade durante a formacdo do coagulo

Nos anos 80, apareceram no mercado equipamentos portateis e mais fiaveis: o0 TEG®
(thromboelastography) e 0 ROTEM® (rotational thromboelastometry) (Figura 11). Ambos 0s
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equipamentos apresentam o mesmo principio de base, obtendo-se graficos que no ROTEM®,
tomam o nome de temograma. Embora a técnica seja similar, os resultados obtidos ndo podem
ser comparados directamente pois apresentam diferencas nomeadamente o programa de
tratamento dos dados, os volumes das amostras ou ainda os reagentes (McMichael et al.,
2014).

Como no presente trabalho foi utilizado 0 ROTEM®, s6 este equipamento sera sumariamente
descrito.

Figura 11: Viséo global do ROTEM®® delta
(Adaptado de: http://ROTEM®.de/).

8.1.Principios gerais da técnica e funcionamento

O principio basico da técnica baseia-se no facto de que o sangue ao coagular passa por varios
niveis de viscosidade, que se traduzem na firmeza do coédgulo. A representacdo da medida da
firmeza do coagulo ao longo do tempo permite, através da analise dos seus componentes
graficos, a avaliacdo integrada da hemostase.

O procedimento analitico é simples e consiste na colocacdo da amostra de sangue num copo,
cujo suporte (9, Figura 12) é acoplado ao instrumento de modo que o pino cilindrico (eixo
oscilatério e haste de medicdo, 1 e 6, Figura 12) seja imerso no copo. O pino entra em
movimento rotacional para a direita e para a esquerda com um angulo de 4.75° (PROVETS).
A medida que o sangue coagula (8, Figura 12), a firmeza do coagulo aumenta restringido os
movimentos do pino. Uma firmeza do codgulo de Omm de amplitude no grafico corresponde a
um eixo de rotacao livre enquanto uma firmeza de 100mmde amplitude no gréafico (tedrico)
representa um bloqueio completo do eixo. Um sistema de deteccdo optico (5, Figura 12)
caracteriza a amplitude desses movimentos que, apés integracdo (11, Figura 12), sdo

traduzidos em temogramas.
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1. Eixo oscilatorio 7. Cuvete com a amostra

2. Mola 8. Filamentos de fibrina e agregados
3. Feixe luminoso plaquetérios

4. Espelho 9. Suporte para cuvete

5. Detector 10. Rolamento de esferas

6. Haste de medicao 11. Unidade para tratamento de dados

Figura 12: Funcionamento do ROTEM®
(adaptado de http://ROTEM®.de/).

8.2. Temogramas
O temograma (figura 13) € uma representacdo grafica da analise tromboelastométrica de uma
amostra sanguinea, ap0s deteccdo e integracdo dos dados. Nela estdo representados o0s
diferentes parametros da andlise que, ap0s interpretacdo, podem indicar, de uma forma mais

realista, o perfil da hemostase do individuo.
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CT Clotting time
CFT Clot formation time

alpha  Alpha-angle

A10 Amplitude 10 min after CT
MCF Maximum clot firmness

CcT LIz0 Lysis index 30 min after CT
| — ML Maximum lysis
0 10 20 30 40 50 60

Time in min
Figura 13: Temograma tipo obtido com 0 ROTEM®
(adaptado de http://rotem®.de/).
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Os parametros da anélise tromboelastométrica séo:

- Tempo de coagulacédo (CT - clotting time): é o tempo, expresso em segundos, desde o0
inicio da analise até que seja atingida uma amplitude de 2 mm no temograma. Corresponde
ao aparecimento dos primeiros filamentos de fibrina. Este pardmetro é andlogo ao tempo de
coagulacdo do teste classico. No entanto, ao contrario do teste classico, € necessaria uma
maior formacao de fibrina para se obter um certo grau de firmeza.

- Tempo de formagdo do coagulo (CFT - clotting formation time): é o tempo, expresso em
segundos, entre a amplitude de 2 mm até a obtencdo de uma amplitude de 20 mm.
Corresponde a formacdo de um coagulo estavel com fibrina e plaquetas activadas. E
influenciado pela quantidade de plaquetas e pela quantidade de fibrina assim como pela sua
capacidade de polimerizacéo.

- Angulo alfa: é o angulo formado entre a linha mediana do temograma e a tangente da curva
da coagulacdo, passando pelo ponto de 2 mm. Corresponde a velocidade de formacdo do
coagulo. Um angulo reduzido indica um estado hipocoagulével.

- Firmeza méxima do coagulo (MCF, Maximum Clot Firmness): corresponde ao indice de
firmeza do codgulo e em consequéncia, a sua qualidade. Este parametro corresponde a
amplitude maxima atingida antes da dissolu¢do do coagulo por fibrindlise e diminuicdo da
firmeza. Um valor baixo indica um coagulo com um fraco grau de firmeza e
consequentemente um risco de hemorragia. O contrario pode indicar um estado
hipercoagulavel.

- Valor A (X) mm: é um indice de firmeza do coagulo. Esse valor corresponde a uma
amplitude observada no tempo “x” ap6s CT, por exemplo, A10 é a amplitude registada 10
minutos apo6s o inicio da formagdo do coagulo.

- LI 30: € um indice de fibrindlise observado 30 minutos ap6s CT. Corresponde a relacdo
entre a amplitude e a firmeza maxima do coagulo. Os parametros LI145 e LI60 descrevem as
firmezas 45 e 60 minutos ap6s CT. Nos individuos saudaveis, é quase impossivel observar
uma fibrindlise devido a grande concentracdo em inibidores. Os valores anormais de LI130
(inferiores aos valores de referéncia) indicam muitas vezes uma hiperfibrinolise.

- Lise maxima (ML: Maximum Lysis): descreve o grau de fibrindlise em relagdo ao grau de
firmeza méxima atingida pelo codgulo durante a medicéo. Assim um valor de 5% significa
que a MCF diminuiu 5% durante o periodo considerado. E expresso em percentagem do
MCF.

O recurso a activadores além de poder encurtar o tempo de leitura (parametros de estabilidade
obtidos em 15 minutos e os primeiros sinais de lise em 30 minutos), permite privilegiar uma

via em detrimento de outra. A analise em modo EXTEM permite explorar a via extrinseca
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pela adicdo de tromboplastina tissular. O INTEM permite, gracas a adi¢cdo de um factor de
contacto, o acido eldgico, a activagdo da via intrinseca. No modo FIBTEM, as plaquetas
encontram-se bloqueadas pela citocalasina D e o coagulo so ird depender da formagdo e
polimerizacéo do fibrinogénio. O uso de activadores é igualmente importante para minimizar

as possiveis variagdes durante a analise (de Laforcade, Goggs, & Wiinberg, 2014).

C"h 67s CFT: 87s «: 73 CcT: 200s CFT: 67s a: TS 66s CRTs - s a: 575
Al0: S54mm MCF:  S7mm ML: S Al0: S4mm MCF: 6lmm ML: = 9mm MCF:  10mm ML: - %

2005-12-07 12:22

Figura 14: temogramas do tipo extem, intem e fibtem (adaptado de http://ROTEM®.de/)

8.3.Interesse da tromboelastometria, vantagens e limitacoes

Actualmente, em muitos casos, a deteccdo de um estado hipo ou hipercoagulavel passa pela
utilizacdo dos testes classicos de PT e aPTT, medicdo da concentragdo em fibrinogénio e
plaguetas. No entanto, existe uma correlagdo muito fraca entre os valores obtidos e o real
risco de hemorragia. Em medicina humana, assim como em medicina veterinaria, 0 aumento
do interesse e utilizacdo da técnica tromboelastométrica prende-se com a obtencdo de
melhores valores preditivos de eventos trombdticos ou hemorragicos comparados com 0s
métodos classicos .

Em medicina humana, a tromboelastometria (TEM) €é sobretudo utilizada nos casos de
transplantes hepaticos e cirurgias cardiacas, permitindo seguir as anomalias da coagulacéo e
assim adaptar a quantidade de produtos sanguineos transfundidos. E também utilizada para
verificar a eficacia de certos tratamentos como, por exemplo, a administracdo de heparina ou
ainda nos casos de sépsis (Ostrowski, Sgrensen, Larsen, & Johansson, 2011; Sankarankutty,
Nascimento, Teodoro da Luz, & Rizoli, 2012).

Embora o uso da tromboelastometria ja tenha sido aprovada em cdes, gatos e cavalos
(McMichael & Smith, 2011; PROVETS), as discrepancias obtidas nos varios estudos, muitas
vezes, devido as diferentes metodologias utilizadas, assim como a auséncia de registos (por
exemplo contagem plaquetéria, concentracdo em fibrinogénio e hemograma) dificultam a
interpretacdo e comparagdo dos valores. Para minimizar essas diferengas, foi criado o
“Partnership on Rotational ViscoElastic Test Standardization” cujos trabalhos culminaram na
publicacao de diretrizes "Evidence based guidelines on TEG®/ROTEM® assays in veterinary

medicine”.
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Como observado para a maior parte dos testes para avaliacdo da hemostase, varios estudos
sobre a utilizacdo do ROTEM® e do TEG® mostraram a influéncia de certos parametros,
como o tipo de colheita e o tempo de armazenamento do sangue, sobre os valores obtidos
(Goggs & Wiinberg, 2012). Para diminuir o mais possivel a influéncia da colheita, esta deve
ser 0 mais atraumatica possivel, sendo a veia jugular aconselhada e devera ser definido um
tempo entre a colheita e a andlise, sendo aconselhado um intervalo de 30 minutos (Flatland,
Koenigshof, Rozanski, Goggs, & Wiinberg, 2014).

A técnica de tromboelastografia era anteriormente utilizada com sangue sem aditivos. No
entanto, nem sempre é possivel efectuar a analise imediatamente ap6s a colheita sendo por
isso, atualmente utilizado, sangue citratado, o que implica a recalcificacdo antes da analise. O
factor XII (activacdo pelo contacto) ndo é dependente do célcio o que significa que a criagcdo
de trombina € afectada pela quantidade de factor Xlla que se formou durante o tempo de
armazenamento.

A interpretacdo é também dificultada pela auséncia de estudos que acompanhem a evolugéo
destes parametros ao longo do tempo, e que confirmem, se existe de facto uma correlagdo
entre o tracado que indique hipercoagulabilidade e o risco verdadeiro de trombose no animal.
Estudos demonstraram que se pode recorrer a tromboelastometria para monitorizacdo de
tratamentos com heparina. No entanto, a interpretacdo do tracado, devera ter em conta a dose
e o tipo de heparina utilizada (Kol & Borjesson, 2010).

Poucos estudos comparam 0 TEG® e 0o ROTEM®. Os dados disponiveis atualmente indicam
similaridades do parametro MA no TEG® e do MCF no ROTEM® com a contagem
plaquetéria (Sankarankutty et al., 2012). No entanto, ndo é possivel comparar directamente o0s
dados entre eles. Analises em pacientes sujeitos & cuidados intensivos sugerem que os dois
métodos ndo sdo equivalentes e que as diferencas se devem a utilizacdo de diferentes
activadores (Sankarankutty et al., 2012).

Oswald et al., (2010) estabeleceram uma correlacdo entre os valores obtidos na andlise da
coagulacao convencional e os diferentes parametros do ROTEM®, concluindo que existe uma
correlacdo entre o valor de aPTT e o CT no INTEM mas nenhuma correlacao foi estabelecida
entre PT e o CT no EXTEM. As concentracdes do factor XIllIlI, fibrinogénio e plaquetas
mostram no entanto uma forte correlagdo com o MCF. A contagem plaquetaria mostrou uma

correlagdo com o CFT.

8.4.0btencao de valores de referéncia
A nocdo geral de valores de referéncia surgiu pela primeira vez em 1969, num estudo em que

Grasbeck e Saris compararam o0s valores obtidos para o hemograma, de amostras obtidas
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numa populacdo saudavel e outras amostras colhidas em pacientes com varias doencas
(Greffe et al., 2009).

A obtencdo de valores de referéncia para um determinado pardmetro prende-se com a
necessidade de escolher uma amostra, representativa da populacdo e com base em critérios de
seleccao previamente definidos.

Idealmente, seriam necessarios pelo menos 120 individuos j& que € o nUmero minimo para o
qual se pode estabelecer, com um intervalo de confianga de 90%, os limites de referéncia com
um método ndo paramétrico (Greffe et al., 2009). No entanto, muitas vezes, a obtencao de um
grande numero de amostras pode revelar-se dificil por falta de individuos ou mesmo de meios
financeiros. Nesses casos, € necessario averiguar a normalidade ou ndo dos valores. Para
descartar a incerteza nos limites decorrentes da pequena amostra, s6 podera ser calculado um
intervalo de confianca de 90%. A avaliacdo da presenca de outliers torna-se particularmente
importante porque a presenca de um unico valor aberrante tem um efeito significativo nos
limites estimados. Quando possivel, esses valores deverdo ser eliminados e, idealmente,
devera ser colhida uma nova amostra. De maneira a poder reduzir as variacGes, as recolhas de
amostras, quer para os individuos saudaveis com vista a obtencdo dos valores de referéncia
como para os individuos em estudo, deverao ser efectuadas de forma padronizada assim como
a sua analise (ASVCP, 2005).

Embora a tromboelastometria seja uma técnica vantajosa em relacdo aos outros testes e
utilizada ha ja muitos anos em medicina humana, a sua utilizacdo em medicina veterinaria é
recente, ndo existindo ainda valores de referéncia para o seu uso. Hanel et al. (2014)

aconselham a criacdo de valores de referéncia para cada estudo.
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I11. Trabalho Experimental

O presente trabalho insere-se num projecto destinado a avaliar a influéncia da idade na
inflamacdo, hemostase e funcionamento das glandulas supra-renais e suas potenciais
consequéncias na resposta as infecgdes e particularmente na sépsis. Este projecto é
desenvolvido na VetAgroSup (antiga Ecole Nationale Vétérinaire), de Lyon sob coordenacéo

da Professora Doutora Jeanne-Marie Bonnet-Garin e da Doutora Isabelle Goy-Thollot.

1. Objectivos

O objectivo especifico deste estudo € avaliar a influéncia da idade na coagulagéo,
comparando os perfis de coagulacdo de duas amostras de cdes Beagles de idades diferentes, ja
que, como foi referido, a idade parece ter uma influéncia na coagulacdo sendo de esperar a
observacao de diferencas significativas (p< 0,05) entre os grupos de Beagles.

A utilizacdo de técnicas de tromboelastometria (ROTEM®), recentes em medicina
veterinaria, torna no entanto necessario a analise de perfis de caes saudaveis de varias idades,
a fim de obter valores de referéncia, sendo este um objectivo, ainda que acessorio, importante

na interpretagéo de resultados.

2. Material e Métodos
Este estudo teve a aprovacdo da comissdo de ética da VetAgroSup e foi realizado segundo as

boas praticas clinicas.

2.1.  Animais utilizados
Os animais incluidos no estudo provém de duas populagdes distintas:

e Caes pertencentes a estudantes ou funcionarios (grupo CR), utilizados para
estabelecer os valores de referéncia (n=37) com idades entre 1 e 11 anos, sendo a
média de 3,32 (+ 0,36) anos. O grupo é constituido por 15 machos (dos quais 9
inteiros) e 22 fémeas (das quais 15 inteiras), todos saudaveis e sem tratamento a
decorrer (Anexo 2 para as ragas e frequéncias);

o Caes de raca Beagle, existentes na instituicdo para fins experimentais.

Estes ultimos foram incluidos em dois grupos de estudo diferentes, consoante a sua idade:

e Grupo de Beagles Novos (BJ), com idades entre os 1 e 3 anos (média de 2,5 £+ 0,53),

constituida por 5 machos e 5 fémeas, num total de 10 animais, todos inteiros e sem

tratamento a decorrer;
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e Grupo de Beagles ldosos (Bl), com idades entre 11 e 13 anos (média de 11,7 + 0,82
anos), constituida por 9 machos e 1 fémea, num total de 10 animais, todos inteiros e

sem tratamento a decorrer.

Os critérios de exclusdo dos individuos da amostragem foram:
- Animais com sinais de doenga aguda ou crénica
- Animais com antecedentes médicos ou cirlrgicos recentes.
- Ao exame clinico:
e Auscultacdo cardiaca anormal: frequéncia superior a 130 batimentos por minuto,
sopro, alteracdes do ritmo;
e Dispneia. Auscultacdo respiratoria: ruidos respiratérios anormais;
e Temperatura rectal superior a 39°C;
e Coloracao anormal das mucosas;

e Tempo de replecéo capilar superior a 2 segundos

Todos o0s animais incluidos foram, posteriormente, submetidos a uma avaliacdo do
hemograma e dos pardmetros bioquimicos assim como a uma avaliagdo dos tempos de

coagulacdo (PT e aPTT) para despistar eventuais alteracdes subclinicas.

2.2. Colheita e processamento de amostras
A colheita de sangue foi efectuada num local calmo para limitar o stress. O tempo de espera
foi sempre o mais curto possivel. Para ambos os grupos de Beagles, as recolhas foram
efectuadas numa sala junto aos canis.
Com base nas diretrizes (PROVETS), o sangue foi colhido na veia jugular, com seringas de
5mL de marca Terumo® e agulhas de 23G (25 x 0,6 mm).
O sangue foi colocado nos diferentes tubos sempre pela seguinte ordem:
e Tubo seco preenchido com 1mL, para analises bioquimicas;
e Tubo contendo EDTA preenchido com 1mL de sangue e homogeneizado, para
hemograma;
e Tubo com citrato de sédio 3,2%, preenchido com 1,8mL de sangue e homogeneizado,
para avaliacdo dos pardmetros da coagulacéo.
Os tubos foram mantidos a temperatura ambiente até analise. Cada amostra foi submetida a
uma analise EXTEM, INTEM e FIBTEM.

38



2.3. Equipamento para analise do hemograma e tempos de coagulacao
Para obtenc&o do hemograma, foi utilizado o analisador automético XT-2000iV®, da Sysmex.
Os tempos de coagulacédo, PT e aPTT, foram obtidos com recurso ao CoagDX®, da IDEXX,

sendo utilizadas as placas (cartridge) para sangue citratado (Citrate aPTT e Citrate PT).

2.4.Equipamento e analise tromboelastomeétrica
Para andlise dos perfis de coagulacdo foi utilizado equipamento para tromboelastometria
ROTEM® (modelo delta, da Tem Innovations GmbH).
O equipamento dispbe de um display-guia para realizacdo da analise (Figura 15), que é semi-
automatica: os pins sao colocados no eixo, 0s copos séo instalados no suporte, 0s reagentes
séo colocados nos respectivos recipientes, tal como a amostra de sangue a analisar. Uma vez o

suporte fixado a maquina, o eixo mergulha no sangue e a analise inicia-se.

Impression | Superposition
d'écran standard

Superposition
patient

Préparation 4-TEM

! 1

o |

1 MONTEZ LA GOUPILLE 2 PLACEZ LES CUVETTES 3 FIXEZ LES CUVETTES

Prenez une cuvette ¢ une P la cuvette dans le support Fixez la cuvette dans le support de
goupille de la boite. Poussez la de cuvette correspondant tout de cuvette en la poussant verticalement vers|
goupille le plus haut possible sur suite aprés le montage de la goupille. 12 bas avec l'outil d*ajustement bleu.
l'axe. Ne touchez jamais la goupille Laissez les supports de cuvette dans La cuvette doit étre fermement fixée!
(méme pas avec des gants)! la zone a température contrdlée!

Figura 15: preparagdo da maquina para analise. Screenshot
(adaptado de: http://rotem®.de/).

Foram realizadas andlises tromboelastométricas em modo EXTEM, INTEM e FIBTEM para
cada amostra. A analise foi dada por terminada quando o valor de Li60 foi obtido, o que
representou perto de uma hora para cada analise.

Os reagentes utilizados foram:

EXTEM — Factor tissular;

INTEM - o acido elagico;

FIBTEM - factor tissular associado a citocalasina D.
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No final foi obtido um temograma para cada modo de analise e para cada amostra.
Posteriormente foram analisados estatisticamente os pardmetros tromboelastométricos CT,
A10, CFT, MCF, angulo a, Li 45 e Li 60, de cada um dos modos EXTEM, INTEM e
FIBTEM.

2.5. Andlise estatistica
Os parametros elastométricos e outras variaveis consideradas relevantes foram analisados
com auxilio do programa R. As compara¢des foram feitas com base na utilizagédo do teste t -
Student para amostras ndo emparelhadas apos verificacdo da normalidade (teste de Shapiro-
Wilk) e a homogeneidade das variancias (teste de Levene). O nivel de significancia foi fixado
a p <0,05. Quando as séries ndo seguiram uma distribuicdo normal ou que as variancias ndo

eram homogéneas, foi utilizado o teste de Mann-Whitney.
3. Resultados
3.1.Hemograma

. O cées do grupo CR apresentam todos os valores (hematocrito contagens plaquetaria e

eritrocitéria dentro dos intervalos de referéncia (Tabela 1).

TABELA 1: VALORES MEDIOS DO HEMOGRAMA

5.4-8* 0.35-0.55* 200-500**

7,13+0,41 0,48 +0,03 256,5+ 56
7,5+0,57 0,48+0,03 408,7+21,73
6,3+0,36 0,42+0,02 459,2+52,40

* Mc Connell, 2000
**Smith, 2010

No grupos dos Beagles alguns individuos apresentam valores fora dos limites de referéncia e
da comparacdo BJ — BI conclui-se que o grupo Bl apresenta valores de hematdcrito
ligeiramente inferior comparado com o BJ assim como uma contagem eritrocitaria, sendo
essas diferencas significativas para ambos os parametros (p<0,05).

No caso da contagem plaquetaria, embora certos animais do grupo Bl apresentassem
contagens plaquetarias acima do valor limite superior, a diferenca observada entre o grupo BJ

e o0 grupo Bl ndo é significativa (p>0,05).
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3.2. Tempo de protrombina e de trombina parcialmente activada
O PT e 0 aPTT foram determinados para todas as amostras. Os valores de referéncia, para
amostras em citrato, sdo para o PT 12-17 segundos e para 0 aPTT 71-102 segundos (valores
de referéncia fornecidos pelo fabricante do aparelho de medicdo para ambos 0s parametros).
As diferencas observadas entre os testes de PT para os dois grupos de Beagles sdo
significativas (p <0.05) mas néo o séo para o teste de aPTT (p > 0.05).

Os valores obtidos encontravam-se todos dentro dos valores de referéncia (tabela 2).

TABELA 2: VALORES DE PT E APTT PARA OS DIFERENTES GRUPOS DE CAES

Teste N°  Minimo Maximo Média (SD)
Cit-PT (seg) 37 12 17 14,65 (£1,3)

Grupo CR
Cit-aPTT (seg) 37 73 96 83,81 (16,2)
Cit-PT (seg) 10 12 15 14,4 (£1,3)

Grupo BJ
Cit-aPTT (seg) 10 76 90 83,9 (¢4,7)

Cit-PT (seg) 10 12 12 12 (+0)

Grupo BI

Cit-aPTT (seg) 10 82 94 87,9 (£3,8)

3.3. Temogramas
Todas as amostras analisadas originaram um temograma.
Os temogramas obtidos para os cdes do grupo de referéncia (exemplificados pelas Figuras 16,
17 e 18) e para os do grupo BJ (exemplificados pelas Figuras 19, 20 e 21) s&o similares.
Os tracados obtidos nas amostras dos animais do grupo Bl (exemplificados nas Figuras 22, 23
e 24), estdo particularmente modificados, apresentando-se mais largos, relativamente ao grupo
de referéncia e ao grupo BJ. A observagédo desses temogramas permite prever que os valores
dos parametros analisados irdo diferir entre os diversos grupos.

1 0 0 ') s0 min 10 2 0 “ 50 min 10 20 30 ') 50 min

Figura 16: temograma grupo CR —  Figura 17: temograma grupo CR -  Figura 18: temograma grupo CR -

Extem Intem Fibtem
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Figura 22: temograma grupo Bl —  Figura 23: temograma grupo BI - Figura 24: temograma grupo Bl -

Extem Intem Fibtem

3.4. Parametros elastométricos da amostra populacional de referéncia
Os valores de referéncia para os varios parametros e modos de andlise foram obtidos nos
animais incluidos no grupo CR. Os intervalos obtidos para os diferentes pardmetros deste
grupo sao apresentados na Tabela 3 (Anexo 3 com dados detalhados). Foram estabelecidos

com um intervalo de confianca de 90%.

TABELA 3: INTERVALOS DE REFERENCIA OBTIDOS PARA OS DIFERENTES PARAMETROS

CFT
(seg)
Extem 21,2-82,7 29-52,8 79,6-243,6 435654 488735  926-1046  79,7-109,6
Intem 73,7-220,1  31,1-546 3552146 44,4659 54,8804  99,2-1006  92-103,7
Fibtem 17,3-88,9 1,5-12,1 sV 1,9-14,2 sV 59,7-101  54,5-102,7

SV: sem valor

3.5. Parametros tromboelastométricos do Grupo Beagles jovens
Os resultados obtidos na analise dos pardmetros tromboelastométricos deste grupo encontram-
se coligidas nas tabelas situadas no Anexo 4 (Tabela 15,16 e 17).

As tabelas 4, 5 e 6 apresentam, para cada parametro, as médias e respectivos desvios padrao.
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TABELA 4: MEDIA E DESVIO PADRAO OBTIDOS PARA OS DIFERENTES PARAMETROS DO EXTEM PARA OS BJ

n 10 10 10 10 10 10 10
Média 47,9 55,3 94,7 65,3 71,3 96,6 92,1
Desvio padréo 8,397 4,762 15,464 4,523 3,199 7,820 10,115

TABELA 5: MEDIA E DESVIO PADRAO OBTIDOS PARA OS DIFERENTES PARAMETROS DO INTEM PARA OS BJ

CFT
(seq)
n 10 10 10 10 10 10 10
Média 169,5 52,7 73,9 65,2 75,2 99,9 96,8
Desvio padréo 27,945 6,183 18,711 3,327 3,425 0,316 1,317

TABELA 6: MEDIA E DESVIO PADRAO OBTIDOS PARA OS DIFERENTES PARAMETROS DO FIBTEM PARA OS BJ

CFT
(seg)
n 10 10 10 10 10
Média 39,5 10,6 SV 12,1 SV 78,7 78,7
Desvio padrdo 9,835 2,989 SV 3,178 SV 9,546 10,552

SV: sem valor

3.6. Parametros tromboelastométricos do Grupo B idosos
Os resultados obtidos na andlise dos parametros tromboelastométricos deste grupo encontram-
se coligidas nas tabelas situadas no Anexo 4 (Tabela 18, 19 e 20).

As tabelas 7, 8 e 9 apresentam, para cada parametro, as médias e respectivos desvios padrao.

TABELA 7: VALORES OBTIDOS PARA OS DIFERENTES PARAMETROS DO EXTEM PARA OS Bl

Média 34,3 67,7 64,3 74,8 78,1 99,9 98,3

Desvio padréo 2,312 4,27 11,963 3,084 2,47 0,316 0,675
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TABELA 8: VALORES OBTIDOS PARA OS DIFERENTES PARAMETROS DO INTEM PARA OS BI

n 10 10 10 10 10 10 10
Média 177,2 65,2 50,8 72,8 79,6 99,9 98,7
Desvio padréo 42,394 4,131 11,272 2,530 2,459 0,316 0,949

TABELA 9: VALORES OBTIDOS PARA OS DIFERENTES PARAMETROS DO FIBTEM PARA OS Bl

FIBTEM

n 10 10 8 10 10 10 10
Média 34,7 23,9 75,5 25,5 79,9 86,6 86,9
Desvio padréo 3,683 8,117 20,8 7,821 2,88 5,441 6,707

3.7. Comparacéo dos valores de referéncia aos valores obtidos para os 2 grupos

de Beagles
A comparacdo entre os diferentes grupos, para os parametros relativos a firmeza (MCF) e
tempo de formacdo do coadgulo (CFT) mostram, como os temogramas obtidos deixavam
prever, que o grupo BI apresenta valores fora dos intervalos estabelecidos neste estudo. No
entanto, ao contrario do esperado, o grupo BJ apresenta igualmente valores fora dos
intervalos. O énfase foi aqui dado aos valores representativos da firmeza (Figuras 25, 26 e 29)
e da velocidade de formacdo do codgulo (Figuras 27 e 28), determinantes do tipo de perfil

(hipo, normo ou hipercoagulavel).
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Figura 25: Comparacdo entre grupos para o Figura 26: Comparacgdo entre grupos para
valor MCF na analise Extem. o valor MCF na analise Intem.
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Figura 29: Comparacdo entre grupos para o valor MCF na andlise Fibtem.

3.8. Comparacdo dos parametros tromboelastométricos entre os grupos de

Beagles
Para todos os parametros, excepto para o tempo CT na analise Intem e Fibtem (Tabela 10),
existe uma diferenca significativa (p < 0,05) entre os dois grupos. O parametro que avalia o
tempo do inicio da medida até ao aparecimento de fibrina (CT) encontra-se significativamente
diminuido no caso dos Bl comparativamente aos BJ (34,3+2,3 segundos versus 47,9+8,9
segundos) na analise Extem. Os valores de CT para os Bl, encontram-se ao contrario,
aumentados na avaliacdo Intem comparativamente aos valores para os BJ (177,2+43,4 versus
169,5+27,9) possivelmente devido a dispersdo dos dados. Os valores de CFT encontram-se
significativamente (p<0,05) encurtados nos Bl comparativamente aos BJ quer no Extem
(64,3+11,9 segundos versus 94,7+15,5 segundos) quer no Intem (50,8+11,3 segundos versus
73,9+18,7 segundos). Os valores MCF, que avaliam a firmeza do coéagulo, encontram-se
significativamente (p < 0,05) aumentados para os Bl comparativamente aos BJ quer para a
analise Extem (74,8+3,1mm versus 65,3+4,5mm) quer para a Intem (72,8+2,5mm versus

65,2+3,3 mm) e para a analise Fibtem (25,5+7,8 mm versus 12,1+3,2 mm) .
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TABELA 10: VALORES DE P OBTIDOS PARA OS DIFERENTES PARAMETROS DA COMPARAGAO ENTRE BJ E BI

Angulo Li 45 Li 60

©) (%) (%)

Extem 0, 00029 9.09x10°® 0.00013 5.095x10° 5,73x10° 0,234 0,0098
Intem 0,638 7.42x10°° 0,0045 2.464x10° 0,0044 1 0,0018
Fibtem 0,11 0,00029 sV 0,00042 sV 0,039 0,055

SV: sem valor
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4. Discussao

4.1. Parametros elastométricos da amostra populacional de referéncia
De acordo com as normas propostas pelo ASVCP (2005) a amostra ideal de forma a
estabelecer valores de referéncia com um intervalo de confianca de 90%, é constituida por
120 individuos. O namero de cées incluidos neste estudo (37) esta abaixo do valor ideal, no
entanto, tal como em medicina humana, é aceite um nimero menor de forma a poder obter
uma referéncia para a interpretacdo dos dados (Bauer, Eralp, & Moritz, 2009).
Embora vérios estudos sobre 0 TEG® e 0 ROTEM® tenham sido publicados, poucos dizem
respeito a obtencdo de valores de referéncia em animais saudaveis. A maior parte deles
estabelecem os proprios valores de referéncia com recurso a uma amostra de cées saudaveis,
como aconselhado pelo PROVETS. Essa recomendacdo advém do facto de varios factores
influenciarem os resultados e ser necessario para cada grupo de trabalho estabelecer o seu
protocolo (Hanel et al., 2014). Assim, a primeira etapa deste estudo foi determinar valores de
referéncia para o uso do ROTEM®. Foram analisadas as amostras de 37 cées, representando
uma populacdo heterogénea em idades, sexos e racas (Anexo 2) e constituida por individuos
saudaveis, sem doenca de base aparente, baseado no exame médico objectivo e avaliacdo
laboratorial de hemograma e tempos de coagulagéo.
Neste estudo ndo foi tido em conta o0 sexo dos animais na criacdo dos valores de referéncia
nem na comparacdo entre Beagles. Embora Roeloffzen e colaboradores, (2010) tenham
demonstrado uma diferenca significativa entre homens e mulheres, Bauer e colaboradores,
(2009) num estudo no C&o com recurso ao TEG® n&o encontraram alteragGes significativas
entre machos e fémeas.
O grupo CR apresenta uma idade média de 3,32 (+ 0,36) anos podendo ser considerado
demasiado jovem quando tomado como referéncia para o grupo Bl. Em alternativa poderiam
ter sido criados grupos de referéncia distintos cuja média de idades se aproximasse mais da
idade média de cada um dos grupos em estudo. No entanto, considerada a dimensao inicial da
amostra, tal divisdo ndo ¢, neste caso, razoavel. Acresce ainda o facto de os conceitos “jovem”
e “idoso”, quando aplicados ao cdo, estarem fortemente associados a raca.
O estudo de Wiinberg e colaboradores, (2005) demonstrou a importancia da escolha de um
tempo definido entre a colheita e o processamento. A comparacéo dos dados obtidos 30 min e
120 min depois da colheita mostrou uma diferenca significativa com uma tendéncia para a
obtencdo de um perfil hipercoagulavel aos 120 min. No nosso estudo, um tempo de 30 min
entre a colheita e o inicio da analise, como aconselhado por Flatland e colaboradores (2014),

foi respeitado de forma a permitir a estabilizacdo do sangue. A influéncia da temperatura
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ambiente nos resultados é desprezivel quando a temperatura é superior a 20°C (McMichael et
al., 2014)

4.2. Comparacédo dos valores de referéncia aos valores obtidos para os 2 grupos

de Beagles
A comparagdo dos valores para o grupo CR obtidos neste estudo ao grupo Bl revela que, para
muitos dos parametros, estes individuos se encontram fora dos intervalos. Relativamente ao
CFT, o grupo BI estd aguém do limite inferior, na analise Extem mas ndo na analise Intem.
No entanto, ambos os intervalos apresentam uma grande amplitude e sabe-se que o valor de
CFT é o mais variavel (Hanel et al., 2014). O recurso a uma amostra de cdes saudaveis de
maior dimensdo poderia permitir reduzir a amplitude observada e obter assim um intervalo
mais preciso. Os valores indicativos da firmeza do codgulo (A10, MCF e angulo o)
encontram-se acima do intervalo quer na analise Extem, quer na Intem ou Fibtem, sendo o
aumento desses valores sinal de hipercoagulabilidade (Hanel et al., 2014). Em ambas as
andlises, Extem e Fibtem, o FT é responsavel pela activacdo da coagulacdo. No entanto, no
Fibtem as plaquetas encontram-se blogueadas levando a que a comparacdo entre as duas
analises dé uma indicacdo da contribuicdo das mesmas na formacédo do coagulo. Em medicina
humana, um valor muito elevado no MCF (superior a 25 mm), na analise Fibtem, significa
uma concentracdo em fibrinogénio elevada e pode estar associado a uma coagulagdo normal
no Extem ou Intem mesmo que haja trombocitopénia (Calatzis, Spannagl, & Vorweg, 2011).
Embora o valor de fibrinogénio ndo tenha sido medido, a obtencdo de valores para oS
parametros CFT e para o angulo a na analise Fibtem assim como a analise do valor MCF para
os BI, leva a que seja expectavel um aumento desse parametro nesse grupo. Num estudo com
recurso ao TEG®, Wiinberg e colaboradores, (2009) demonstraram que os cdes com perfis
hipercoagulaveis apresentavam um aumento significativo do fibrinogénio relativamente aos
cdes com tracados considerados normais. Wagg e colaboradores (2009) demonstraram
igualmente essa correlacdo positiva entre o valor de MA e a concentracdo em fibrinogénio
com obtencdo de um tracado hipercoagulavel em cdes admitidos na unidade de cuidados
intensivos.
Ao contrario do que seria esperado, 5 cdes do grupo BJ apresentam, para as analises Extem e
Intem, valores de A10 e MCF acima dos valores de referéncia. No Homem, foi recentemente
demonstrado que estes mesmos parametros estdo aumentados em recém-nascidos, podendo a
alteracédo ser, em parte, justificada pelo aumento do nimero total de plaquetas (Oswald et al,

2010). Os BJ cuja media de idades é inferior a do grupo CR, apresentam igualmente um
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aumento significativo do nimero total de plaquetas (408,7+21,73x10%/L versus 256,5 + 56
x10°%/L).

4.3. Comparacdo dos parametros tromboelastométricos entre os grupos de

Beagles
A comparacdo entre os dois grupos de Beagles revela um perfil hipercoaguldvel, com
aumento do MCF e diminuigdo do CT e CFT, no grupo dos BI, embora os valores de PT e
aPTT estejam dentro dos valores de referéncia. Estudos demonstraram que um valor muito
baixo de CFT associado a um aumento dos parametros de firmeza (A10 e MCF) é indicativo
de um estado hipercoaguldvel (Calatzis et al.,, 2011; PROVETS). O valor de CFT ¢é
influenciado pelo nimero de plaquetas, pela quantidade de fibrina e pela sua capacidade de
polimerizacdo. Embora certos Bl apresentem contagens plaquetarias acima dos valores
limites, a diferenca observada entre jovens e idosos ndo é significativa. Kol & Borjesson,
(2010) mostraram que embora exista uma correlacéo entre a concentragdo plaquetariae o K e
MA no TEG® (correspondente ao CFT e MCF respectivamente no ROTEM®), esta ndo €
valida quando se estd perante uma trombocitose. Esta conclusdo corrobora a teoria de que
embora a trombocitopénia possa levar a hemorragia, a trombocitose ndo esta associada a
perfis de hipercoagubilidade.
O estudo de Wiinberg e colaboradores, (2008) agrupou cdes com coagulagéo intravascular
disseminada com recurso ao Haemoscope TEG®, em perfil hipo, normo ou hipercoagulavel
baseado no valor de MA. Os cdes com perfil hipercoagulavel apresentavam diferencas
estatisticas significativas com aumento do numero de plaquetas, fibrinogénio e
plasminogénio, indicando que o valor de MA depende em parte desses factores.
Noutro estudo em cdes apresentando varias doencas e todos com suspeitas de alteracdes da
hemostase, Wiinberg e colaboradores, (2009) mostraram que 0s cdes com sinais de
hemorragias e um perfil hipocoagulavel apresentam uma contagem plaquetaria menor, um PT
aumentado e um aumento do D-dimero comparado com cdes com perfis normocoagulaveis.
Em medicina humana, uma correlacdo foi estabelecida, com recurso ao ROTEM, entre o
fibrinogénio, o angulo o e 0 MCF quer no Extem quer no Intem (Nielsen, Cohen & Cohen,
2005; Peyvandi, 2009). Essa correlacdo ja foi igualmente estabelecida em medicina
veterinaria (Smith et al, 2012).
Uma explicagdo para 0 aumento desses pardmetros encontra a sua explicagdo na idade dos
animais, pois os animais idosos apresentam valores de fibrinogénio mais elevados (Kol &
Borjesson, 2010). Em medicina humana, Ostrowski e colaboradores (2011), num estudo

realizado em pacientes da unidade de traumatologia, demonstraram que 0s patientes com 0s
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perfis hipercoagulaveis eram mais idosos e possuiam contagens plaquetarias, niveis de
fibrinogénio e FXIIlI aumentados relativamente a pacientes mais jovens. Nenhum desses
pacientes apresentava, no entanto, aumento do aPTT. Noutro estudo, com recurso ao TEG®,
Roeloffzen e colaboradores, (2010) compararam dois grupos, um com idade inferior a 50 anos
e outro com idade superior a 50 anos e observaram um aumento do MA nesse segundo grupo,
variavel associada a concentracdo em fibrinogénio e sua reticulacéo.

A correlacdo entre o aumento observado nos pardmetros da firmeza nas analises Extem e
Intem € explicada pelo facto dessas variaveis representarem as fases de amplificacdo e
propagacdo da coagulacdo, reaccBes que ocorrem na superficie das plaquetas,
independentemente do activador responsavel pelo inicio da formacdo de trombina. Esses
valores sdo por isso, igualmente, influenciados pela concentracdo plaquetéaria (Smith et al,
2012) .

A comparacao entre o Extem e Intem mostra que os parametros relativos ao tempo (CT e
CFT) estdo diminuidos para os Bl excepto para o CT no Intem. A concentracdo plasmatica em
factor VII estd fortemente correlacionada com o CT. Sendo no Extem a activacdo da
coagulacao a carga do FT a velocidade de criacdo da trombina depende da concentracdo em
complexos FT-FVII formados (Smith et al, 2012). Uma das possiveis explicacbes é o
aumento do factor VII observado nos idosos (Mari et al, 1995), como parte do inflamm-aging
(Salminen et al., 2008; Day, 2010). A concentracdo em factor IX esta fortemente
correlacionada com o CT da analise Intem. No entanto, os outros factores intervenientes na
via intrinseca (XII, VIII e XI) ndo parecem apresentar correlacdo com o CT (Smith et al,
2012).

Na auséncia de plaquetas, os eritrécitos sdo capazes de contribuir a formacéo de trombina pela
exposicao dos fosfolipidos pré-coagulantes. Varios estudos, em humanos demonstraram que a
diminuicdo do hematdcrito esta associado a um estado hipercoagulavel e o aumento a um
estado hipocoagulavel (Kol & Borjesson, 2010). Iselin e colaboradores, (2001) demonstraram
que uma reducdo isolada do hematécrito sem modificacdo da concentracdo plaquetaria e da
concentracdo em factores acelera a coagulacéo e leva a formacéo de um coagulo mais firme.
O efeito da concentragdo em eritrocitos foi igualmente demonstrado no rato e no céo
(Wiinberg & Kristensen, 2010). Neste estudo, para os grupos de Beagles, a contagem
eritrocitaria e o hematocrito estdo dentro dos valores de referéncia. Embora os Bl apresentem
um hematdcrito ligeiramente inferior comparado com o dos BJ assim como uma contagem
eritrocitaria inferior, o real impacto da diminui¢do do hematdcrito na coagulacdo ainda esta
por esclarecer. Certos autores consideram a observacdo de um perfil hipercoagulavel, no caso

da diminuicdo do hematocrito, como um artefacto. Uma possivel explicacdo € o facto da
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massa em eritrocitos ser um diluente para o plasma, que contém os factores de coagulacédo
(Smith, Mcmichael, Gilor, Galligan, & Hoh, 2012).

Embora ainda ndo se conhega para este estudo, os valores de cortisol basal e apds
estimulacdo, € de esperar que os valores basais estejam aumentados nos Bl (Goy-Thollot et al,
2007).

Vaérios estudos demonstraram que o excesso de glucocorticoides, quer nos pacientes idosos
quer nos pacientes que apresentem a sindrome de Cushing, modifica a coagulagdo assim
como os parametros fibrinoliticos (Gosselin & Feldman, 2001; Klose et al., 2011; van der Pas
et al, 2013). A hipotese de um estado hipercoagulavel nesses pacientes € apoiada pela
observacdo de niveis aumentados em factores VIII, IX e von Willebrand (Gosselin &
Feldman, 2001). O teste de aPTT revela um tempo inferior aos valores de referéncia e a
criagdo de trombina é fortemente melhorada. Nos pacientes apresentando a sindrome de
Cushing, os niveis dos factores VIII, IX e von Willebrand tendem a voltar ao normal quando

o tratamento resulta (Van Zaane et al., 2009).
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5. Conclusao

Este estudo permitiu obter os valores de referéncia para o cdo para utilizagdo do ROTEM®,
quer para sua aplicacdo directa quer para posterior utilizacdo no centro hospitalar (SIAMU).
No entanto, de forma a obter intervalos mais rigorosos, serd necessario analisar os perfis de
mais cées saudaveis.

A aplicacgdo dos valores de referéncia obtidos assim como a comparacdo entre os grupos de
Beagles, revelou um perfil hipercoagulavel nos cdes mais idosos. Embora varias explicacdes
sejam plausiveis, a origem do perfil hipercoagulavel ndo foi aqui explorado, uma vez que
seria necessaria a analise dos valores de citocinas, do CRP, do fibrinogénio e dos valores de
cortisol.

Embora diversos estudos tenham evidenciado o estado de hipercoagulacdo (anemia hemolitica
imuno-mediada, insuficiéncia cardiaca congestiva, neoplasia, hiperadrenocorticismo,
nefropatia e enteropatia com perda de proteina, coagulagdo intravascular disseminada e
sépsis) ou hipocoagulacdo (coagulagcdo intravascular disseminada, doenca hepaética,
trombocitopénia, intoxicacdo por substancias anti-vitamina K e administracdo de anti-
inflamatdrio ndo esterdides) com recurso a tromboelastometria, os estudos sobre a utilizacdo
do ROTEM® séo ainda escassos em medicina veterinaria.

Mais estudos sd0 necessarios para caracterizar os eventuais efeitos da concentracdo em
fibrinogénio e da concentracdo em plaquetas sobre os tracados e determinar assim a

sensibilidade, especificidade e valor preditivo para a sobrevivéncia do paciente.
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Anexo 1: Proteinas hemostaticas, cofactores e inibidores

TABELA 11: PROTEINAS HEMOSTATICAS, COFACTORES E INIBIDORES

Classificagio funcional Sigla Nome usual Nome anterior Caracteristica
TF Factor tissular Tromboplastina Cofactor
Via extrinseca FVII Factor VII Proconvertina Zim.ogénio
FVila Factor Vlla Enzima
FXII Factor XII Factor de Hageman Zimogénio
FXlla Factor Xlla Enzima
PK Precalicreina Factor de Fletcher Zimogeénio
Via de contacto K Calicreina Enzima
HK Cininogénio  de | Factor de  Williams- | Cofactor
alto peso | Fitzgerald-Flaujeac
molecular
FXI Factor XI Zimogénio
FXla Factor Xla Factor de Christmas Enzima
Via intrinseca FIX Factor IX Zimogénio
FIXa Factor IXa Factor anti-hemofilico Enzima
FVIII Factor VIII Pro-cofactor
FVilla Factor Vlla Cofactor
FX Factor X Factor de Stuart-Prower Zimogénio
FXa Factor Xa Enzima
FV Factor V Pro-cofactor
Via comum FVa Factor Va Cofactor
Pro Protrombina Factor 11 Zimogeénio
Fg Fibrinogénio Factor | Substrato
Fb Fibrina Produto final
FXII1 Factor XIII Zimogénio
FXIlla FXIlla Enzima
alPl al-inibidor al-antitripsina
protease
AT Antitrombina Antitrombina 111
TFPI Inibidor do factor
Inibidores da coagulacédo
tissular
PC Proteina C Zimogeénio
PS Proteina S Cofactor
™ Trombomodulina Cofactor
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Classificacdo funcional Sigla Nome usual Nome anterior Caracteristica
PLG Plasminogénio Zimogénio
PLM Plasmina Enzima
uPA Activador
Fibrintlise roquinase o
plasminogénio
tPA Activador tissular
do plasminogénio
a2-AP o2-antiplasmina Inibidor da plasmina
PAI-1 Inibidor do
activador do
Inibidores da fibrindlise plasminogénio -1 enzima
TAFI Inibidor da
fibrindlise
activado pela
trombina
Inibidores ndo especificos C1-INH Inibidor da C1 Inibidor
esterase

Adaptado de: Schalm’s Veterinary Hematology 6" edition
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Anexo 2: Ragas dos Cées para obtencao dos valores de referéncia

NUmero Percentagem
American Staffordshire terrier 1 2.7
Pastor Aleméo 1 2,7
Pastor Australiano 3 8,1
Pastor Australiano x labrador 2 5.4
Pastor Branco Suigo x husky 1 2.7
Céo Pastor dos Pirineus 1 2,7
Border collie 4 10,8
Border collie x Labrador 2 5.4
Bouledogue X Flat cloatted retriever 1 2,7
Bouvier Bernois 1 2,7
Bouvier d'apenzell 1 2,7
Cocker 2 54
X Labrador 2 54
X Fox terrier 1 2,7
Golden retriever 3 8,1
Grifo X Doberman 1 2,7
Husky 1 2,7
Labrador 2 54
Samoyede 1 2,7
Shi-tzu 1 2,7
Springer Spaniel 1 2,7
West higland terrier 1 2,7
SRD 1 2,7
X Braque 1 2,7
Yorkshire terrier 1 2,7
Total 37 100,0

SRD: sem raga determinada

X raga: cruzado com raca
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Anexo 3: Detalhe dos diferentes valores obtidos para os diferentes parametros

nos caes para obtencéo dos valores de referéncia

TABELA 12: VALORES OBTIDOS PARA OS DIFERENTES PARAMETROS DO EXTEM NOS CAES PARA OBTENGAO DOS
VALORES DE REFERENCIA

n 37 37 37 37 37 37 37
Média 51,95 40,95 161,65 54,46 61,19 98,62 94,65
Desvio padrao 15,68 6,08 41,84 5,56 6,29 3,049 7,61
Mediana 52 40 156 55 61 100 98
Valor min 32 31 90 43 51 88 72
Valor max 108 54 249 66 78 100 100
Variancia 246,05 36,94 1750,4 30,97 39,6 9,297 57,901

TABELA 13: VALORES OBTIDOS PARA OS DIFERENTES PARAMETROS DO INTEM NOS CAES PARA OBTENGAO DOS
VALORES DE REFERENCIA

Angulo
©)

Média 146,95 42,84 125,08 55,2 67,57 99,92 97,86
Desvio padrao 37,35 5,98 45,68 55 6,53 0,363 2,97
Mediana 145 43 117 55 68 100 99
Valor min 53 28 57 40 48 98 85
Valor max 302 58 288 67 79 100 100

Variancia 1395,33 35,81 2086,58 30,21 42,64 0,132 8,842
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TABELA 14: VALORES OBTIDOS PARA OS DIFERENTES PARAMETROS DO EXTEM NOS CAES PARA OBTENGAO DOS
VALORES DE REFERENCIA

FIBTEM

Média
Desvio padréo
Mediana
Valor min
Valor max

Variancia

53,14

18,29

51

32

112

334,453

6,81

2,72

13

7,38

64

8,03

3,131

17

9,805

80,35

10,557

79

58

100

11,456

78,62

12,287

7

47

100

150,964



Anexo 4: Detalhe dos diferentes valores obtidos para os diferentes parametros

nos dois grupos de Beagles

TABELA 15 - VALORES OBTIDOS PARA OS DIFERENTES PARAMETROS DO EXTEM PARA OS BJ

n 10 10 10 10 10 10 10
Média 47,9 55,3 94,7 65,3 71,3 96,6 92,1
Desvio padréo 8,397 4,762 15,464 4,523 3,199 7,820 10,115
Mediana 46,5 57 92,5 66 71,5 100 97
Valor min 36 48 77 57 66 75 66
Valor max 63 62 119 71 75 100 99
Variancia 79,878 22,678 239,122 20,456 10,233 61,156 103,322
Normalidade Sim Sim Sim Sim Sim Nao Nao
p-value 0,420 0,389 0,310 0,409 0,263 <0,00001 0,00064

TABELA 16 - VALORES OBTIDOS PARA OS DIFERENTES PARAMETROS DO INTEM PARA OS BJ
I

CFT
(seg)
n 10 10 10 10 10 10 10
Média 169,5 52,7 73,9 65,2 75,2 99,9 96,8
Desvio padréao 27,945 6,183 18,711 3,327 3,425 0,316 1,317
Mediana 1755 53,5 72,5 65 75,5 100 97
Valor min 115 43 47 60 70 99 95
Valor max 198 63 103 70 80 100 99
Variancia 780,944 38,233 350,1 11,067 11,733 0,1 1,733
Normalidade Sim Sim Sim Sim Sim Nao Sim
p-value 0,222 0,944 0,571 0,777 0,501 <0, 00001 0,575
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TABELA 17 - VALORES OBTIDOS PARA OS DIFERENTES PARAMETROS DO FIBTEM PARA OS BJ
FIBTEM

Média 39,5 10,6 12,1 78,7 78,7
Desvio padréo 9,835 2,989 3,178 9,546 10,552
Mediana 37 10 12 77 77
Valor min 31 8 8 68 64
Valor max 66 18 19 94 95

Variancia 96,722 8,933 10,1 91,122 111,344
Normalidade Nao N&o Sim Sim Sim
p-value 0,00047 0,008 0,423 0,148 0,469

TABELA 18 - VALORES OBTIDOS PARA OS DIFERENTES PARAMETROS DO EXTEM PARA OS Bl

I —
CT A10

(seg) (mm)

Média 34,3 67,7 64,3 74,8 78,1 99,9 98,3

Desvio padréo 2,312 4,27 11,963 3,084 2,47 0,316 0,675
Mediana 35 67,5 62,5 74,5 78,5 100 98
Valor min 32 60 48 69 73 99 97
Valor max 39 74 89 79 81 100 99
Varianca 5,34 18,23 143,122 9,511 6,1 0,1 0,456
Normalidade N&o Sim Sim Sim Sim Nao Nao
p-value 0,04 0,97 0,77 0,79 0,12 <0,00001 0,015
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TABELA 19 - VALORES OBTIDOS PARA OS DIFERENTES PARAMETROS DO INTEM PARA OS BI

n 10 10 10 10 10 10 10
Média 177,2 65,2 50,8 72,8 79,6 99,9 98,7
Desvio padréo 42,394 4,131 11,272 2,530 2,459 0,316 0,949
Mediana 166 64,5 51 72,5 80 100 99
Valor min 120 60 34 69 76 99 97
Valor max 244 71 66 77 83 100 100
Varianca 1797,289 17,067 127,067 6,4 6,044 0,1 0,9
Normalidade Sim Sim Sim Sim Sim N&o Sim
p-value 0,27 0,19 0,49 0,61 0,42 <0,00001 0,29

TABELA 20 - VALORES OBTIDOS PARA OS DIFERENTES PARAMETROS DO FIBTEM PARA OS BI

FIBTEM Li 60 (%)

n 10 10 8 10 10 10 10
Media 34,7 23,9 75,5 25,5 79,9 86,6 86,9
Desvio padréo 3,683 8,117 20,8 7,821 2,88 5,441 6,707
Mediana 335 22,5 73,5 25 81 86 86,5
Valor min 31 13 51 14 75 76 75
Valor max 43 41 110 42 83 94 96
Varianga 13,567 65,878 432,286 61,167 8,32 29,6 44,989
Normalidade N&o Sim Sim Sim N&o Sim Sim
p-value 0,04 0,54 0,7 0,8 0,015 0,5 0,69
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Anexo 5: RELATORIO DE ESTAGIO

O estagio curricular, cujos objectivos foram adquirir e aprofundar conhecimentos na area da
clinica de animais de companhia, foi realizado em Lyon, no Centre Hospitalier
d'Enseignement Vétérinaire (CHEV) e no laboratorio de analises bioquimicas da antiga Ecole
Nationale Vétérinaire de Lyon, actual VetAgro Sup e decorreu entre os dias 1 de Outubro de
2012 e 22 de Fevereiro de 2013.

O CHEYV é o hospital da escola e encontra-se aberto ao publico nos dias Uteis das 8h as 17h.
As consultas funcionam por marcacdo. O servico de urgéncias, SIAMU (Soins Intensifs,
Anesthésiologie et Médecine d’Urgence), esta aberto 24h por dia nos 7 dias da semana. O
estagio foi realizado nos servicos de reproducdo, medicina interna, medicina especializada,
cirurgia, servico de urgéncia e laboratério um sistema de rotacdo semanal. O horario semanal
dependia do servico e era muito variavel. No total, foram despendidas 596h.

No servico de reproducdo, quando em bloco cirdrgico, foi possivel a realizagdo de
orquiectomias a gatos e ovariectomias a gatas. As cirurgias sdo efectuadas pelos alunos com
supervisdo dos internos. As consultas eram pré-cirurgica onde era feita avaliacdo do animal
pelo cirurgido e esclarecidas todas as questdes relacionadas com as vantagens e
inconvenientes do procedimento em questdo com o proprietario; e pos-cirdrgicas,
essencialmente pensos. A aluna ainda teve oportunidade de assistir a ecografias de controlo de
gestacdo no servico CERREC (Centre d'Etude et de Recherche en Reproduction et Elevage
des Carnivores), procurado sobretudo por criadores.

No servigo de medicina interna, a aluna teve oportunidade de assistir a consultas de primeira
opinido e a consultas de especialidade, entre as quais, cardiologia, gastroenterologia,
dermatologia, neurologia, oftalmologia, comportamento animal e oncologia. No servico de
cirurgia foi possivel assistir as consultas e acompanhar as cirurgias no bloco operatorio.

O SIAMU ¢ uma unidade de cuidados intensivos que recebe animais a qualquer hora do dia.
L4, a aluna teve oportunidade de participar nas consultas e apresentar o caso ao médico
responsavel. O servigo possui um internamento para animais em estado critico no qual a aluna
ficou responsavel por monitorizar e cuidar de um determinado nimero de animais. No final
do turno, a aluna ficou encarregada de realizar o relatorio relativo ao dia ou noite em que
esteve de servico (relatar o comportamento, os valores de monitorizagdo, o tratamento
administrado, etc).

O trabalho em laboratério estava directamente relacionado com o projecto de investigagdo a
decorrer na VetAgro Sup, subordinado ao tema “Effet de [’dge sur [’hémostase et la

régulation inflammatoire: conséquences potentielles sur la réponse au sepsis” no qual a aluna

68



foi integrada. Era competéncia da aluna recolher a anamnese dos animais presentes no estudo
e auxiliar na colheita de amostras (sangue). O processamento e andlise das ultimas eram feitos
em laboratdrio onde a aluna teve oportunidade de utilizar diversos aparelhos (IDEXX Coag
Dx™, |IDEXX VetLab® Station, Sysmex XT-2000iV®, ROTEM®).
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