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GONCALVES, DANIELE SILVANO. Avaliagdo das alteracbes hemorragicas e
tromboembdlicas em cdes com doenca renal crénica. Botucatu, 2016. 48p. Dissertacéo
(Mestrado). Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu.

RESUMO

A doenca renal cronica (DRC) acomete principalmente cades idosos e tem como caracteristica
principal a perda irreversivel da fung&o renal. A DRC em caes promove alterag6es metabdlicas
graves, caracterizadas frequentemente pela azotemia, hipoalbuminemia e anemia néo
regenerativa. Tanto a azotemia quanto a uremia predispdem a alteracbes hemostéticas que
podem levar a quadros hemorragicos. Além das disfun¢gdes plaquetarias, deficiéncia de
anticoagulantes naturais e reducdo da fibrindlise sdo fatores que predispdem ao
tromboembolismo. Este trabalho tem como objetivo avaliar as possiveis tendéncias
hemorragicas ou trombéticas em cdes com DRC. Foram selecionados 20 cdes saudaveis
(grupo controle) com exames dentro da normalidade e 17 cdes com DRC em estagios Il ou
IV classificados segundo a IRIS e a relagéo proteina/creatirina urindria maior que um (grupo
DRC). As amostras de sangue para a realizacdo da tromboelastometria (TEM), agregacgao
plaguetaria, tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) e
concentracao de fibrinogénio foram colhidas em momento Unico para ambos 0s grupos ap0s
os critérios de inclusdo serem confirmados. A analise estatistica foi realizada de acordo com
a distribuicdo das variaveis, ao nivel de 5% de significaAncia. No presente estudo foi possivel
observar um estado de hipercoagulabilidade sanguinea nos cdes com DRC. Na TEM com o
ativador de via extrinseca, observou-se encurtamento no tempo de coagulacdo e do tempo
de formacgédo do coagulo, aumento do angulo alfa, da firmeza méaxima do coagulo e reducdo
da lise maxima nos cdes com DRC em relacao aos animais controle. O tempo de protrombina
também apresentou resultados menores no grupo DRC. Adicionalmente, a dosagem de
fibrinogénio foi maior neste grupo. A agregacao plaquetéria ndo apresentou diferencas entre
0s grupos A interpretagcdo conjunta dos resultados obtidos nos leva a concluir que os cées
com DRC possuem uma predisposicdo a trombose, porém as plaquetas parecem né&o
desempenhar um importante papel neste processo.

Palavras-chave: DRC, hemostasia, tromboelastometria, hipercoagulabilidade
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GONCALVES, DANIELE SILVANO. Evaluation of bleeding and thromboembolic
disorders in dogs with chronic kidney disease. Botucatu, 2016. 48p. Dissertacdo
(Mestrado). Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu.

ABSTRACT

Chronic kidney disease (CKD) affects mostly older dogs and its main characteristic is the
irreversible loss of kidney function. CKD in dogs promotes serious metabolic alterations, often
characterized by azotemia, hypoalbuminemia and non-regenerative anemia. Azotemia and
uremia predispose the hemostatic abnormalities that can lead to hemorrhagic cases. In
addition to platelet dysfunction, deficiency of natural anticoagulants and reduced fibrinolysis
are factors that predispose to thromboembolism. This work aims to evaluate the possible
bleeding or thrombotic tendencies in dogs with CKD. 20 healthy dogs were selected (control
group) with tests within normal limits and 17 dogs with CKD in stages Il or IV classified
according to IRIS and urine protein to creatinine ratio greater than one (CKD group). Blood
samples for the realization of thromboelastometry (TEM), platelet aggregation, prothrombin
time (PT), activated partial thromboplastin time (APTT) and fibrinogen concentration were
collected at one time for both groups after the inclusion criteria had been confirmed. Statistical
analysis performed according to the distribution of the variable at the 5% level of significance.
In the present study, we observed a state of hypercoagulable blood in dogs with CKD. In TEM
with the extrinsic pathway activator, there was shortening of the clotting time and clot formation
time, increasing the alpha angle and the maximum clot firmness, and reducing the maximum
lysis in dogs with CKD compared to control animals. Prothrombin time also had lower results
in the CKD group. In addition, the fibrinogen level was higher in this group. Platelet aggregation
did not differ between groups. The joint interpretation of the results leads us to conclude that
dogs with CKD have a thrombosis toward predisposition, but the platelets do not seem to play
an important role in this process.

Keywords: CKD, hemostasis, thromboelastometry, hypercoagulable
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1. INTRODUCAO

A doenca renal cronica (DRC) € definida pela presenca de anormalidade estruturais e
funcionais de um ou ambos os rins, que se estende por um longo periodo e de forma
irreversivel. O reconhecimento da doenca requer a avaliagdo de varios parametros, como
testes de funcdo renal, eletrélitos, urindlise e exames de imagem (POLZIN, 2011). O
envolvimento dos rins com a homeostase do organismo como um todo exerce papel
importante quando suas fungBes estdo comprometidas, causando um desequilibrio
metabolico extenso (BARTGES, 2012). Com a evolugcdo da DRC podem ocorrer alteracfes
digestivas, cardiovasculares, esqueléticas, neuroldgicas ou hematopoiéticas (POLZIN, 2004).

Distlrbios de hemostasia sdo complicagdes comuns na doencga renal crdnica que
podem predispor tanto a trombose quanto & hemorragia. O processo complexo de coagulacéo
pode refletir de maneiras diferentes nas manifestacdes clinicas (EBERST e BERKOWITZ,
1994). Em humanos a DRC e suas complicacdes hemostaticas tem sido bastante estudada
(WATTANAKIT e CUSHMAN, 2009; PAVORD e MYERS, 2011). Porém, muitas informacodes
ainda sao conflitantes quanto a ocorréncia de hiper ou hipocoagulabilidade sanguinea, e os
trabalhos em cdes com DRC ainda s&o escassos (PRIHIRUNKIT et al., 2010; DONAHUE et
al., 2011; FALCO et al., 2013), de forma que sua relevancia clinica ainda nao esta bem
esclarecida.

O risco de trombose em pacientes com DRC tem como referéncia a triade de Virchow
com os pilares que envolvem seu processo: a estase sanguinea, hipercoagulabilidade
sanguinea e lesdo endotelial (WATTANAKIT e CUSHMAN, 2009). O risco hemorragico é
multifatorial, mas a persisténcia do quadro urémico e suas consequéncias hemostaticas tem
sido investigadas (SOHAL et al., 2006).

A tromboelastometria se apresenta como uma ferramenta promissora para a avaliacdo
das possiveis complicagbes hemostaticas causadas pela DRC, destacando-se pela sua
capacidade de avaliacdo dos estados de hipo ou hipercoagulabilidade, e também no
monitoramento de terapias anticoagulantes (HANEL et al., 2014). A aplicacdo desta técnica
em associacdo aos demais testes de avaliacdo hemostatica se tornou uma importante
contribuicdo ao estudo de caracterizacdo da doenca renal crdnica sobre a hemostasia de
caes.

As alteracdes hemostéticas, tanto hemorragicas quanto trombdticas, tém sido bem
documentadas em seres humanos nefropatas (LAU et al., 1980; ADAMS et al.,, 2008;
MANNUCCIO et al., 2012), porém ainda ha poucos trabalhos avaliando sua importancia em
caes com doenca renal (PRIHIRUNKIT et al., 2010; DONAHUE et al., 2013; FALCO et al.,
2013).

Os estudos realizados em cdes com azotemia e/ou proteinaria empregando a

tromboelastometria ou tromboelastografia verificaram evidéncias de que a atividade
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plaquetéria possui um papel importante, juntamente com os anticoagulantes naturais, além
da azotemia e do grau de proteindria (DONAHUE et al., 2011; PRIHIRUNKIT et al., 2011;
LENNON et al., 2013).

A avaliacao conjunta da funcéo plaquetaria com a tromboelastometria e a correlacédo de
seus resultados com os testes convencionais de hemostasia forneceréo informacdes para o
estabelecimento do perfil hemostatico de cdes com DRC. Desta forma, poderemos avaliar as
tendéncias hemorragicas e/ou tromboéticas desses animais nas trés fases do processo de

hemostasia.

2. REVISAO DE LITERATURA

A doenca renal crénica (DRC) acomete principalmente cées idosos, mas pode ocorrer
em todas as idades e consiste na perda funcional e estrutural dos rins de forma progressiva e
irreversivel (BARTGES, 2012).

Segundo a International Renal Interest Society (IRIS), a DRC é classificada em quatro
estagios com base na funcéo renal, e é subclassificada de acordo com a presenca de
proteinuria e hipertensdo. A classificacdo da DRC é feita por meio da dosagem seriada da
creatinina sérica em animais em jejum e bem hidratados. Para subclassificacdo da DRC em
ndo proteindrico, com proteindria marginal ou proteindrico, a magnitude da proteinuria é
mensurada pela razao proteina/creatinina urinaria (RPC), a partir de uma urina com sedimento
pobre e estéril. A pressdo arterial também é mensurada de forma seriada por algumas
semanas para subclassificacdo da DRC (IRIS, 2013).

O processo de hemostasia ocorre em uma série de eventos dinamicos e interligados.
As interacdes ocorrem entre 0s vasos sanguineos, plaquetas, vias da coagulagéo e o sistema
fibrinolitico que culminam com a formacao e a resolucdo do tampao plaquetério apés uma
lesd@o vascular. Essa lesdo expde o fator tecidual que ativa o fator VIl que em cascata ativa 0s
fatores X e IX resultando na converséao da protrombina em trombina e formacao de um tampéo
hemostético ainda susceptivel a fibrindlise. Concomitantemente, as plaquetas séo ativadas,
bem como os fatores V, VIl e XlI, amplificando a geracdo de trombina e consequentemente a
conversao do fibrinogénio em fibrina. Anticoagulantes endégenos (antitrombina, proteina C e
proteina S e o inibidor do fator tecidual) agem simultaneamente para interromper a cascata
de coagula¢do modulando a formacéao do coagulo. O processo de hemostasia segue com a
remocdo do codgulo formado pela acdo da plasmina que é capaz de clivar a fibrina
(STOCKHAM e SCOTT, 2011).

A persisténcia do quadro azotémico e/ou urémico juntamente com outras alteragdes

como diminuicéo dos fatores de coagulacao, trombocitopenia, anormalidades envolvendo a
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antitrombina, proteina S e fibrindlise predispdem a uma série de altera¢cdes hemostaticas que
podem causar hemorragias e/ou tromboembolismo (EBERST e BERKOWITZ, 1994),
demonstrando um mecanismo multifatorial para as alteracdes hemostéaticas de pacientes
nefropatas.

O diagnostico dos distlrbios hemostaticos, tanto hemorragicos quanto trombaéticos tem
evoluido no decorrer dos tempos. A tromboelastometria (TEM) é uma técnica para diagnéstico
in vitro sendo capaz de detectar tanto o estado de hipocoagulabilidade sanguinea com risco
hemorragico, quanto a hipercoagulabilidade com risco trombotico pois avalia de forma global
a funcdo hemostéatica do sangue, integrando os componentes celulares e as proteinas da
cascata de coagulacdo, além de auxiliar no diagndstico de distirbios hemostaticos, como
coagulacéao intravascular disseminada e detectar estados de hipo e/ou hipercoagulabilidade
antes mesmo das manifestagbes clinicas. Consiste na mensuragdo e registro de todo
processo de coagulacdo, desde o inicio da interacdo plaqueta-fibrina, da agregacao
plaguetaria e do desenvolvimento do coagulo, até sua eventual lise (KOL e BORJESSON,
2010).

E um teste cinético que avalia as caracteristicas viscoelasticas do sangue total que tem
a grande vantagem de abordar o sistema de coagulagdo como um todo. O sangue total
contém células que em suas superficies carregam fosfolipidios necessarios para reacdes
enzimaticas. A participacdo das plaquetas com a liberacdo do conteddo de seus granulos
proporcionando & amplificacdo e propagacdo da coagulagdo, como também sua interacao
com os fatores plasmaticos bem como com as hemacias durante a coagulagdo permite a
avaliacdo da sua fungéo de forma indireta (SMITH, 2010), permitindo esclarecer qual o seu
papel na fisiopatologia de condi¢c8es de hipo ou hipercoagulabilidade sanguinea.

Os parametros analisados pelo teste sdo: tempo de coagulacdo (CT), tempo de
formacdo do codgulo (CFT), angulo a (alfa), firmeza méaxima do coagulo (MCF) e a
porcentagem de fibrinélise méxima (ML). O tempo de coagulacdo € o tempo para o inicio da
formacdo da fibrina sendo um indicador da atividade dos fatores de coagulagdo plasmaticos.
O tempo de formacdo do codgulo corresponde ao inicio da ativacdo das plaquetas e
fibrinogénio, formando no grafico uma angulacédo a que corresponde a cinética da formacao
do coagulo. A firmeza maxima do coagulo depende das plaquetas e da ativacdo do
fibrinogénio e fator XIII (MCMICHAEL e SMITH, 2011). A técnica foi validada para monitoracéo
hemostéatica em caninos (SMITH et al., 2010), equinos (KOL e BORJESSON, 2010) e felinos
(MARSCHNER et al., 2010).

A avaliacdo da fungéo plaquetéaria pode ser realizada de forma isolada pelo teste in vitro
de agregacao plaquetéaria, que avalia a capacidade das plaquetas de se agregarem. Nesse

teste, um agonista (ADP, colageno, acido araquid6nico) é adicionado a uma suspenséao de
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plaguetas ou sangue total, estimulando-as e promovendo sua agregacdo medida por
impedancia elétrica (HARRISON, 2005; COLLET e MONTALESCOT, 2009).

Alterac6es funcionais plaquetarias podem causar o prolongamento do tempo de
sangramento observado em pacientes humanos com uremia, uma vez que os defeitos na
agregacdo contribuem para o retardo na formacdo do tampao hemostatico e na adeséo
plaguetaria (MANNUCCIO e TRIPODI, 2012). Em geral, o envolvimento plaquetario no
distarbio hemorragico em pacientes urémicos € multifatorial, comprometendo as fung¢des de
agregacdo, adesdo e secrecdo. Pesquisas anteriores ja haviam identificado possiveis
mecanismos envolvidos nesta hipofuncdo, como a deficiéncia nas proteinas do citoesqueleto
(actina), prejudicando as funcBes de mobilidade e de secre¢do e diminuindo a contratilidade
e a adesao plaquetaria. (EBERST e BERKOWITZ, 1994, MALYSKO et al., 2005, KAW e
MALHORRA, 2006)

Mischke e Schulze (2004) verificaram a diminui¢cdo da agregacédo plaquetaria frente a
diferentes agonistas e Sohal et al. (2006) constataram uma reducédo na capacidade de ligacéo
dos receptores de membrana plaquetaria ao fator de von Willebrand e ao fibrinogénio em
condi¢Bes urémicas. O aumento do fibrinogénio diminui a agregacao plaquetaria devido a
reducdo na disponibilidade dos receptores para acdo do ADP (MEADE et al., 1985). A via da
cicloxigenase também € inibida em pacientes urémicos, pois Zeck e colaboradores (2013)
verificaram menor liberacdo de ATP pelas plaquetas quando utilizado &cido araquiddnico ao
teste de agregacéo plaquetaria em pacientes urémicos, mas ndo quando utilizado o colageno.

Forsythe e colaboradores (1989) avaliaram 22 caes urémicos 0S quais nao
apresentaram alteracdes na agregacao plaquetaria quando comparados aos caes controle.
Em humanos urémicos que comumente apresentam quadros hemorragicos, Ballard e Marcus
(1972) também néo encontraram alteracdes na agregacdo plaquetaria. Zwaginga e
colaboradores (1991) verificaram contrariedade nos resultados de agregacéo plaquetaria
frente a testes que mimetizavam fluxo sanguineo ou ndo. Na presenca de fluxo, as plaquetas
eram incapazes de agregar-se, 0 que nao ocorreu no teste de agregacao plaquetaria sem
fluxo. Marques e colaboradores (2010) demonstraram alteracdes em proteinas responsaveis
pela interacdo entre plaquetas, no citoesqueleto e devido aos produtos do estresse oxidativo
comprometendo sua funcionalidade por meio da andlise protedmica de plaguetas em
condi¢cbes urémicas.

Os nefropatas podem apresentar trombocitopenia, porém raramente atingem niveis que
representem risco hemorragico, mas é um fator que pode contribuir para a tendéncia
hemorragica. Uma das hip6teses para a trombocitopenia inclui atividade trombopoiética
reduzida (GAFTER et al., 1987). A destruicdo plaquetaria também € outro fator observado em
diversas doencas ou sindromes associadas a doencas renais. Estes processos podem ser

localizados, regionais ou difusos. Normalmente a destruicdo plaquetéria esta relacionada a
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doencas imunomediadas que geram um pior prognoéstico ao quadro renal (LINDSAY e
CLARK, 1982).

A anemia do tipo ndo regenerativa € comumente encontrada em animais com DRC.
Esta anemia apresenta uma etiologia multifatorial, porém é primariamente associada a
deficiéncia de eritropoietina causada pela perda da funcdo das células justaglomerulares,
além das hemécias apresentarem meia-vida mais curta (MACDOUGALL, 2007). A anemia
também parece contribuir para a fisiopatologia do distdrbio hemorragico, pois com a
diminuicdo do volume globular dentro dos vasos, as plaquetas estardo dispersas dificultando
a sua adesdo ao endotélio (BALLARD e MARCUS, 1972; EBERST e BERKOWITZ, 1994;
SOHAL et al., 2006), uma vez que o fluxo alto dentro do vaso estimula a ativacao plaquetaria
(WHITE, 2012).

As condicdes associadas a hipocoagulabilidade e/ou hipercoagulabilidade em animais
anémicos ainda esta em discussdo (KOL e BORJESSON, 2010). A anemia pode produzir
artefatos de tendéncias a hipercoagulabilidade na tromboelastometria (TEM), devido as
hemacias terem o papel de “diluir” os fatores de coagulagao no plasma e refletir na dindmica
das plaquetas dentro dos vasos. A hipercoagulabilidade n&o foi verificada em métodos
hemostaticos tradicionais (TP, TTPA) concomitantes a realizacdo da TEM (SMITH et al., 2012;
MCMICHAEL et al., 2014). Brooks e colaboradores (2014) verificaram que as variaveis da
tromboelastometria sdo influenciadas pela viscosidade sanguinea e nédo pelo hematdcrito in
vitro.

A trombose também pode estar relacionada com a doenga renal crbnica e € um
processo multifatorial, envolvendo hiperagregabilidade das plaquetas, aumento na
concentracdo dos fatores de coagulacdo, hiperfibrinogenemia e reducdo da atividade
fibrinolitica (MALYSZKO et al, 2005).

A funcéo plaquetaria ja foi apresentada nos paragrafos anteriores como fator de risco
hemorréagico, porém a hiperagregabilidade das plaquetas também pode ocorrer nos animais
com DRC. A hipoalbuminemia pode contribuir neste ponto, pois aumenta a disponibilidade de
acido araquidénico, normalmente ligado a albumina, o que leva a maior producdo de
tromboxano A; nas plagquetas, estimulando a agregacao plaquetéaria (SINGHAL e BRIMBLE,
2006) e aumentando o risco trombético nos animais com DRC. Essa condi¢cdo ocorre pois o
TA2 € um agonista da agregacéo plaquetaria, assim como a trombina produzida na superficie
de plaquetas ativadas, o que amplifica a resposta de ativacdo plaquetaria (COLLET e
MONTALESCOT, 2009). Embora a TEM nao seja a ferramenta mais adequada para avaliar a
funcdo plaquetaria, Falco e colaboradores (2013) verificaram que as plaquetas podem
apresentar um potencial de contribuicdo para a hipercoagulabilidade nos cées nefropatas.

Biomarcadores inflamatérios (proteina C reativa, interleucina-6) e pré-coagulantes (fator

VII, VIII, dimeros-D, complexo plasmina-antiplasmina) foram encontrados em niveis elevados
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em pacientes humanos com insuficiéncia renal (SHILIPAK et al 2003). O mecanismo pode ser
0 aumento na producdo, a reducao na excrecdo ou ambos (GORDGE et al., 1988). Keller et
al. (2008) também observaram uma forte correlacdo entre a func@o renal diminuida e a
elevacao de biomarcadores inflamatdrios e pré-coagulantes, como o fibrinogénio. Solomom e
colaboradores (2011) encontraram alta correlagdo entre a concentracdo de fibrinogénio e a
firmeza do coagulo na tromboelastometria de pacientes humanos antes de serem submetidos
a cirurgias cardiacas. Caes com coagulacao intravascular disseminada também apresentaram
associagdo com o aumento do fibrinogénio e a hipercoagulabilidade sanguinea (WIINBERG
et al., 2008). Lang e colaboradores (2009) verificaram que a variavel que avalia a firmeza do
coagulo (MCF), quando aplicados o extem® e fibtem®, aumenta de maneira dependente a
concentracao do fibrinogénio e independente da contagem de plaquetas.

A hiperfibrinogenemia também contribui para hiperagregacédo plaquetaria, assim como
a hipercolesterolemia que ocorre na DRC (SINGHAL e BRIMBLE, 2006), apesar de
anteriormente citarmos a participacao do fibrinogénio na reducéo da agregacao plaquetéria e
seu papel na trombogénese (MEADE et al., 1985). Essas informac¢des demonstram que o
equilibrio entre os mecanismos hemostéaticos em pacientes com DRC é bastante controverso.

Os anticoagulantes naturais como a AT também podem ser fatores participantes na
predisposicdo ao tromboembolismo, pois esta encontra-se diminuida em humanos com
sindrome nefrética e com hipercoagulabilidade (LAU et al., 1980; VAZIRI et al., 1984) e em
cdes com DRC (PRIHIRUNKIT et al., 2010). Essa diminui¢c&o é devida provavelmente & perda
urinaria desta proteina. O risco trombético ocorre quando o nivel de AT atinge menos de 60%
do normal (HACKNER e SCHAER, 2010; KUZI et al., 2010). O contrario foi observado com
relacdo a proteina C e a proteina S, as quais se encontraram aumentadas (PRIHIRUNKIT et
al., 2010; DONAHUE et al., 2011), o que sugere uma forma de protecdo a condicdo de
hipercoagulabilidade.

Ao final do processo de coagulagdo sanguinea a fibrindlise tem o papel de desfazer o
coagulo formado apds exercer a funcdo de cessar o sangramento. Porém, falhas neste
processo também contribuem para o desenvolvimento de tromboembolismo (LISMAN et al.,
2005). Os niveis de plasminogénio em pacientes nefroticos também € baixo devido a perda
urinaria desta substancia (LAU et al., 1980). O plasminogénio é convertido em plasmina, uma
protease capaz de clivar a fibrina polimerizada produzindo fragmentos denominados
genericamente de produtos da degradacdo da fibrina e do fibrinogénio (PDFs), além dos
dimeros-D, oriundos exclusivamente da degradacdo da fibrina estavel (SMITH, 2010). A
diminuicdo do plasminogénio em pacientes com DRC contribui para o quadro de
hipercoagulabilidade sanguinea juntamente com os demais fatores anteriormente citados.

Pesquisas recentes verificaram um perfil de hipercoagulabilidade em caes com
proteindria associada a nefropatia por meio da TEM (FALCO et al., 2013; LENNON et al.,
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2013). Falco et al. (2013) observaram que 0s animais com proteindria associada a azotemia
apresentavam alteracdes tromboelastométricas sugestivas de hipercoagulabilidade mais
consistentes e, portanto, maior risco trombaético, que os caes com proteindria sem azotemia.
Jacob e colaboradores (2005) verificaram maior risco de desenvolver crise urémica e também
de morte nos animais que apresentaram RPC >2 em cdes com DRC, quando comparados
aos animais com RPC<2. Na avaliacdo da RPC, o grau de azotemia e tempo de evolucéo da
doenca sdo informacfes importantes para determinar o progndstico desses pacientes e
devem ser avaliados em conjunto (LENNON et al., 2013).

Outras doencas como a parvovirose e a anemia hemolitica imunomediada, além da
nefropatia com proteinuria tém sido associadas a um estado de hipercoagulabilidade em cées
(DONAHUE e OTTO, 2005). Ainda, a patogénese da trombose é multifatorial, envolvendo
varios elementos de risco para que ela ocorra. Pacientes apresentando desde doengas renais
cronicas discretas até mesmo sindrome nefrética podem apresentar episddios hemorragicos,
gue vem sendo estudas na medicina humana para melhor caracterizar o perfil nesses
pacientes. As alteragbes hemostaticas decorrentes da DRC sdo importantes sendo
necessdaria sua identificagdo de maneira precoce para a prevencdo e de um evento
intervencao terapéutica adequada.

A falta de testes diagnosticos que possam identificar com seguranca a hipo ou
hipercoagulabilidade tem tornado dificil a deteccdo precoce dos riscos de hemorragia ou
tromboembolismo no paciente com DRC e a decisdo quanto a necessidade da indicacao de
um protocolo terapéutico antitrombdtico. Desta maneira, novas pesquisas relacionadas a TEM
em associacao ao perfil hemostatico de caes com DRC auxiliardo na compreensédo dessa

doenca e suas complicacdes.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral:
Avaliar as possiveis tendéncias hemorragicas ou tromboticas em cdes com DRC.

3.2 Objetivos especificos:

Avaliar as alteracdes de hemostasia priméaria por meio da contagem de plaquetas e
prova de agregacao plaquetéria em cées com DRC.

Avaliar as alteracdes de hemostasia secundéria ou da coagulagéo por meio dos testes
hemostéticos TP, TTPa e fibrinogénio em cdes com DRC.

Avaliar o perfil hemostatico por meio da tromboelastometria em cdes com DRC.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Selecao dos animais

O estudo foi realizado em caes atendidos na rotina da Clinica Médica de Pequenos
Animais do Hospital Veterinaria da FMVZ — UNESP, Botucatu/SP ap6s acompanhamento e
triagem. O projeto foi submetido a avaliacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (protocolo
n°33/2014 — Anexo 2) e elaborado um termo de “Consentimento Livre e Esclarecido” fornecido
aos proprietarios para conhecimento dos procedimentos de coleta de sangue e urina a serem
realizados (Anexo 3).

Foram selecionados 17 cdes com doenca renal crénica (DRC) em estagios Il (8/17) e
IV (9/17), classificados conforme IRIS (IRIS, 2013). O grupo controle foi composto por 20 cdes
saudaveis provenientes de proprietarios voluntéarios.

A selecéo dos animais saudaveis foi realizada por meio de hemograma com contagem
de plaquetas, dosagem de proteina total, albumina, globulinas, enzimas alanina
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), gama-glutamil transferase (GGT), ureia,
creatinina, urinalise e razao proteina / creatinina urinaria, sendo incluidos aqueles com perfil
hematoldgico, bioquimicos e urindrio com resultados dentro dos limites de referéncia e
auséncia de doenca pregressa nos ultimos 30 dias.

Foram incluidos no grupo DRC, os cdes com valores estabilizados de creatinina 2 -
5mg/dL (grau IlIl) e >5mg/dL (grau 1V), urindlise com sedimento pobre e razéo
proteina/creatinina urinaria (RPC) >1,0 independente da causa de base. Todos os animais
foram confirmados com DRC por meio de ultrassonografia. Foram excluidos deste grupo os
animais que apresentavam neoplasia, doengas infecciosas concomitantes, animais em
choque, com insuficiéncia cardiaca congestiva, hepatopatia, nefrolitiase ou outra doenca que

viesse a mascarar e/ou influenciar os resultados dos exames hemostaticos.

4.2 Colheita das amostras

As amostras de sangue para a tromboelastometria foram colhidas em momento Unico,
apo6s dosagens seriadas de ureia e creatinina e estabilizacdo das mesmas, confirmando assim
0 estagio da DRC no paciente estavel. Além disso, os critérios de inclusdo foram confirmados
€ no grupo controle apos confirmada a higidez do animal.

A colheita de sangue foi realizada preferencialmente por venopunc¢ao jugular Unica e
com fluxo sanguineo continuo em seringa de 10mL (BD®, New Jersey, Estados Unidos).
Foram colhidos 0,5mL de sangue com anticoagulante EDTA K3 (acido etilenodiamino tetra
acético) a 7,5% (Vacuette®, Greiner Bio-one, Kremsmuenster, Osterreich, Austria) para o
hemograma e 2,0mL de sangue sem anticoagulante (BD®, New Jersey, Estados Unidos) para
as dosagens bioquimicas. As amostras sem anticoagulante foram centrifugadas a 1710 X g

por 15 minutos para obtencéo do soro e realizagdo dos testes.
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Para a tromboelastometria e a prova de agregacao plaquetaria foram colhidos 4,5mL de
sangue em citrato de sédio 3,2% (BD®, New Jersey, Estados Unidos). Apés a colheita, as
amostras foram imediatamente submetidas a analise.

As analises do tempo de protrombina, tromboplastina parcial ativada e fibrinogénio
foram realizadas no plasma. Para isso foram colhidos 4,5mL de sangue em tubo com citrato
de sédio 3,2% (BD®, New Jersey, Estados Unidos) que imediatamente apds a colheita foi
submetido a um banho de gelo, em seguida centrifugado a 1710 X g por 15 minutos e o plasma
armazenados em microtubos e congelado em -80°C (Sanyo® Ultra 108 Low, Osaka, Jap&o)

até o processamento.

4.3 Exames laboratoriais

4.3.1 Hemograma
Os hemogramas foram realizados em contador hematolégico (Sysmex® - Poch - 100iV
— Miami, Estados Unidos). O hematdcrito foi mensurado pela técnica de microhematdcrito
(SCHALM et al., 1975). A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada em 100 células em
conjunto com a avaliagdo da morfologia de eritrocitos, leucocitos e plaguetas em esfregacos

sanguineos corados pelo corante Pandtico rapido (Laborclin®, Parana, Brasil).

4.3.2 Bioquimica sérica
Os testes bioquimicos alanina amino-transferase (ALT), fosfatase alcalina (FA) e gama
glutamil-transferase (GGT), ureia, creatinina, proteina total sérica, albumina e globulinas
foram realizados em equipamento de bioquimica automatizada (Roche® - Cobas Mira Plus,

Basileia, Suica) utilizando kits comerciais (Katal®, Belo Horizonte, Brasil).

4.3.3 Urindalise e razao proteina / creatinina urinaria
A urindlise compreendeu o exame fisico, quimico (Combur-Test® — Roche) e
sedimentoscopia em microscopio éptico (40x). A amostra de urina foi coletada por cateterismo
elou cistocentese. A dosagem de proteina e creatinina urinarias foram realizadas em
equipamento de bioquimica automatizada (Roche® - Cobas Mira Plus, Basileia, Suica)

utilizando kits comerciais (Katal®, Belo Horizonte, Brasil).

4.3.4 Tromboelastometria
A tromboelastometria foi realizada no aparelho ROTEM® (Delta, Pentapham, Munique,
Alemanha) mantido a 37°C. Trés canais foram avaliados simultaneamente. Em cada um deles
foram adicionados 300pL de sangue total citratado recalcificado com 20uL de cloreto de calcio
0,2 mol/L (startem®) sendo que a ativacdo da coagulacdo foi realizada separadamente em

cada canal, empregando-se 0s seguintes reagentes: intem® (20uL, fosfolipidios de
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tromboplastina parcial, Pentapham, Munique, Alemanha), extem® (20uL, tromboplastina
tecidual, Pentapham, Munique, Alemanha) e fibtem® (20uL tromboplastina tecidual e 20uL
citocalasina, Pentapham, Munique, Alemanha). Foram avaliadas as seguintes variaveis: CT
(tempo de coagulacdo): laténcia até a formacao inicial de fibrina; CFT (tempo de formacéo do
coagulo): velocidade até a obtencdo de estabilidade do coagulo; Angulo a: velocidade de
acumulo de fibrina e de ligacdo cruzada (nivel de fibrinogénio); MCF (firmeza maxima do
coagulo): medida do pico da for¢a/resisténcia do coagulo; ML (lise maxima): medida do tempo

para perda da resisténcia de um coagulo.

4.3.5 Agregacao plaquetaria
A agregacdo plaquetaria foi realizada em duplicata mediante a adicdo de 2uL de
Colageno (reagent Chrono-log®, Chicago, Estados Unidos) em 500uL de sangue citratado +
500uL de solucéo fisioldgica (NaCl 0,9% Equiplex®). A resposta das plaquetas frente ao
agonista foi mensurada por impedancia elétrica em um agregdbmetro de plaquetas de sangue
total (Chrono-log® 592, Chicago, Estados Unidos).

4.3.6 Tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa)

e fibrinogénio (mg/dL)
O TP e o TTPa foram realizados em coaguldmetro (ClotTimer® Laser Sensor, Sorocaba,
Brasil) em duplicata, utilizando os kits especificos (Clot®, Sorocaba, Brasil) para cada teste. A
dosagem do fibrinogénio foi realizada pelo método de Clauss, utilizando kit especifico

(Labtest®, Minas Gerais, Brasil).

4.4 Analise estatistica

O calculo do tamanho amostral foi realizado utilizando dados de estudos semelhantes
das varidveis mais relevantes, supondo poder estatistico de 80%, nivel alfa de 5%, resultando
no valor de 17 animais para cada grupo como ideal para o estudo (Statstodo Trading Pty Ltd).
A distribuicdo das variaveis foi avaliada por meio da visualizacdo de histograma e graficos
guantil-quantil. Os resultados obtidos foram submetidos a analise descritiva, para as variaveis
com distribuicdo paramétrica foram consideradas a média e desvios padréo, para as variaveis
ndo paramétricas considerou-se a mediana, primeiro quartil e terceiro quartil de cada variavel.
Para comparacdo entre os grupos das variaveis paramétricas foi aplicado o teste t. Nas
varidveis com distribuicdo ndo paramétricas a comparacado entre os grupos foi realizada pelo
teste de Kruskal-Wallis. As andlises foram realizadas com software SAS 9.4 (2013) ao nivel

de 5% de significancia.
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5. RESULTADOS

O grupo DRC foi composto por 10 fémeas e 7 machos, com idade média de 8,6 anos (3
- 13 anos) e os caes estavam distribuidos dentre as racas Boxer (1/17), Dalmata (1/17), Pastor
Alemao (1/17), Rottweiler (1/17), Weimaraner (1/17) e sem raca definida - SRD (12/17). No
grupo controle obtivemos 11 fémeas e 9 machos, com idade média de 5 anos (1,5 — 10 anos)
distribuidos entre as racas: Border Collie (1/20), Dachshund (2/20), Terrier Brasileiro (1/20),
Labrador (5/20), Lhasa Apso (1/20), Pitbull (4/20), Poodle (1/20), Australian Cattle Dog (1/20),
Shitzu (1/20), Yorkshire (1/20) e SRD (2/20).

A avaliacdo hematoldgica, bioquimica e da urinalise foi realizada em ambos os grupos
para fins de comparacao estatistica, e os resultados estdo demonstrados nas tabelas 1 e 2.

A avaliacdo do tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada
(TTPa), fibrinogénio, agregacao plaquetéaria e tromboelastometria foi realizada em ambos os
grupos para fins de comparacao estatistica, e os resultados estdo demonstrados nas tabelas
3ed.

Tabela 1. Mediana, primeiro quartil (1q) e terceiro quartil (3q) dos parametros da hematimetria,
plaguetas e leucdcitos totais de cdes nos grupos controle e DRC.

Controle DRC

Parametro Mediana 1q 3q Mediana 1q 3q
Hemécias* 7,35 6,89 7,89 3,51 2,79 3,98
Hemoglobina* 17,7 16,4 18,4 8,1 6,6 9,3
Hematdcrito* 52 47 54,5 25 22 28
VCM 68,99 65,27 70,41 71,21 68,10 72,97
CHCMm* 34,86 33,58 35,38 32,61 32,19 33,13
Plaguetas 280.000 221.000 369.825 276.000 248.000 299.000
Leucdcitos 8.100 6.900 11.150 10.800 9.200 15.600

Hemacias (x10%/uL); Hemoglobina (g/dL); Hematdcrito (%); Plaquetas (/pL); Leucécitos (/uL);
*: variaveis que apresentaram diferencgas significativas (p<0,05).

Tabela 2. Mediana, primeiro quartil (1q) e terceiro quartil (3q) dos parametros bioquimicos e urinarios
de cdes nos grupos controle e DRC.

Controle DRC
Parametro Mediana 1q 3q Mediana 1q 3q
Ureia* 33,0 29,0 46,4 236,0 161,0 293,0
Creatinina* 0,9 0,7 1,1 59 4.4 6,8
Proteina sérica* 6,2 5,9 6,5 5,7 4,9 6,1
Albumina* 3,5 3,5 3,6 2,5 2,0 2,6
Proteina urinaria* 40,0 26,5 60,0 126,0 99,0 195,0
Creatinina urinaria* 250,9 163,0 337,1 50,4 41,0 66,0
RPC* 0,14 0,10 0,22 2,5 1,80 3,0

Ureia (mg/dL); Creatinina (mg/dL); Proteina sérica (g/dL); Albumina (g/dL); Proteina urinaria (mg/dL); Creatinina
urinaria (mg/dL); RPC: razdo proteina creatinina urinaria.
*: variaveis que apresentaram diferencgas significativas (p<0,05).
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Tabela 3. Mediana, primeiro quartil (1q) e terceiro quartil (3q) do tempo de tromboplastina parcial
ativado (TTPA), tempo de protrombina (TT), fibrinogénio e da amplitude de agregac¢édo plaquetéria de
cdes nos grupos controle e DRC.

Controle DRC
Parametro Mediana 1q 3q Mediana 1q 3q
TTPA 11,5 11,1 12,4 12,6 11,2 13,3
TP* 9,7 8,9 10,3 8,0 7,9 8,7
Fibrinogénio* 312,6 261,6 354,2 489,2 456,2 504,0
Amplitude 12,4 10,4 16,4 4,9 3,7 16,7

TTPA e TP: segundos; Fibrinogénio: mg/dL; Amplitude (ohms);
* variaveis que apresentaram diferencas significativas (p<0,05).

Tabela 4. Mediana, primeiro quartil (1q) e terceiro quartil (3q) dos parametros da tromboelastometria
de cdes nos grupos controle e DRC.

EXTEM® INTEM® FIBTEM®
Parametro Controle DRC Controle DRC Controle DRC
cT 58 (42:99)* 27 (25;36)* (112‘;‘1158) (11%?1146) 63 (38:132)* 25 (23;31)*
CFT 99 (75;121)* 24 (16;48)* 91 (81;114)* 31 (25;35)* - -
Angulo a 72 (68;76)* 86 (83;87)* 73 (69;75)* 84 (83;85)* 69 (67;81)* 87 (85;88)*
MCF 62 (58;64)* 79 (74;82)* 59 (56;62)* 78 (74;81)* 9 (7;14)* 41 (26;48)*
ML 19 (14;25)* 7 (4;8)* 19 (15;21)* 7 (5;12)* 27 (19;34)* 2 (0;8)*

INTEM® = Ativador de contato; EXTEM® = Ativador de fator tecidual; FIBTEM®= Fator tecidual ativado
(EXTEM®) + citocalasina; CT (s) = Tempo de coagulagéo; CFT (s) = Tempo de formag&o do coagulo; a (°) =
Angulo a; MCF (mm) = Firmeza méxima do coagulo; ML (%) = Lise maxima.

*: variaveis que apresentaram diferencas significativas (p<0,05).

As figuras 1, 2, 3, 4 e 5 representam a variagao nos parametros CT, CFT, angulo q,
MCF e ML da tromboelastometria com os reagentes intem®, extem® e fibtem®, para os grupos
controle e DRC.

O tempo de coagulacdo - CT (Figura 1) apenas o reagente intem® ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos, com valores menores no grupo DRC.

O tempo de formacédo do coagulo - CFT (Figura 2) apresentou diferencga entre os grupos
para todos os reagentes, valores menores no grupo DRC. O fibtem® n&do produziu resultados
de CFT para o grupo controle.

O angulo a (Figura 3) apresentou diferenga entre os grupos para todos 0s reagentes,
com valores maiores no grupo DRC.

A firmeza maxima do coagulo — MCF (Figura 4) apresentou diferenca entre os grupos
para todos os reagentes, com valores maiores no grupo DRC.

A lise méxima - ML (Figura 5) apresentou diferenga entre os grupos para todos os

reagentes, com valores menores no grupo DRC.



5001 *
4004 —~
& 3004 &= Controle \:l 20004 @m Controle T
‘0’250- [ DRC = 3 DRC
S g 2507 % *
s 8 " —_
] -
32004 & S 200
& o
3 150 £
P g 1504
o o s
8100 o 1004
3] 9 *
~ 504 g 504
: — L 1
[
0 t } } 0 T T T T T
EXTEM INTEM FIBTEM EXTEM INTEM FIBTEM

Angulo alfa (°)

Figura 1. Tempo de coagulacao (CT) dos grupos

\ Figura 2. Tempo de formagao do coagulo (CFT)
controle e DRC para os reagentes intem®, extem®

dos grupos controle e DRC para os reagentes

e fibtem®. * Variaveis que apresentaram intem®, extem® e fibtem®. *: Varidveis que
diferencas significativas (*p<0,05). apresentaram diferencas significativas
(*p<0,05).

901

100+ .
= *
€
é *
80- S 8] «
2 *
&
S 604
704 s
g
£ 404
g
604 E
60 @\ Controle E 20+ @\ Controle * T
£ 3 DRC
40] 3 DRC = @
EXTEM INTEM FIBTEM EXTEM INTEM FIBTEM

Figura 3. Angulo alfa (a) dos grupos controle e
DRC para os reagentes intem®, extem® e
fibotem®. *: Varidveis que apresentaram
diferencas significativas (*p<0,05).
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6. DISCUSSAO

Na tromboelastometria, a hipercoagulabilidade sanguinea € caracterizada pelo
encurtamento do tempo de coagulacédo (CT) e do tempo de formacdo do coagulo (CFT),
aumento do angulo a e da firmeza maxima do coagulo (MCF) (GOGGS et al.,2014). O
encurtamento do CT no presente estudo sugere que a formacao da fibrina esta ocorrendo de
forma mais rapida. Este indicador pode ser influenciado pelo ativador utilizado, mas as demais
varidveis sdo minimamente influenciadas (SMITH et al., 2010). A utilizacdo dos reagentes
intem® e extem® permitem avaliar a formagéo da trombina ocorrendo de forma exclusiva em
cada via da coagulacéo, intrinseca e extrinseca respectivamente. O fibtem® permite avaliar a
formacéo da fibrina a partir do fibrinogénio principalmente, sem a funcéo das plaquetas no
processo (MCMICHAEL e SMITH, 2011).

Os testes plasméticos de coagulacdo apresentaram encurtamento do tempo de
protrombina — TP (via extrinseca) mas ndo do tempo de tromboplastina parcial ativado.
Adicionalmente o CT com extem® apresentou encurtamento, sendo equivalente ao TP. O CT
com intem® ndo apresentou diferenca entre os grupos, demostrando sua equivaléncia ao
TTPA. Nossos achados corroboram com Falco e colaboradores (2013), que também
encontraram encurtamento do tempo de coagulacdo apenas com extem® em cdes
azotémicos e proteindricos, enguanto que no intem® isso ndo ocorreu. Caracterizando um
estado de hipercoagulabilidade.

Donahue e colaboradores (2011) também verificaram hipercoagulabilidade
caracterizada pela rapidez na formagéo do coagulo (menor CFT e angulo a aumentado) em
caes com insuficiéncia renal e nos casos de nefropatia com proteinuria (RPC>2). Estes dados
também foram encontrados neste estudo, em que selecionamos apenas caes com RPC>1,
sugerindo ser um importante fator a se considerar quanto ao risco trombdtico em cdes com
DRC.

A fase de estabilizacdo do coagulo, representada pelo MCF foi significativamente
diferente entre os grupos estudados. A utilizacao do ativador fibtem®, que inibe as plaquetas,
permite avaliar a contribuicdo do fibrinogénio nesta fase. Fato confirmado pois encontramos
alteracdes ndo s6 no MCF do extem®, mas também no fibtem®. Além disso a concentracdo
de fibrinogénio foi significativamente maior no grupo DRC, comparado ao grupo controle. A
firmeza maxima do coagulo aumenta em humanos (LANG et al., 2009) e em caes (WIINBERG
et al., 2008) de maneira dependente a concentracdo do fibrinogénio. Prihirunkit e
colaboradores (2011) verificaram um aumento significativo de fibrinogénio em cdes com DRC,
bem como areducédo da AT nesses animais. A selecéo de animais com RPC>1 e os resultados
de hipercoagulabilidade e de aumento na concentracao de fibrinogénio nos animais com DRC,

levam-nos a sugerir que a razdo proteina/creatinina urinaria e a concentracao de fibrinogénio
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podem ser considerados fatores interferentes para a estabilidade do coagulo e aumento do
risco trombético. Porém, Lennon e colaboradores (2013) ja concluiram que RPC e
antitrombina n&o podem ser utilizados como fatores preditivos isoladamente.

O aumento da viscosidade sanguinea conjuntamente a hipertensdo produz maior
resisténcia ao fluxo sanguineo, o que pode causar isquemias (LEE, 1997).
Consequentemente causa dano endotelial verificado pelo aumento do fator de von Willebrand
e de trombomodulina (LI-SAW-HEE et al., 1997), também hé ativacao plaquetaria, aumento
do fibrinogénio e da fibrindlise (LEE, 1997).

Apesar de a TEM ndo ser a técnica mais acurada para a avaliagdo da funcao
plaguetaria, esta forneceu dados que sustentam a hip6tese da contribuicdo da agregacao
plaquetéria para a hipercoagulabilidade em cdes com DRC, verificado pelo aumento das
variaveis CFT, angulo a e MCF, que séo correlacionadas com a concentracao de plaquetas
em cdes (SMITH et al., 2012). Um estudo semelhante realizado em cédes (FALCO et al., 2013),
sem a avaliacdo da agregacao plaquetéaria jA havia encontrado indicios da participacdo das
plaguetas no processo de hipercoagulabilidade por meio da TEM. Porém, ndo observamos
diferencas significativas na concentracdo das plaquetas entre 0s grupos, nem mesmo na
avaliacao da funcao plaquetaria. O que chama atengéo neste ultimo teste, é que o grupo DRC
apresentou valores menores de agregacdo plaguetaria. As plaquetas podem apresentar
hipofuncéo in vivo, mas quando avaliadas de forma isolada e sem a presenca de fluxo, elas
podem apresentar fungdo normal (ZWAGINGA et al., 1991).

Neste ponto, um complexo mecanismo no processo de hemostasia fica estabelecido,
pois apesar do quadro de hipercoagulabilidade sanguinea as plaquetas ndo seriam fatores de
risco trombdético. A participacdo das plaguetas parece contribuir para o risco hemorragico em
cdes com DRC, que pode ser devido a niveis elevados de fibrinogénio que reduzem a
disponibilidade de receptores plaquetarios ao ADP (MEADE et al.,, 1985). O grupo DRC
apresentou maiores concentragdes de fibrinogénio.

Os resultados da TEM podem ser afetados pelo valor do hematdcrito. Valores baixos de
hematocrito podem produzir tragados indicando hipercoagulabilidade sanguinea, enquanto
hematdcrito elevado pode dar indicios de hipocoagulabilidade (MCMICHAEL e SMITH, 2011).
Smith e colaboradores (2012) verificaram a possibilidade da influéncia do citrato de sodio nos
resultados da TEM quando avaliaram animais anémicos, e ndo encontraram diferencas
significativas nos resultados em condi¢des nas quais se corrigia ou ndo a quantidade de citrato
de acordo com o hematécrito. Em nosso estudo, encontramos diferencas significativas entre
0 grupo controle e DRC nos valores de hemacias, hemoglobina e hematécrito, mas néo foram
observadas diferencas nos resultados de VCM e CHCM, o que caracteriza a anemia nao
regenerativa ja esperada na DRC (MACDOUGALL, 2007).
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O efeito do hematdcrito nos resultados da TEM pode ser um potencial limitante quando
a TEM é realizada em animais anémicos. Porém os resultados dos testes convencionais como
TP e a concentracdo do fibrinogénio, sustentam a condi¢cdo de hipercoagulabilidade que
encontramos na TEM. Além disso, Brooks e colaboradores (2014) em condicdes
experimentais verificaram que a influéncia do hematdcrito no tracado da TEM néo é vdlida,
mas sim as condi¢des de viscoelasticidade do sangue de cées.

No presente estudo, verificamos uma menor taxa de fibrindlise nos animais com DRC,
devido a reducdo da porcentagem de lise maxima (ML), como também encontramos uma
hipoalbuminemia significativa nos mesmos animais. Também encontramos uma correlacéo
moderada entre estas variaveis. A hipoalbuminemia e menor ML podem ser explicados pela
perda urinaria da albumina e do plasminogénio. Estes dois achados foram estudados por
Gandrille e Aiach (1990) que verificaram que pode haver um papel importante da
hipoalbuminemia na deposicdo de fibrina, gerando codgulos anormais e com capacidade
reduzida de se ligar ao plasminogénio.

A tromboelastometria se mostrou uma ferramenta eficiente para detectar evidéncia de
hipercoagulabilidade e avaliar o risco tromboético em pacientes com DRC ou outras nefropatias
que causem azotemia e proteindria.

Os exames que avaliam a hemostasia em pacientes nefropatas na rotina do
atendimento clinico ainda sdo escassos e onerosos. A investigacdo mais acurada das
alteracbes hemostéaticas nesses pacientes, por meio de equipamentos precisos e com
resultados rapidos como a TEM, se faz necessaria haja vista o processo complexo que podem
ser encontradas na DRC. S&o necessarios estudos clinicos para comprovacao de que 0s
achados de hipercoagulabilidade sanguinea neste estudo impliqguem na ocorréncia de eventos
tromboticos. Assim, com diagndstico rapido e a intervencao terapéutica adequada, busca-se

melhorar o progndstico e sobrevida destes animais.

7. CONCLUSOES
As vias intrinseca e extrinseca da cascata de coagulacéo estédo envolvidas no complexo
processo que leva a tendéncias tromboticas em cdes com DRC, porém as plaquetas parecem
nao contribuir para este estado.
Os resultados do presente estudo demonstraram que cédes proteindricos com DRC
apresentam evidéncias de risco tromboético caracterizado pela hipercoagulabilidade

sanguinea e hipofibrindlise verificadas na TEM.
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Alteracoes hemorragicas e tromboembdlicas em cdes com doenga renal cronica
Daniele S. Gongalves?’, Silvano S. Geraldes?, Pryscilla T. C. Guimardes-Okamoto?, Regina K. Takahira?

ABSTRACT. - Gongalves, D.S., Geraldes, S.S., Guimaraes-Okamoto, P.T.C. & Takahira, R.K. 2016.
[Evaluation of bleeding and thromboembolic disorders in dogs with chronic kidney disease.] Alteragdes
hemorragicas e tromboembélicas em cdes com doenca renal cronica, Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00.
Departamento de Clinica Veterinaria, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Distrito
de Rubiio Junior, s/n, Cx Postal 560, 18618-000 - Botucatu, SP. E-mail: danielesilvano@gmail.com

Chronic kidney disease (CKD) affects mostly older dogs and its main characteristic is the irreversible loss
of kidney function. CKD in dogs promotes serious metabolic alterations, often characterized by azotemia,
hypoalbuminemia and non-regenerative anemia. Azotemia and uremia predispose the hemostatic abnormalities
that can lead to hemorrhagic cases. In addition to platelet dysfunction, deficiency of natural anticoagulants and
reduced fibrinolysis are factors that predispose to thromboembolism. This work aims to evaluate the possible
bleeding or thrombotic tendencies in dogs with CKD. 20 healthy dogs were selected (control group) with tests
within normal limits and 17 dogs with CKD in stages III or IV classified according to IRIS and urine protein to
creatinine ratio greater than one (CKD group). Blood samples for the realization of thromboelastometry (TEM),
platelet aggregation, prothrombin time (PT), activated partial thromboplastin time (APTT) and fibrinogen
concentration were collected at one time for both groups after the inclusion criteria had been confirmed. Statistical
analysis performed according to the distribution of the variable at the 5% level of significance. In the present study,
we observed a state of hypercoagulable blood in dogs with CKD. In TEM with the extrinsic pathway activator, there
was shortening of the clotting time and clot formation time, increasing the alpha angle and the maximum clot
firmness, and reducing the maximum lysis in dogs with CKD compared to control animals. Prothrombin time also
had lower results in the CKD group. In addition, the fibrinogen level was higher in this group. Platelet aggregation
did not differ between groups. The joint interpretation of the results leads us to conclude that dogs with CKD have
a thrombosis toward predisposition, but the platelets do not seem to play an important role in this process.

INDEX TERMS: CKD, hemostasis, thromboelastometry, hypercoagulable
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RESUMO. - A doenga renal cronica (DRC) acomete principalmente cies idosos e tem como caracteristica principal
a perda irreversivel da funcio renal. A DRC em cdes promove alteragdes metabdlicas graves, caracterizadas
frequentemente pela azotemia, hipoalbuminemia e anemia ndo regenerativa. Tanto a azotemia quanto a uremia
predispdem a alteragdes hemostiticas que podem levar a quadros hemorragicos. Além das disfungdes
plaquetarias, deficiéncia de anticoagulantes naturais e reducdo da fibrindlise sdo fatores que predispdem ao
tromboembolismo. Este trabalho tem como objetivo avaliar as possiveis tendéncias hemorragicas ou trombdticas
em cdes com DRC. Foram selecionados 20 cies saudaveis (grupo controle) com exames dentro da normalidade e
17 cdes com DRC em estagios Il ou IV classificados segundo a IRIS e a relacao proteina/creatirina urinaria maior
que um (grupo DRC). As amostras de sangue para a realizacdo da tromboelastometria (TEM), agregacdo
plaquetaria, tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) e concentragido de
fibrinogénio foram colhidas em momento Unico para ambos os grupos ap6s os critérios de inclusdo serem
confirmados. A andlise estatistica foi realizada de acordo com a distribuicdo das variaveis, ao nivel de 5% de
significancia. No presente estudo foi possivel observar um estado de hipercoagulabilidade sanguinea nos caes com
DRC. Na TEM com o ativador de via extrinseca, observou-se encurtamento no tempo de coagulacdo e do tempo de
formacdo do coagulo, aumento do angulo alfa, da firmeza maxima do coagulo e reducio da lise maxima nos cies
com DRC em relacdo aos animais controle. O tempo de protrombina também apresentou resultados menores no
grupo DRC. Adicionalmente, a dosagem de fibrinogénio foi maior neste grupo. A agregacdo plaquetaria nao
apresentou diferencas entre os grupos A interpretacdo conjunta dos resultados obtidos nos leva a concluir que os
cdes com DRC possuem uma predisposi¢cdo a trombose, porém as plaquetas parecem nio desempenhar um
importante papel neste processo.

TERMOS DE INDEXACAO: DRC, hemostasia, tromboelastometria, hipercoagulabilidade.
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INTRODUGAO

Distirbios de hemostasia sdo complicagdes comuns na doenga renal cronica que podem predispor tanto a
trombose quanto a hemorragia. O processo complexo de coagulacdo pode refletir de maneiras diferentes nas
manifestacoes clinicas (Eberst & Berkowitz 1994). Em humanos tem sido bastante estuda a DRC e suas
complicagdes hemostaticas (Wattanakit & Cushman 2009, Pavord & Myers 2011). Porém, muitas informagdes
ainda sdo conflitantes quanto a ocorréncia de hiper ou hipocoagulabilidade sanguinea, e os trabalhos em cdes com
DRC ainda sdo escassos (Donahue et al. 2011, Prihirunkit et al. 2011, Falco et al. 2013), de forma que sua relevancia
clinica ainda ndo esta bem esclarecida.

O risco de trombose em pacientes com DRC tem como referéncia a triade de Virchow com os pilares que
envolvem seu processo: a estase sanguinea, hipercoagulabilidade sanguinea e lesdo endotelial (Wattanakit &
Cushman 2009). O risco hemorragico é multifatorial, mas a persisténcia do quadro urémico e suas consequéncias
hemostaticas tem sido investigada (Sohal et al. 2006).

A tromboelastometria se apresenta como uma ferramenta promissora para a avaliacdo das possiveis
complica¢des hemostaticas causadas pela DRC, destacando-se pela sua capacidade de avaliagdo dos estados de
hipo ou hipercoagulabilidade (Hanel et al. 2014). A aplicagdo desta técnica em associagdo aos demais testes de
avaliacdo hemostatica torna-se uma importante contribui¢io ao estudo de caracterizagido da doenca renal cronica
sobre a hemostasia de caes.

Os estudos realizados em cdes com azotemia e/ou proteindria empregando a tromboelastometria ou
tromboelastografia verificaram evidéncias que a atividade plaquetaria possui um papel importante, juntamente
com os anticoagulantes naturais, além da azotemia e grau de proteindria (Donahue et al. 2011, Prihirunkit et al.
2011, Lennon et al. 2013).

A avaliagdo conjunta da fun¢do plaquetaria com a tromboelastometria e correlacionar seus resultados com
testes convencionais de hemostasia, fornecera informacdées para o estabelecimento do perfil hemostatico e avaliar
possiveis tendéncias hemorragicas e/ou tromboticas em cdes com DRC.

MATERIAL E METODOS

Delineamento experimental. O estudo foi realizado em cdes atendidos na rotina da Clinica Médica de
Pequenos Animais do Hospital Veterinaria da FMVZ - UNESP, Botucatu/SP. Apds aprovagio do Comité de Etica no
Uso de Animais (protocolo no 33/2014). Foram selecionados 17 cdes com doenca renal cronica (DRC) em estagios
I (8/17) e IV (9/17), classificados conforme IRIS (IRIS, 2013). O grupo controle foi composto por 20 cdes
saudaveis provenientes de proprietarios voluntarios.

A selecdo dos animais saudaveis foi realizada por meio de hemograma com contagem de plaquetas, dosagem
de proteina total, albumina, globulinas, enzimas alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), gama-
glutamil transferase (GGT), ureia, creatinina, urindlise e razdo proteina / creatinina urinaria, sendo incluidos
aqueles com perfil hematolégico, bioquimicos e urinario com resultados dentro dos limites de referéncia e
auséncia de doenga pregressa nos ultimos 30 dias.

Foram incluidos no grupo DRC, os cdes com valores estabilizados de creatinina 2 - 5mg/dL (grau III) e
>5mg/dL (grau IV), urinalise com sedimento pobre e razdo proteina/creatinina urinaria (RPC) >1,0 independente
da causa de base. Todos os animais foram confirmados com DRC por meio de ultrassonografia. Foram excluidos
deste grupo os animais que apresentavam neoplasia, doencas infecciosas concomitantes, animais em choque, com
insuficiéncia cardiaca congestiva, hepatopatia, nefrolitiase ou outra doenga que viesse a mascarar e/ou influenciar
os resultados dos exames hemostaticos.

Colheita das amostras. As amostras de sangue para a tromboelastometria foram colhidas em momento
Unico, apds dosagens seriadas de ureia e creatinina e estabilizacdo das mesmas, confirmando assim o estagio da
DRC no paciente estavel. Além disso, os critérios de inclusdo foram confirmados e no grupo controle apos
confirmada a higidez do animal.

A colheita de sangue foi realizada preferencialmente por venopuncao jugular tinica e com fluxo sanguineo
continuo em seringa de 10mL (BD®, New Jersey, Estados Unidos). Foram colhidos 0,5mL de sangue com
anticoagulante EDTA K3 (&cido etilenodiamino tetra acético) a 7,5% (Vacuette®, Greiner Bio-one,
Kremsmuenster, Osterreich, Austria) para o hemograma e 2,0mL de sangue sem anticoagulante (BD®, New Jersey,
Estados Unidos) para as dosagens bioquimicas. As amostras sem anticoagulante foram centrifugadas a 1710 X g
por 15 minutos para obtenc¢do do soro e realizagdo dos testes.

Para a tromboelastometria e a prova de agregacdo plaquetaria foram colhidos 4,5mL de sangue em citrato
de s6dio 3,2% (BD®, New Jersey, Estados Unidos). Ap6s a colheita, as amostras foram imediatamente submetidas
a andlise.

As andlises do tempo de protrombina, tromboplastina parcial ativada e fibrinogénio foram realizadas no
plasma. Para isso foram colhidos 4,5mL de sangue em tubo com citrato de sddio 3,2% (BD®, New Jersey, Estados
Unidos) que imediatamente apo6s a colheita foi submetido a um banho de gelo, em seguida centrifugado a 1710 X
g por 15 minutos e o plasma armazenados em microtubos e congelado em -802C (Sanyo® Ultra 108 Low, Osaka,
Japao) até o processamento.



40

Hemograma. Foram realizados em contador hematoldgico (Sysmex® - Poch - 100iV - Miami, Estados
Unidos). O hematécrito foi mensurado pela técnica de microhematécrito (SCHALM et al.,, 1975). A contagem
diferencial de leucdcitos foi realizada em 100 células em conjunto com a avaliagcdo da morfologia de eritrdcitos,
leucocitos e plaquetas em esfregacos sanguineos corados pelo corante Pandtico rapido (Laborclin®, Parang,
Brasil).

Bioquimica sérica. Os testes bioquimicos alanina amino-transferase (ALT), fosfatase alcalina (FA) e gama
glutamil-transferase (GGT), ureia, creatinina, proteina total sérica, albumina e globulinas foram realizados em
equipamento de bioquimica automatizada (Roche® - Cobas Mira Plus, Basileia, Sui¢a) utilizando kits comerciais
(Katal®, Belo Horizonte, Brasil).

Urindlise e razdo proteina / creatinina urindria. A urinalise compreendeu o exame fisico, quimico
(Combur-Test® - Roche) e sedimentoscopia em microscopio 6ptico (40x). A amostra de urina foi coletada por
cateterismo e/ou cistocentese. A dosagem de proteina e creatinina urinarias foram realizadas em equipamento de
bioquimica automatizada (Roche® - Cobas Mira Plus, Basileia, Suica) utilizando kits comerciais (Katal®, Belo
Horizonte, Brasil).

Tromboelastometria. Foi realizada no aparelho ROTEM® (Delta, Pentapham, Munique, Alemanha)
mantido a 37°C. Trés canais foram avaliados simultaneamente. Em cada um deles foram adicionados 300uL de
sangue total citratado recalcificado com 20uL de cloreto de célcio 0,2 mol/L (startem®) sendo que a ativagio da
coagulacio foi realizada separadamente em cada canal, empregando-se os seguintes reagentes: intem® (20pL,
fosfolipidios de tromboplastina parcial, Pentapham, Munique, Alemanha), extem® (20uL, tromboplastina tecidual,
Pentapham, Munique, Alemanha) e fibtem® (20uL tromboplastina tecidual e 20uL citocalasina, Pentapham,
Munique, Alemanha). Foram avaliadas as seguintes variaveis: CT (tempo de coagulagio): laténcia até a formagao
inicial de fibrina; CFT (tempo de formacdo do codgulo): velocidade até a obtencdo de estabilidade do coagulo;
Angulo a: velocidade de actimulo de fibrina e de ligagio cruzada (nivel de fibrinogénio); MCF (firmeza maxima do
coagulo): medida do pico da for¢a/resisténcia do codgulo; ML (lise maxima): medida do tempo para perda da
resisténcia de um coagulo.

Agregacao plaquetaria. Foi realizada em duplicata mediante a adigao de 2puL de Colageno (reagent Chrono-
log®, Chicago, Estados Unidos) em 500uL de sangue citratado + 500uL de solugao fisiolégica (NaCl 0,9%
Equiplex®). A resposta das plaquetas frente ao agonista foi mensurada por impedancia elétrica em um
agregometro de plaquetas de sangue total (Chrono-log® 592, Chicago, Estados Unidos).

Tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) e fibrinogénio
(mg/dL). O TP e o TTPa foram realizados em coagulémetro (ClotTimer® Laser Sensor, Sorocaba, Brasil) em
duplicata, utilizando os kits especificos (Clot®, Sorocaba, Brasil) para cada teste. A dosagem do fibrinogénio foi
realizada pelo método de Clauss, utilizando kit especifico (Labtest®, Minas Gerais, Brasil).

Analise estatistica. O calculo do tamanho amostral foi realizado utilizando dados de estudos semelhantes
das varidveis mais relevantes, supondo poder estatistico de 80%, nivel alfa de 5%, resultando no valor de 17
animais para cada grupo como ideal para o estudo (Statstodo Trading Pty Ltd). A distribuicdo das variaveis foi
avaliada por meio da visualizacdo de histograma e graficos quantil-quantil. Os resultados obtidos foram
submetidos a analise descritiva, para as variaveis com distribuicdo paramétrica foram consideradas a média e
desvios padrao, para as variaveis ndo paramétricas considerou-se a mediana, primeiro quartil e terceiro quartil de
cada variavel. Para comparacgdo entre os grupos das variaveis paramétricas foi aplicado o teste t. Nas variaveis
com distribui¢do ndo paramétricas a comparagdo entre os grupos foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis. As
andlises foram realizadas com software SAS 9.4 (2013) ao nivel de 5% de significancia.

RESULTADOS

O grupo DRC foi composto por 10 fémeas e 7 machos, com idade média de 8,6 anos (3 - 13 anos) e os cdes
estavam distribuidos dentre as ragas Boxer (1/17), Dalmata (1/17), Pastor Alemao (1/17), Rottweiler (1/17),
Weimaraner (1/17) e sem raga definida - SRD (12/17). No grupo controle obtivemos 11 fémeas e 9 machos, com
idade média de 5 anos (1,5 - 10 anos) distribuidos entre as racas: Border Collie (1/20), Dachshund (2/20), Terrier
Brasileiro (1/20), Labrador (5/20), Lhasa Apso (1/20), Pitbull (4/20), Poodle (1/20), Australian Cattle Dog
(1/20), Shitzu (1/20), Yorkshire (1/20) e SRD (2/20).

A avaliacdo hematolédgica, bioquimica e da urindlise foi realizada em ambos os grupos para fins de
comparacao estatistica, e os resultados estdo demonstrados nos quadros 1 e 2.

A avaliagdo do tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa), fibrinogénio,
agregacao plaquetaria foi realizada em ambos os grupos para fins de comparacio estatistica, e os resultados estdo
demonstrados nas quadro 3.

As figuras 1, 2, 3, 4 e 5 representam a variagdo nos parametros CT, CFT, angulo a, MCF e ML da
tromboelastometria com os reagentes intem®, extem® e fibtem®, para os grupos controle e DRC.

O tempo de coagulagdo - CT (Figura 1) apenas o reagente intem® nio apresentou diferenca significativa
entre os grupos, com valores menores no grupo DRC.

O tempo de formacdo do coagulo - CFT (Figura 2) apresentou diferenca entre os grupos para todos os
reagentes, valores menores no grupo DRC. O fibtem® nio produziu resultados de CFT para o grupo controle.
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0 angulo a (Figura 3) apresentou diferenca entre os grupos para todos os reagentes, com valores maiores
no grupo DRC.

A firmeza maxima do coagulo - MCF (Figura 4) apresentou diferenca entre os grupos para todos os
reagentes, com valores maiores no grupo DRC.

A lise maxima - ML (Figura 5) apresentou diferenca entre os grupos para todos os reagentes, com valores
menores no grupo DRC.

DISCUSSAO

Na tromboelastometria, a hipercoagulabilidade sanguinea é caracterizada pelo encurtamento do tempo de
coagulagio (CT) e do tempo de formagio do codgulo (CFT), aumento do angulo a e da firmeza maxima do coagulo
(MCF) (Goggs et al.2014). O encurtamento do CT no presente estudo sugere que a formacdo da fibrina esta
ocorrendo de forma mais rapida. Este indicador pode ser influenciado pelo ativador utilizado, mas as demais
variaveis sdo minimamente influenciadas (Smith et al. 2010). A utilizagdo dos reagentes intem® e extem®
permitem avaliar a formagdo da trombina ocorrendo de forma exclusiva em cada via da coagulacdo, intrinseca e
extrinseca respectivamente. O fibtem® permite avaliar a formacdo da fibrina a partir do fibrinogénio
principalmente, sem a fun¢do das plaquetas no processo (Mcmichael & Smith 2011).

Os testes plasmaticos de coagulagdo apresentaram encurtamento do tempo de protrombina - TP (via
extrinseca) mas ndo do tempo de tromboplastina parcial ativado. Adicionalmente o CT com extem® apresentou
encurtamento, sendo equivalente ao TP. O CT com intem® ndo apresentou diferenca entre os grupos, demostrando
sua equivaléncia ao TTPA. Nossos achados corroboram com Falco e colaboradores (2013), que também
encontraram encurtamento do tempo de coagulacdo apenas com extem®, em cides azotémicos e proteinuricos,
enquanto que no intem® isso ndo ocorreu. Caracterizando um estado de hipercoagulabilidade.

Donahue e colaboradores (2011) também verificaram hipercoagulabilidade caracterizada pela rapidez na
formacdo do codgulo (menor CFT e dangulo a aumentado) em cies com insuficiéncia renal e nos casos de nefropatia
com proteinuria (RPC>2). Estes dados também foram encontrados neste estudo, em que selecionamos apenas caes
com RPC>1, sugerindo ser um importante fator a se considerar quanto ao risco trombético em cdes com DRC.

A fase de estabilizagdo do coagulo, representada pelo MCF foi significativamente diferente entre os grupos
estudados. A utilizacao do ativador fibtem®, que inibe as plaquetas, permite avaliar a contribui¢do do fibrinogénio
nesta fase. Fato confirmado pois encontramos alteragées ndo sé no MCF do extem®, mas também no fibtem®. Além
disso a concentragio de fibrinogénio foi significativamente maior no grupo DRC, comparado ao grupo controle. A
firmeza maxima do codgulo aumenta em humanos (Lang et al. 2009) e em caes (Wiinberg et al. 2008) de maneira
dependente a concentracdo do fibrinogénio. Prihirunkit e colaboradores (2011) verificaram um aumento
significativo de fibrinogénio em cdes com DRC, bem como a reducdo da AT nesses animais. A sele¢do de animais
com RPC>1 e os resultados de hipercoagulabilidade e de aumento na concentracdo de fibrinogénio nos animais
com DRC, levam-nos a sugerir que a razdo proteina/creatinina urindria e a concentragio de fibrinogénio podem
ser considerados fatores interferentes para a estabilidade do coagulo e aumento do risco tromboético. Porém,
Lennon e colaboradores (2013) ja concluiram que RPC e antitrombina ndo podem ser utilizados como fatores
preditivos isoladamente.

O aumento da viscosidade sanguinea conjuntamente a hipertensdo produz maior resisténcia ao fluxo
sanguineo, o que pode causar isquemias (Lee 1997). Consequentemente causa dano endotelial verificado pelo
aumento do fator de von Willebrand e de trombomodulina (Li-Saw-Hee et al. 1997), também ha ativacao
plaquetaria, aumento do fibrinogénio e da fibrinélise (Lee 1997).

Apesar de a TEM néo ser a técnica mais acurada para a avaliagio da funcdo plaquetaria, esta forneceu dados
que sustentam a hip6tese da contribui¢do da agregacido plaquetaria para a hipercoagulabilidade em cdes com DRC,
verificado pelo aumento das variaveis CFT, angulo a e MCF, que sdo correlacionadas com a concentracdo de
plaquetas em cies (Smith et al. 2012). Um estudo semelhante realizado em cées (Falco et al. 2013), sem a avaliagio
da agregacdo plaquetaria ja havia encontrado indicios da participacdo das plaquetas no processo de
hipercoagulabilidade por meio da TEM. Porém, ndo observamos diferencas significativas na concentragdo das
plaquetas entre os grupos, nem mesmo na avaliacdo da fung¢do plaquetaria. O que chama atencdo neste ultimo
teste, é que o grupo DRC apresentou valores menores de agregacdo plaquetaria. As plaquetas podem apresentar
hipofuncdo in vivo, mas quando avaliadas de forma isolada e sem a presenca de fluxo, elas podem apresentar
funcdo normal (Zwaginga et al. 1991).

Neste ponto, um complexo mecanismo no processo de hemostasia fica estabelecido, pois apesar do quadro
de hipercoagulabilidade sanguinea as plaquetas ndo seriam fatores de risco trombotico. A participacdo das
plaquetas parece contribuir para o risco hemorragico em caes com DRC, que pode ser devido a niveis elevados de
fibrinogénio que reduzem a disponibilidade de receptores plaquetarios ao ADP (Meade et al. 1985). O grupo DRC
apresentou maiores concentracoes de fibrinogénio.

Osresultados da TEM podem ser afetados pelo valor do hematdécrito. Valores baixos de hematécrito podem
produzir tracados indicando hipercoagulabilidade sanguinea, enquanto hematdécrito elevado pode dar indicios de
hipocoagulabilidade (Mcmichael & Smith 2011). Smith e colaboradores (2012) verificaram a possibilidade da
influéncia do citrato de sédio nos resultados da TEM quando avaliaram animais anémicos, e ndo encontraram
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diferencas significativas nos resultados em condi¢des nas quais se corrigia ou nido a quantidade de citrato de
acordo com o hematécrito. Em nosso estudo, encontramos diferencas significativas entre o grupo controle e DRC
nos valores de hemacias, hemoglobina e hematécrito, mas ndo foram observadas diferengas nos resultados de VCM
e CHCM, o que caracteriza a anemia ndo regenerativa ja esperada na DRC (Macdougall 2007).

0 efeito do hematdcrito nos resultados da TEM pode ser um potencial limitante quando a TEM é realizada
em animais anémicos. Porém os resultados dos testes convencionais como TP e a concentragdo do fibrinogénio,
sustentam a condi¢cdo de hipercoagulabilidade que encontramos na TEM. Além disso, Brooks e colaboradores
(2014) em condigdes experimentais verificaram que a influéncia do hematdcrito no tragado da TEM néo é valida,
mas sim as condi¢oes de viscoelasticidade do sangue de caes.

No presente estudo, verificamos uma menor taxa de fibrinélise nos animais com DRC, devido a redugdo da
porcentagem de lise maxima (ML), como também encontramos uma hipoalbuminemia significativa nos mesmos
animais. Também encontramos uma correlagdo moderada entre estas variaveis. A hipoalbuminemia e menor ML
podem ser explicados pela perda urinaria da albumina e do plasminogénio. Estes dois achados foram estudados
por Gandrille e Aiach (1990) que verificaram que pode haver um papel importante da hipoalbuminemia na
deposicao de fibrina, gerando codgulos anormais e com capacidade reduzida de se ligar ao plasminogénio.

A tromboelastometria se mostrou uma ferramenta eficiente para detectar evidéncia de
hipercoagulabilidade e avaliar o risco trombético em pacientes com DRC ou outras nefropatias que causem
azotemia e proteinuria.

Os exames que avaliam a hemostasia em pacientes nefropatas na rotina do atendimento clinico ainda sao
escassos e onerosos. A investigacdo mais acurada das alteragdes hemostaticas nesses pacientes, por meio de
equipamentos precisos e com resultados rapidos como a TEM, se faz necessaria haja vista o processo complexo
que podem ser encontradas na DRC. Assim, com diagndstico rapido e a intervencio terapéutica adequada, busca-
se melhorar o prognéstico e sobrevida destes animais.

CONCLUSOES
As vias intrinseca e extrinseca da cascata de coagulagio estdo envolvidas no complexo processo que leva a
tendéncias tromboticas em cdes com DRC, porém as plaquetas parecem nao contribuir para este estado.
S3o necessarios estudos clinicos para comprovacdo de que os achados de hipercoagulabilidade sanguinea
nos cies com DRC neste estudo impliquem na ocorréncia de eventos tromboticos.
Os resultados do presente estudo demonstraram que cides proteintricos com DRC apresentam evidéncias
de risco trombético caracterizado pela hipercoagulabilidade sanguinea e hipofibrinélise verificadas na TEM.
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Titulos dos quadros
Quadro 1. Mediana, primeiro quartil (1q) e terceiro quartil (3q) dos pariametros da hematimetria,
plaquetas e leucdcitos totais de cies nos grupos controle e DRC.

Quadro 2. Mediana, primeiro quartil (1q) e terceiro quartil (3q) dos parametros bioquimicos e urinarios
de cies nos grupos controle e DRC.

Quadro 3. Mediana, primeiro quartil (1q) e terceiro quartil (3q) do tempo de tromboplastina parcial
ativado (TTPA), tempo de protrombina (TT), fibrinogénio e da agregacao plaquetaria de cies nos grupos
controle e DRC.

Legendas das figuras
Figura 1. Tempo de coagulacdo (CT) dos grupos controle e DRC para os reagentes intem®, extem® e fibtem®. *:
Variaveis que apresentaram diferencas significativas (*p<0,05).

Figura 2. Tempo de formacdo do codgulo (CFT) dos grupos controle e DRC para os reagentes intem®, extem® e
fibtem®. *: Variaveis que apresentaram diferencas significativas (*p<0,05).

Figura 3. Angulo alfa (a) dos grupos controle e DRC para os reagentes intem®, extem® e fibtem®. *: Variaveis que
apresentaram diferencas significativas (*p<0,05).

Figura 4. Firmeza maxima do coagulo (MCF) dos grupos controle e DRC para os reagentes intem®, extem® e
fibtem®. *: Variaveis que apresentaram diferencas significativas (*p<0,05).

Figura 5. Lise maxima (ML) dos grupos controle e DRC para os reagentes intem®, extem® e fibtem®. *: Variaveis
que apresentaram diferencas significativas (*p<0,05).
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Quadros
Controle DRC

Parametro Mediana 1q 3q Mediana 1q 3q
Hemacias* 7,35 6,89 7,89 3,51 2,79 3,98
Hemoglobina* 17,7 16,4 18,4 8,1 6,6 9,3
Hematocrito* 52 47 54,5 25 22 28
VCM 68,99 65,27 70,41 71,21 68,10 72,97
CHCM* 34,86 33,58 35,38 32,61 32,19 33,13
Plaquetas 280.000 221.000 369.825 276.000 248.000 299.000
Leucécitos 8.100 6.900 11.150 10.800 9.200 15.600

Hemacias (x10¢/uL); Hemoglobina (g/dL); Hematécrito (%); Plaquetas (/pL); Leucécitos (/uL);
*: variaveis que apresentaram diferencas significativas (p<0,05).

Controle DRC
Parametro Mediana 1q 3q Mediana 1q 3q
Ureia* 33,0 29,0 46,4 236,0 161,0 293,0
Creatinina* 0,9 0,7 1,1 59 4.4 6,8
Proteina sérica* 6,2 5,9 6,5 57 4,9 6,1
Albumina* 3,5 3,5 3,6 2,5 2,0 2,6
Proteina urinaria* 40,0 26,5 60,0 126,0 99,0 195,0
Creatinina urinaria* 250,9 163,0 337,1 50,4 41,0 66,0
RPC* 0,14 0,10 0,22 2,5 1,80 3,0

Ureia (mg/dL); Creatinina (mg/dL); Proteina sérica (g/dL); Albumina (g/dL); Proteina urinaria (mg/dL);
Creatinina urinaria (mg/dL); RPC: razdo proteina creatinina urindria.
*: variaveis que apresentaram diferencas significativas (p<0,05).

Controle DRC
Parametro Mediana 1q 3q Mediana 1q 3q
TTPA 11,5 11,1 12,4 12,6 11,2 13,3
TP* 9,7 8,9 10,3 8,0 7,9 8,7
Fibrinogénio* 312,6 261,6 354,2 489,2 456,2 504,0
Amplitude 12,4 10,4 16,4 49 3,7 16,7

TTPA e TP: segundos; Fibrinogénio: mg/dL; Amplitude (ohms);
*: variaveis que apresentaram diferencas significativas (p<0,05).
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Anexo 1 - Diretrizes para preparacao do artigo a ser submetido a revista Pesquisa Veterinaria
Brasileira.

INSTRUCOES A0S AUTORES

Os artigos devem ser submetidos através do Sistema Scholar
One,link<https://mc04.manuscriptcentral.com/pvb-scielo>,
com os arquivos de texto na versdo mais recente do Word
e formatados de acordo com o modelo de apresentagio dis-
poniveis no ato de submissio e no site da revista (www.pvb.
com.br). Devem constituir-se de resultados de pesquisa ainda
ndo publicados e ndo considerados para publicagdo em outro pe-
riédico.

Apesar de nio serem aceitas comunicagdes (Short commu-ni-
cations) sob a forma de “Notas Cientificas”, ndo ha limite minimo
do nimero de paginas do artigo enviado.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides
e conceitos emitidos nos artigos, o Conselho Editorial, com a as-
sisténcia da Assessoria Cientifica, reserva-se o direito de sugerir
ou solicitar modificagdes aconselhdveis ou necessérias. Os artigos
submetidos sio aceitos através da aprovagio pelos pares (peer
review).

NOTE: Em complementagdo aos recursos para edi¢io da
revista é cobrada taxa de publicagio (paper charge) no valor
de R$ 1.500,00 por artigo editorado, na ocasido do envio da
prova final, ao autor para correspondéncia.

1. Os artigos devem ser organizados em Titulo, ABS-
TRACT, RESUMO, INTRODUC;QO, MATERIAL E METODOS, RE-
SULTADOS, DISCUSSAO, CONCLUSOES, Agradecimentos e RE-
FERENCIAS:

a) o Titulo deve ser conciso e indicar o conteido do artigo;
pormenores de identificagdo cientifica devem ser colocados em
MATERIAL E METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente abreviar
seus nomes quando compridos, mas mantendo o primeiro
nome e o ultimo sobrenome por extenso, como por exemplo:

Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto (in-
verso, Peixoto P.V.); Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin
Riet-Correa (inverso, Riet-Correa F). Os artigos devem ter no
maximo 8 (oito) autores;

c) o ABSTRACT deve ser uma versio do RESUMO em portu-
gués, podendo ser mais explicativo, seguido de “INDEX TERMS"
que incluem palavras do titulo;

d) o RESUMO deve conter o que foi feito e estudado, indi-
cando a metodologia e dando os mais importantes resultados e
conclusées, seguido dos “TERMOS DE INDEXACAQ” que incluem
palavras do titulo;

e) a INTRODUCAO deve ser breve, com citagio bibliografica
especifica sem que a mesma assuma importancia principal, e fina-
lizar com a indicagio do objetivo do artigo;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados
que permitam a repeti¢do da experimentagio por outros pesqui-
sadores. Em experimentos com animais, deve constar a aprovagio
do projeto pela Comissio de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentagio concisa dos
dados obtidos. Quadros (em vez de Tabelas) devem ser prepa-
rados sem dados supérfluos, apresentando, sempre que indica-
do, médias de varias repeticies. E conveniente expressar dados
complexos, por graficos (=Figuras), ao invés de apresenta-los em
Quadros extensos;

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante
da literatura. Nao convém mencionar artigos em desenvolvimento
ou planos futuros, de modo a evitar uma obrigagdo do autor e da
revista de publica-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados
apresentados;

j) Agradecimentos devem ser sucintos e nao devem aparecer
no texto ou em notas de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluira a bibliografia cita-
da no artigo e a que tenha servido como fonte para consulta indi-
reta, devera ser ordenada alfabetica e cronologicamente, pelo so-
brenome do primeiro autor, seguido dos demais autores (todos),
em caixa alta e baixa, do ano, do titulo da publicagio citada, e,
abreviado (por extenso em casos de divida), o nome do periédico

ou obra, usando sempre como exemplo os tltimos fasciculos da
revista (www.pvb.com.br).

2. Na elaboracdo do texto devem ser atendidas as seguin-
tes normas:

a) A digitagdo deve ser na fonte Cambria, corpo 10, entre-
linha simples; a pdgina deve ser no formato A4, com Zcm de
margens (superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve ser
corrido e ndo deve ser formatado em duas colunas, com as legen-
das das Figuras no final (logo apés as REFERENCIAS). As Figuras
e 0s Quadros devem ter seus arquivos fornecidos separados do
texto. Os nomes cientificos devem ser escritos por extenso no ini-
cio de cada capitulo.

b) a redacdo dos artigos deve ser concisa, com a linguagem,
tanto quanto possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais
de chamada para notas de rodapé serdo ntimeros arabicos colo-
cados em sobrescrito apds a palavra ou frase que motivou a nota.
Essa numeracdo serd continua por todo o artigo; as notas deverao
ser langadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo nimero
de chamada, sem o uso do “Inserir nota de fim", do Word. To-
dos os Quadros e todas as Figuras tém que ser citados no texto.
Estas citacbes serdo feitas pelos respectivos niumeros e, sempre
que possivel, em ordem crescente. ABSTRACT e RESUMO serdo
escritos corridamente em um sé paragrafo e ndo devem conter
citagdes bibliograficas.

c) no rodapé da primeira pagina devera constar enderecgo
profissional completo de todos os autores (na lingua do pais
dos autores), o e-mail do autor para correspondéncia e dos
demais autores. Em sua redagio deve-se usar virgulas em vez de
tragos horizontais;

d) siglas e abreviagdes dos nomes de instituicdes, ao aparece-
rem pela primeira vez no artigo, serdo colocadas entre parénte-
ses, apos 0 nome da instituiciio por extenso;

e) citages bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e
ano”; artigos de até dois autores serdo citados pelos nomes dos
dois, e com mais de dois, pelo nome do primeiro, seguido de “et
al’, mais o ano; se dois artigos ndo se distinguirem por esses ele-
mentos, a diferenciacdo serd feita através do acréscimo de letras
mintsculas ao ano. Artigos ndo consultados na integra pelo(s)
autor(es), devem ser diferenciados, colocando-se no final
da respectiva referéncia, “(Resumo)” ou “(Apud Fulano e
0 ano.)”; a referéncia do artigo que serviu de fonte, sera in-
cluida na lista uma sé vez. A mencio de comunicagio pessoal e
de dados ndo publicados é feita no texto somente com citagio de
Nome e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados adicio-
nais, como a Instituigdo de origem do(s) autor(es). Nas citagdes
de artigos colocados cronologicamente entre parénteses, ndo se
usara virgula entre o nome do autor e 0 ano, nem ponto-e-vir-
gula ap6s cada ano, como por exemplo: (Priester & Haves 1974,
Lemos et al. 2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS devera ser apresentada em caixa
alta e baixa, com os nomes cientificos em itdlico (grifo), e sem-
pre em conformidade com o padrio adotado nos iltimos fas-
ciculos da revista, inclusive quanto a ordenagio de seus varios
elementos.

3. Os graficos (=Figuras) devem ser produzidos em 2D, com
colunas em branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas. A chave
das convengdes adotadas sera incluida preferentemente, na area
do grafico (=Figura); evitar-se-a o uso de titulo ao alto do grafico
(=Figura).

4. As legendas explicativas das Figuras devem conter in-
formagdes suficientes para que estas sejam compreensiveis, (até
certo ponto autoexplicativas, independente do texto).

5. 0s Quadros devem ser explicativos por si mesmos. Entre
o titulo (em negrito) e as colunas deve vir o cabegalho entre dois
tragos longos, um acima e outro abaixo. Ndo ha tragos verticais,
nem fundos cinzas. Os sinais de chamada serdo alfabéticos, re-
comecandos, se possivel, com “a” em cada Quadro; as notas serdo
langadas logo abaixo do Quadro respectivo, do qual serdo separa-
das por um trago curto a esquerda.
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Regina Kiomi Takahira, desta Faculdade, a ser conduzido por
Daniele Silvano Gongalves foi aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) desta Faculdade.

Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, em 11 de abril de

2014.
\ N—~~)
\ IO
Profa.Ass.Dra. Mar% Lﬁci\a omes Lourencgo

Presidente da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu

a7
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Anexo 3 — Termo de consentimento livre e esclarecido apresentado aos proprietarios dos
animais participantes do projeto.

A UNIVEREIDADE ESTADUAL PALILISTA f;w\;r\' fmuz = un'ES'p

unesp AL O MESGUITA FILHG® -
Faculdads de Medicina Veterinana ¢ Joobecnia

Carmpiss o Bolucalu

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Declaro para os devidos fins que estou ciente e autorizo a
realizacdo do procedimento “coleta de sangue e urina”, referente ao
Projeto de Pesquisa intitulado Avaliagdo das alteracoes
hemorragicas e tromboembolicas em cdes com doenga renal

cronica, de responsabilidade de Daniele Silvano Gongalves.

Nome do animal:

Nome do Responsavel:

RG: Data: ! /

Assinatura;




