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ASSUNCAO, P.C.F. Tromboelastometria (ROTEM) em gatos da raga Maine Coon
portadores e nao portadores da mutacdao (A31P) no gene MYBPC3 para
miocardiopatia hipertréfica. Botucatu, 2019. 111p. Tese (Doutorado) - Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu.
RESUMO

A miocardiopatia hipertréfica € a doenga cardiaca mais observada em gatos da raca
Maine Coon e esta diretamente relacionada a presenca de uma mutagéo (A31P) que
ocorre no gene da proteina C miosina ligante (MYBPC3). A doenga pode provocar em
determinados pacientes quadros secundarios graves como o tromboembolismo
arterial (TEA). O objetivo do presente trabalho foi avaliar gatos da raca Maine Coon
nao portadores da mutagédo A31P no gene MYBPC3 (G1) e portadores da mutagao
A31P no gene MYBPC3 (G2), por meio do perfil tromboelastométrico. Foram
selecionados no estudo 15 gatos pertencentes ao grupo G1 e 15 gatos G2,
previamente avaliados para A31P-MYBPC3, tendo como critério de inclusdo a
presenga ou hdo da mutagao e higidez clinica e laboratorial para hemograma e provas
de bioquimicas séricas. A coleta das amostras ocorreu em momento Unico apoés
avaliacao ecocardiografica. A analise estatistica foi realizada por meio de analise
descritiva dos dados seguida da comparagdo dos grupos ao nivel de 5 % de
significancia. No presente estudo o perfil pela tromboelastometria (TEM) nao
identificou diferengas quando comparados os grupos G1 e G2, portanto os animais
nao demonstraram variagdes de coagulabilidade. A concentragao sérica de albumina
foi significativamente menor no G2, mas se manteve dentro dos intervalos de
referéncia para a espécie. No ecocardiograma foi observada alteragdo no volume
diastdlico final no G2, indicando a presenca de possivel disfuncido diastélica. O G2
também apresentou diminuigdo de tempo de coagulagdo (CT) e aumento de lise
maxima (LM), no INTEM em relagéo aos intervalos de referéncia para a espécie,
porém, o perfil tromboelastométrico ndo evidenciou alteragdes de coagulabilidade
quando comparados os grupos. Os resultados revelam a importancia da associagao
das alteragdes do ecocardiograma com exames laboratoriais especificos como a
tromboelastometria, especialmente em animais geneticamente predispostos.
Palavras chave: hemostasia, hipercoagulabilidade, ecocardiograma,

tromboembolismo, diastodlica.
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ABSTRACT

Hypertrophic cardiomyopathy is the most observed heart disease in Maine Coon cats
and is directly related to the presence of a mutation (A31P) occurring in the myosin
binding protein C (MYBPC3) gene. The disease can cause serious side effects such
as arterial thromboembolism (ATE) in certain patients. The objective of the present
study was to evaluate the thromboelastometric profile in cats Maine Coon breed
without mutation A31P on MYBPC3 gene (G1) and mutation carrier (G2). Thirty cats
previously evaluated for A31P-MYBPC3 were divided into G1 and G2 groups (n=15).
The inclusion criteria were the presence or absence of mutation and clinical data, blood
counts and serum biochemistry within reference intervals. The samples were taken at
a single moment after an echocardiographic evaluation. Statistical analysis was
performed through descriptive data analysis followed by comparison of groups at the
5% level of significance. In the present study, the profile by thromboelastometry (TEM)
did not identify differences when comparing groups G1 and G2, and the animals
showed no coagulability variations. Serum albumin concentration was significantly
lower in the mutation carrier group (G2), but it remained within the reference intervals
for the species. On the echocardiogram, a change in final diastolic volume was
observed in the carrier group, indicating that the carrier animals should be evaluated
to previous identification of possible diastolic dysfunction. The carrier group also
presented a decrease of CT and an increase of ML in INTEM in relation to the
reference values for the species, but the thromboelastomethic profile did not identify
coagulability changes when comparing both groups. The results demonstrated the
importance of the association of the echocardiogram profile with specific laboratory
tests such as thromboelastometry, mainly in genetically predisposed cats.

Key words: hemostasis, hipercoagulability, echocardiogram, tromboembolism,

diastolic.
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1. INTRODUGAO

As miocardiopatias em felinos constituem as maiores causas de morbidade e
mortalidade em felinos cardiopatas, e a miocardiopatia hipertréfica (MCH) € a mais
prevalente das desordens cardiacas, sugerindo um carater hereditario principalmente
em felinos com ragas de pelo curto (FOX E SCHOBER, 2015).

A apresentacao desta doenga em felinos se assemelha, em aspectos clinicos
e patolégicos, com quadros clinicos observados em seres humanos e, portanto,
representa uma oportunidade de estudo como modelo experimental. Acredita-se que
nenhuma outra espécie desenvolva a MCH espontaneamente como observado no ser
humano e no felino. (MARON E FOX, 2015).

A doenga quando manifestada em felinos € comumente associada a morte
subita, faléncia cardiaca progressiva, e tem como principal complicagdo o
tromboembolismo. Assim como em seres humanos, a fisiopatogenia da MCH esta
associada a obstrucao ventricular esquerda e/ou a disfungéo diastélica progressiva
(FOX et al., 2014).

Os felinos domésticos da raga Maine Coon, apresentam a mutagdo do gene
sarcomérico da proteina C miosina ligante, uma heranca genética autossémica que
pode alterar mecanismos fisiolégicos causando hipertrofia ou disfungao diastélica no
coragao (GODIKSEN, 2011). A avaliagcédo da presenga desta mutagao tem favorecido
o controle dos animais portadores e a realizacédo do controle reprodutivo dos mesmos
e assim evitar a disseminacao do gene de origem familiar (PELLEGRINO, 2014).

Doengas do miocardio sdo doencas complexas e heterogéneas, e os
mecanismos de resposta e progressao foram pouco estudados (HAGGSTROM,
2015). Em seres humanos, a ativagao plaquetaria e o aumento da expresséo de P-
selectina expressao estdo associadas a inflamag¢ao do miocardio, infarto do miocardio
e cardiomiopatia (WEIKERT et al., 2002; SCHMALBACH et al., 2015, LI et al., 2016).
A presenca de reatividade plaquetaria, pode indicar eventos tromboembdlicos e gatos
com MCH é observada alteragao da funcao plaquetaria, e gatos da raga Maine Coon
que possuem a mutagdo (A31P) na proteina C miosina ligante (MYBPC3)
apresentaram aumento da expressdo de P-selectina, indicando que as plaquetas
podem desempenhar um papel importante nos estados de hipercoagulabilidade na
MCH para esta espécie (TABLIN et al., 2014; LI et al., 2016).



20

A avaliacao pré-clinica de animais portadores assintomaticos pode refletir em
uma maior sobrevida dos animais, como ja observado em seres humanos (FOX et al.,
2018). A avaliacdo do perfil hemostatico destes animais, por meio da
tromboelastometria (TEM) ndo foi descrita ou relatada, portanto a avaliacdo de
possiveis quadros de hipercoagulabilidade relacionados a miocardiopatia hipertréfica
em animais portadores néo foi elucidada.

Levando-se em consideragdo as duvidas a respeito da avaliacdo das
cardiomiopatias hipertroficas felinas, prognostico e diagnodstico da doenga e suas
complicagdes relacionadas ao estado de hipercoagulabilidade, o presente estudo tem
como objetivo avaliar o perfil tromboelastométrico de gatos portadores da mutagao

MYBPC3 que predispde o possivel desenvolvimento da MCH.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Miocardiopatias em felinos

As miocardiopatias sdo doencas amplamente estudadas na medicina por mais
de quatro décadas, e foram identificadas principalmente em gatos apesar de
acometerem diversas outras espécies, incluindo caes. O quadro clinico destas doengas
se assemelha quando comparados felinos e seres humanos, e representa uma
oportunidade de estudo como modelo experimental. Acredita-se que nenhuma outra
espécie desenvolva a miocardiopatia hipertréfica (MCH) espontaneamente como
observado no homem e no felino (BATY, 2004; ABBOT, 2010; COTE et al., 2011).

Existem diferentes classificagdes para as miocardiopatias, mas atualmente a
utilizada amplamente é a categorizagdo quanto a etiologia: em primarias ou idiopaticas
(afeccbes inerentes ao miocardio); ou secundarias (outras doengas cardiacas,
metabdlicas ou vasculares). E quanto a fungao cardiaca em: as que causam disfuncéo
sistolica, disfungdo diastélica ou ambas (COTE et al., 2011; PELLEGRINO, 2014,
COTE, 2017).

A miocardiopatia hipertrofica (MCH) se inclui no grupo de miocardiopatias mais
prevalentes e a principal causa de morbidade e mortalidade em gatos (FOX e
SCHOBER, 2015), acompanhadas da miocardiopatia dilatada (MCD), miocardiopatia
restritiva (MCR) e miocardiopatia arritmogénica ventricular direita (CAVD) As
alteracbes provocadas por estas doencas, se referem a caracteristica principal: o
disfuncao estrutural e funcional dos musculos cardiacos (BRIZARD et al., 2009; WARE
et al., 2007).

A MCH é uma doencga considerada primaria relacionada ao miocardio e com
amplo aspecto morfolégico e clinico. Embora a maioria dos animais permanegam
assintomaticos, podem ocorrem complicagdes como insuficiéncia cardiaca congestiva
e tromboembolismo arterial (TEA). A etiologia destas doengas nao esta amplamente
esclarecida, mas sabe-se que felinos das ragcas Maine Coon, Ragdoll, Persa, tém
predisposi¢cao genética para desenvolve-las (FOX et al., 2018).

Em um estudo retrospectivo, foi observado que avaliagao pré-clinica de animais
assintomaticos para miocardiopatias, pode refletir em uma maior sobrevida dos
animais, como ja é observado em seres humanos (FOX et al., 2018). Ainda existem
muitas duvidas relacionadas a miocardiopatia hipertrofica e a coagulabilidade destes

pacientes.
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2.1.1. Miocardiopatia hipertréfica (MCH)

A miocardiopatia hipertrofica (MCH) foi reconhecida ha mais de cinquenta anos,
com a primeira descricdo da doenga em seres humanos publicada em 1958, seguida
do primeiro relato clinico no inicio da década de 1960 (TEARE, 1958). Desde entao,
estudos clinicos, bioquimicos, patolégicos e genéticos fizeram um enorme progresso
para entender melhor essa doenga (UEDA e STERN, 2017). Em gatos, a prevaléncia
da doenga descrita na literatura varia de 8,5% (HAGGSTROM et al., 2015) a 41,5%
(PAIGE et al., 2009), com diferengas de acordo com o estudo e com o padrao racial
avaliado.

A MCH em felinos quando esta ligada a caracteristica hereditaria familiar esta
relacionada ao miocardio e é caracterizada por espessamento assimétrico das paredes
do ventriculo esquerdo, que nao pode ser relacionada com doencga cardiaca prévia ou
doenga sistémica, como hipertireoidismo, acromegalia e hipertensdo arterial
secundaria (SCHOBER et al., 2016). A doenca é geralmente associada a mutagdes na
codificagdo do sarcébmero com variaveis fenotipicas diferentes devido a sua
caracteristica de penetrancia variavel, por exemplo, em alguns animais portadores da
mutagdo a ocorréncia de alteragdo no espessamento da parede ventricular nem
sempre € observada (HAGGSTROM, 2015; FREEMAN et al., 2017).

Os gatos machos, jovens ou idosos s&o os principais acometidos por esta
doenga, mas a idade média para o diagndstico da doenga pode variar de quatro meses,
cinco anos e meio, até os 17 anos de idade principalmente com relagao a predisposi¢cao
racial, por exemplo: gatos da raga Ragdoll e Maine Coon, tém apresentagao precoce
da doencga, enquanto nos Persas o diagnostico é evidenciado em animais idosos
(WARE et al., 2007; FERASIN 2012; PAYNE et al., 2015). Uma particularidade da raga
Maine Coon é que animais jovens (um ano e meio até trés anos de idade) que
apresentam a manifestacao clinica da doenca tém sinais de insuficiéncia cardiaca
congestiva e vém a 6bito; ja em pacientes da raca Ragdoll, estas alteragcdes podem
ocorrer antes do primeiro ano de vida (TREHIOU-SECHI et al., 2012; BORGEAT et al,
2014; KIMURA, 2016). Os felinos da raga Maine Coon, merecem destaque, pois 0s
aspectos hereditarios, fenotipicos e caracteristicas fisiolégicas da MCH sao similares
as observadas na MCH em seres humanos de origem familiar (KITTELSON et al.,
1999; MEURS et al., 2005; ABBOTT et al., 2010; COTE et al., 2011).

Uma mutagdo para a miocardiopatia hipertréfica foi identificada no gene
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sarcomérico da proteina C miosina ligante (MYBPC3) em gatos Maine Coon. Essa
identificagao € importante, pois atribui a MCH o padrao de doenga genética de origem
autossdmica dominante (MEURS et al., 2005; MCDONALD et al., 2007; GODIKSEN et
al., 2011). Acredita-se que em outras ragas possam existir mutagcdes que levem ao
desenvolvimento das miocardiopatias, similares a MYBPC3 ou que alterem
mecanismos fisioldégicos, como por exemplo, o transporte de calcio no miocardio e
aumento da sensibilidade do miocardio as catecolaminas, resposta anormal de
hipertrofia frente a isquemia, a fibrose ou a fatores troficos, anormalidade colagena
primaria, influéncia relacionada a taxa de crescimento e fatores nutricionais (BATE,
2004; BONAGURA, 2010; BORGEAT et al., 2014). Em seres humanos, mesmo com o
grande numero de genes descritos, ainda ndo foram bem elucidados os mecanismos
que desencadeiam a manifestacdo fenotipica da MCH (MARSIGLIA et al., 2014,
MARSIGLIA e PEREIRA, 2014).

Uma das teorias a respeito da fisiopatologia da MCH relacionada as mutagdes
MYBPC3 é que quando presente ela promove uma redug¢ao da contracao e funcéo dos
sarcOmeros, e que o miocardio supostamente sofreria remodelamento, compensando
essa alteragdo, com consequente substituicdo dos sarcomeros alterados por outros
adicionais, causando assim hipertrofia e rearranjo de midcitos e miofibrilas
(KITTLESON et al., 1999; MEURS et al., 2005; MCDONALD et al., 2007; GODIKSEN
etal., 2011).

A disfungao diastdlica é a principal alteracdo observada na MCH, relacionada
ao relaxamento cardiaco, pelo espessamento miocardico, o qual leva ao aumento da
rigidez ventricular e, desta forma, a alteragdo no enchimento ventricular esquerdo e
aumento das pressoes diastdlicas tanto no atrio quanto no ventriculo (CONNOLLY et
al., 2003; HAGGSTROM, 2015; SCHOBER et al., 2016; FOX et al., 2018).

O relaxamento ventricular inicial (processo ativo) fica mais lento ou incompleto,
aumentando o tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV), o que diminui o
preenchimento ventricular inicial e aumenta a importancia da contragao atrial para o
preenchimento do ventriculo (FERASIN, 2009). A presenca de fibrose e alteragdes no
miocardio podem contribuir com o desenvolvimento de rigidez anormal do ventriculo
esquerdo, pois colaboram com pressdes de enchimento progressivas e maiores. O
atrio aumenta de tamanho, as vezes de forma acentuada, mas o volume ventricular
esquerdo permanece normal ou diminuido (CONNOLLY et al., 2003; MCDONALD et
al., 2007; WARE, 2007).
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Existem descritos na literatura padroes de hipertrofia para MCH: a hipertrofia
simétrica difusa que compromete o septo ventricular e a parede do ventriculo esquerdo;
a hipertrofia assimétrica difusa, que atinge principalmente o septo interventricular; a
hipertrofia segmentada restrita, ou restritiva a parede ventricular; a segmentada, que
atinge fragmentos nao adjacentes do septo interventricular e do ventriculo esquerdo,
e, por ultimo, existem as relacionadas apenas aos musculos papilares (FERASIN,
2009; PELLEGRINO et al., 2014).

O movimento anterior sistolico da valva mitral (MAS) e seu contato com o septo
ventricular sdo causados pela hipertrofia ventricular e obstrucao da via de saida do
ventriculo esquerdo (VE) em animais com MCH. A caracteristica principal do MAS é
um movimento abrupto do folheto anterior (septal) da valva mitral em direcado ao septo
interventricular (SIV). Os movimentos anormais da valva mitral promovem um
estreitamento da regido e obstrugcédo da via de saida do volume sanguineo, uma vez
que a via de saida do VE tem comunicagao com o folheto dessa valva e com a parte
proximal do SIV; portanto, a inadequada abertura da valva mitral e a regurgitagao de
sangue para o atrio esquerdo (AE) resultam em estase e predisposi¢cao a formagao de
trombos (CHETBOUL et al., 2007; DANDEL et al., 2009; FERASIN, 2009; SCHOBER
et al., 2016).

Nas miocardiopatias, pode-se observar regurgitacao pela valva mitral devido a
presenca de mudancas estruturais do ventriculo esquerdo e dos musculos papilares,
ou a movimentacao sistélica anormal, as quais podem impedir o fechamento normal
da mitral. O volume regurgitado por sua vez promovera aumento de volume e pressao
atrial esquerda, levando a quadros de congestao e edema pulmonar (MCDONALD et
al.,, 2007). A funcao sistolica nos animais acometidos em sua maioria encontra-se
normal, mas alguns gatos apresentam taquicardia e disfungdo diastdlica regional
secundaria a presenga de infarto ou isquemia miocardica (BONAGURA, 2010).
Acredita-se que cerca de um quarto a um terco dos gatos com MCH apresentem
hipertrofia septal assimétrica e grau de regurgitacdo na tricuspide (WARE, 2007;
FERASIN, 2009).

A avaliagao do didmetro, volume, e fungéo do atrio esquerdo tém valor indicativo
de cronicidade e gravidade da disfuncao diastdlica observada na MCH, e quando
associada a insuficiéncia cardiaca pode apresentar sinal de fungao contratil atrial
reduzida. Em alguns gatos com MCH, além de congestao e edema pulmonar, pode-se

observar o desenvolvimento de efus&o pleural, geralmente transudato modificado, em
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consequéncia a insuficiéncia cardiaca, pelo aumento da pressao venosa pulmonar e
aumento da pressao hidrostatica (COTE et al., 2011; LINNEY et al., 2014).

Em quadros clinicos relacionados a MCH, s&o observados sinais discretos ou
acentuados que podem levar a quadros de dispneia, insuficiéncia cardiaca, fibrilacdo
atrial, acidente vascular cerebral e, em algumas situagdes, apresentagéo grave e morte
subita (MARSIGLIA et al., 2014).

A triagem dos animais por raga e faixa etaria auxilia no exame fisico do paciente
felino com suspeita de miocardiopatia, pois o prognostico esta relacionado ao aumento
do atrio esquerdo, idade e raga dos animais acometidos. A identificacdo de sopros e
arritmias durante a auscultacdo nem sempre € possivel em gatos portadores da
doenca, e ndo podem ser considerados sinais caracteristicos ou especificos para o
diagnostico da MCH (PAIGE et al., 2009; PAYNE et al., 2013; PELLEGRINO et al.,
2014).

O numero de animais diagnosticados com a doencga tem crescido durante os
anos com ao avango da tecnologia e ferramentas diagnosticas como o ecocardiograma
além da preocupacao e conscientizacdo dos tutores na busca pelo tratamento clinico
(PELLEGRINO et al., 2014).

2.1.2. Diagnéstico e tratamento

O diagnostico de MCH ¢é feito a partir dos sinais clinicos apresentados, da
anamnese e do exame fisico com auxilio de exames complementares, como
ecocardiografia, radiografias e eletrocardiograma. Dentre estes exames a
ecocardiografia € o método complementar de eleicdo para o diagnédstico das
cardiomiopatias felinas (DANDEL et al., 2009). O método permite uma avaliagdo néao
invasiva da estrutura e funcdo cardiaca bem como define os diferentes tipos de
miocardiopatias (FERASIN, 2009). Os gatos com MCH discreta podem permanecer
assintomaticos por anos, muitas vezes atendidos apenas quando apresentam
manifestagdes respiratérias ou sinais de TEA agudo (FOX et al., 2015).

Na ecocardiografia para diagnéstico da miocardiopatia, pode-se destacar como
caracteristicas da MCH os seguinte achados: espessura da parede diastélica =2 6 mm,
musculos papilares aumentados, obliteragao da via de saida do ventriculo esquerdo e
aumento da fragdo de encurtamento, aumento do atrio esquerdo, hipertrofia ventricular
direita, TRIV prolongado, dilatagdo de atrio direito (CHETBOUL, 2012 ; FUENTES E
WILKIE, 2015).



26

Idealmente, o tratamento das miocardiopatias em felinos deve ser direcionado
na resolugdo de todos os mecanismos patogénicos da doenga, como a disfuncéo
diastdlica e sistdlica, obstru¢ao do fluxo de saida, isquemia, arritmias, ativagdo neuro-
hormonal ativagdo e estado de hipercoagulabilidade (FERASIN, 2009). Deve-se
também levar em consideragdo as terapias que melhoram a atividade e fungédo do
miocardio e que podem levar a relaxamento ventricular esquerdo e diminuirem a
pressao e dilatagao atrial esquerda, reduzindo assim o risco de formagao de trombos
(HOGAN et al., 2017).

Um estudo de marcadores de coagulagado (complexo trombina-antitrombina, D-
dimeros e produtos de degradagao da fibrina ) mostrou que 45% dos gatos com MCH
apresentavam estado de hipercoagulabilidade. Contudo, os resultados dos testes de
coagulacédo nao foram correlacionado com o tamanho do AE e uma associagao entre
hipercoagulabilidade e o risco trombdtico ainda tem que ser documentado em gatos
com MCH (BEDARD et al., 2007).

Os testes diagnédsticos de rotina, como tempo de coagulagdo, tempo de
protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA), ndo s&o os testes
mais indicados para deteccdo de condigdes de hipocoagulabilidade e ou
hipercoagulabilidade. Como a trombose pode ocorrer devido a qualquer combinacao
de aumento de atividade de fatores pro-coagulantes, diminui¢cao da atividade endégena
anticoagulante, decréscimo da fibrindlise, estase sanguinea ou dano vascular
endotelial, esses testes provavelmente n&o preverdo o risco geral de trombose
(DENGATE et al., 2014). Portanto, a avaliacdo da cascata de coagulacao e de quadros
de hipocoagulabilidade e hipercoagulabilidade tém sido validadas por outras técnicas
como a tromboelastometria.

Atualmente, testes relacionados a tromboelastometria tém sido estudados para
avaliacdo ampla e diferenciacdo dos estados de hipo e ou hipercoagulabilidade e
podem ser utilizados em disturbios relacionados a hemostasia e a cardiopatias em
animais (DOEDERLIN E MISCHKE, 2015).

Uma grande limitagdo de estudos retrospectivos que visam estabelecer fatores
prognosticos € a inerente variabilidade dos mesmos, como por exemplo, o
acompanhamento dos pacientes apds o diagnostico (escolha de diferentes farmacos e
doses). Além disso, os critérios para classificacdo da alteracdo da doenga miocardica
ao longo do tempo podem ser influenciados por avaliagdes subjetivas (SMITH et al.,
2003; FERASIN, 2009).
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Gatos com formas assintomaticas de miocardiopatias, mas com evidéncia
ecocardiografica de trombos intracavitarios, contraste de eco espontaneo ou dilatagao
grave do AE, podem se beneficiar da profilaxia antitrombotica para reduzir o risco de
tromboembolismo (SMITH et al.,2003; HOGAN et al.,2004; LI et al., 2016).

2.2. Hemostasia

A hemostasia € um mecanismo de defesa do organismo para controle da
hemorragia dos vasos sanguineos lesados, objetivando a reparagéo tecidual e
vascular. E um processo complexo e dinamico que ocorre em duas fases distintas e
sobrepostas (DODERLIN E MISCHKE, 2015).

A hemostasia primaria envolve a adesao de plaquetas ao endotélio vascular
lesado promovendo a formag¢ao de um tampéo plaquetario. A hemostasia secundaria
envolve a conversao enzimatica dos fatores de coagulagdo a fim de estabilizar o
tampao plaquetario e formar o coagulo de fibrina. Esta fase tradicionalmente é descrita
como um modelo em cascata com ativacao de fatores de coagulagédo dentro de vias
intrinsecas e extrinsecas para formar e depositar fibrina para estabilizacdo do tampao
plaquetario primario. Em individuos saudaveis, a fibrindlise equilibra a via de
coagulacdo e degrada o coagulo (SONG, DROBATZ e SILVERSTEIN, 2016). Os
fatores que promovem a coagulacdo, que inibem a coagulacdo e promovem a
fibrindlise normalmente interagem em harmonia com a finalidade de prevenir perdas
sanguineas. O endotélio intacto produz fatores com efeitos antiplaquetarios,
anticoagulantes e fibrinoliticos. A hemostasia eficaz deve ser rapida e localizada
(BROOKS, 2004; WARE, 2010).

O desenvolvimento de modalidades diagndsticas promoveu o crescimento de
pesquisas relacionadas a hemostasia, pois aumentaram a capacidade de estudar
detalhadamente as interagbes bioldgicas relacionadas ao processo hemostatico. O
novo modelo de hemostasia foi introduzido em 1996, “modelo celular”, onde a interagao
entre o tbnus vascular, fluxo sanguineo, células endoteliais, plaquetas, fatores de
coagulacao, fatores fibrinoliticos e seus cofatores e inibidores, resultariam no processo
hemostatico. Este € um modelo dindmico, que envolve regulagéo celular em trés fases
- iniciagcao, amplificacdo e propagacao. Estes estudos confirmaram o papel do fator
tecidual e da atividade plaquetaria (CAMERER et al., 1996; HOFFMAN et al.,1996).

Foi estabelecida uma ligagao entre a inflamagéao, o sistema imune e o sistema

hemostatico. Em estados inflamatérios ou patolégicos, mondcitos, endotélio e
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plaguetas expressam fator tecidual (FT). As sequéncias de FT do FVlla e do FXa
iniciam as vias de transducao do sinal intracelular, que induzem a producgéao de fatores
de transcricdo necessarios para a sintese de proteinas adidnicas, citocinas pro-
inflamatérias e fatores de crescimento. Esta ativacdo da coagulagéo na inflamacéo leva
a produgao de trombina, um potente ativador de plaquetas. Uma das consequéncias
dos estudos realizados com hemostasia foi a compreenséo do papel chave que as
plaguetas tém na etiologia dos estados de hipercoagulabilidade, incluindo a doenga
tromboembdlica (WINNBERG et al., 2012).

A disfungao plaquetaria tém causas extrinsecas e intrinsecas. A causa mais
comum de disturbios extrinsecos é a doengca de von Willebrand. Diminui¢do nas
concentracgdes de fibrinogénio, seja hipofibrinogenemia ou disfibrinogenemia, também
podem causar alteragdes, porque o fibrinogénio é necessario para a agregacgao
plaquetaria. Formas adquiridas de alteragao de fibrinogénio sao mais frequentes que
as formas genéticas. Os disturbios intrinsecos afetam a fungao de plaquetas e essas
alteragdes podem surgir de anormalidades em receptores de membrana, granulos de
armazenamento ou transdugéo de sinal (CARR E PANCIERA, 2009; BOUDREAUX,
2012; BARR E MCMICHAEL, 2012).

O fator von Willebrand (FvW) é necessario para esta adesao, desencadeando
ativagdo plaquetaria e producdo de adenosina difosfato (ADP) e tromboxano A2
(TXA2). A liberagao local de ADP e TXA2 ativa as plaquetas adicionais, levando a
recrutamento adicional das mesmas (FUENTES, 2012). O tampao de plaquetas inclui
um numero crescente de plaquetas ligadas em ponte pelo fibrinogénio, ligando os
locais dos receptores de integrina das plaquetas. O endotélio normalmente produz
fatores que ajudam a manter a "tromboresisténcia". Estes fatores antitrombdticos
incluem antitrombina, trombomodulina, ativador de plasminogénio tipo tecido (tPA),
prostaciclina (PGI2) e o6xido nitrico. Velocidades altas de fluxo sanguineo estao
associadas com a produgao de 6xido nitrico mediada pelo esfor¢o de cisalhamento,
enquanto que a estase sanguinea pode reduzir esse efeito antitrombético (FUENTES,
2003).

A formacao patolégica de trombos ocorre quando doencas ou farmacos
subvertem os mecanismos destinados a impedir a ativagao plaquetaria, na resposta
hemostatica a leséo e as plaquetas sédo entdo ativadas por colageno ou trombina. Em

condigbes determinadas, as plaquetas podem se ligar diretamente ao colageno
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exposto. Nas artérias, o fluxo sanguineo intenso limita a formagao de fibrina ao diluir
rapidamente os fatores de coagulacédo soluveis. As plaquetas sdo ativadas mais
rapidamente nas artérias, onde formam uma barreira fisica contra a perda de sangue
e, ao mesmo tempo, fornecem uma superficie para a geracdo de trombina
(WINNBERG et al., 2012).

LesGes teciduais presentes nas artérias também ajudam a expor o dominio A1
em multimeros do FVW, que se liga as fibras colagenas expostas, resultando em uma
alteracdo estrutural mediada por uma molécula que permite a glicoproteina
plaquetaria-Ib (GP-Ib) a ligar-se ao dominio fVW1, aderindo assim as plaquetas, o que
retarda o progresso por tempo suficiente para facilitar o contato entre os receptores
plaquetarios e seus agonistas (THIJS et al., 2010; WINNBERG et al., 2012).

Os eritrécitos auxiliam no processo de marginalizacdo das plaquetas nos
vasos, deslocando as plaquetas para mais perto da parede do vaso e também em
parte fornecendo uma fonte de adenosina difosfato (ADP) apds a leséo.
Patologicamente, fluxos intensos e empilhamento celular podem ativar as plaquetas
diretamente, mas, em geral, varios agonistas presentes no tecido subcutaneo
lesionado do endotélio cujos receptores sao expressos na superficie das plaquetas,
ativam as plaquetas. Os agonistas e seus respectivos receptores envolvidos na
ativagao plaquetaria incluem colageno (GP VI e a2f31), trombina (PAR1 e PAR4), ADP
(ADP; P2Y1 e P2Y12) e tromboxano A2 (TxA2; TP) (SANTOS et al., 1991,
WINNENBERG et al., 2012).

Deficiéncias dos fatores de fatores de coagulagao, sdo menos comuns do que
as relacionadas a causas genéticas, mas podem ocorrer e resultam em TTPa
prolongado, sem evidéncias de perda de sangue ao exame clinico. A deficiéncia do
fator Xl € bem reconhecida, particularmente gatos. (BROOKS, 1999; BROOKS,
2010). Devido a sua alta prevaléncia em gatos, a deficiéncia de fator Xl deve ser
considerada em gatos com TTPa prolongado, TP normal e sem evidéncia de sinais
clinicos relacionados a perda de sangue. A confirmagao da deficiéncia deste fator é
realizada em um ensaio funcional simples de FXIl, para avaliacdo do fator, e é
importante, pois pacientes portadores desta deficiéncia ndo necessitam de terapia
especifica (BROOKS, 2010; BARR E MCMICHAEL, 2012).

Em seres humanos, caes, gatos e camundongos, uma mutagao do gene FXI|
ou pré-kalicreina (PK), ndo causam alteracdes hemostaticas (MULLER E RENNE,

2008). O papel do FXIl na hemostasia fisiolégica ainda é investigado, mas o papel
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para FXIl e FXI na formacdo de trombo ja foi demonstrado (RENNE, 2005;
MCMICHAEL, 2012). As mutagdes genéticas do FXIl e FXI parecem conferir alguma
protecdo contra a formagcao de trombose patolégica em seres humanos, sugerindo
que a via intrinseca pode desempenhar um papel na formagéao patolégica de trombose
in vivo. Portanto, existe suporte para uma teoria que FXII e FXI sdo importantes para
a trombose, mas nao para hemostasia e que, talvez, estas sejam entidades distintas
(RENNE 2005; GAILANE E RENNE 2007; MCMICHAEL, 2012).

O modelo da cascata foi fundamental para a compreensao da coagulagao in
vitro e possibilitou a criagdo dos testes usados comumente na rotina clinica que séao
essenciais para a identificagdo de deficiéncias nas vias extrinseca, intrinseca e
comum de coagulagdo. O modelo também foi essencial na elucidagdo do papel de
varios dos inibidores da coagulacdo e é atualmente usado para demonstrar
coagulagdo como em um ambiente estatico, desprovido de interagdes endoteliais. Em
contrapartida ao modelo in vitro, surgiu-se o modelo celular in vivo, que indica que
nem sempre os fatores de contato sdo necessarios para desencadear a coagulagéo e
existem multiplas interagdes entre as vias intrinseca e extrinseca (MCMICHAEL,
2012).

Os mesmos estimulos responsaveis pela ativacdo da fase de contato da
coagulagdo também ativam as vias fibrinoliticas. A fibrindlise ou trombdlise € um
mecanismo de protegdo do organismo muito importante, ja que previne a excessiva
formagao de coagulo ou trombo. A fibrindlise deficiente provavelmente atua na
trombose (KOL e BORJESSON, 2015).

Quadros de hipercoagulabilidade resultam de um desequilibrio sistémico dos
fatores de coagulagéo e seus inibidores, que favorecem a formagao de trombos. Este
desequilibrio pode ser causado pelo excesso dos fatores de coagulagao (por exemplo,
fibrinogénio e Fator VIII) e deficiéncia de inibidores (por exemplo, antitrombina- AT) e
€ caracterizada pelo aumento nas concentragdes de produtos formados durante a
geragao de trombina (por exemplo, fragmento de protrombina) ou como consequéncia
da atividade da trombina (por exemplo, fibrinopeptideo A, complexo trombina-

antitrombina (TAT) e Dimeros D).

Um estado de hipercoagulabilidade sistémica pode ser identificado em muitas
miocardiopatias em seres humanos, e estudos sugerem que nas miocardiopatias em

felinos, mesmo que subclinicas, estados hipercoagulaveis tém sido identificados com
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base no aumento das concentracbes de TAT e dimeros D (BEDARD et al., 2007;
BRAZZELL E BORJESSON, 2007; STOKOL et al., 2008).

2.2.1. Hemostasia e tromboembolismo relacionados a MCH

Doengas que causam danos endoteliais graves ou disseminados promovem
perda das fungdes endoteliais antiplaquetarias, anticoagulantes e fibrinoliticas
normais. A trombose patolédgica é favorecida pelo aumento da coagulabilidade e da
ativagao plaquetaria. O endotélio lesado libera fator tecidual e fatores antifibrinoliticos
e o tecido subendotelial exposto causa trombose por agir como substrato a formagéao
de coagulos e estimular a adesao e a agregacgao plaquetarias. Em todas as formas de
miocardiopatia felina ha lesdo miocardica. Estas lesdes podem desencadear um
processo trombaotico por indugao da adeséao e agregacao das plaquetas aos substratos
expostos pelo tecido lesionado com subsequente ativagao da cascata de coagulagao.
A trombose € capaz de causar sequelas clinicas, podendo ser diagnosticadas apenas
na necropsia ou ainda, nunca ser descoberta. A localizagao e o tamanho dos coagulos
sdo fatores que irdo definir o grau de comprometimento funcional da area atingida
(PAYNE et al., 2015).

Os trés processos que podem promover a trombose sdo denominados Triade
de Virchow, sendo: alteragbes na superficie endotelial: anomalia da estrutura ou
funcdo endotelial causando les&o ou ruptura, o que gera a ativagdo da coagulagao
intravascular; alteragdes na circulagéo sanguinea: diminui¢do da velocidade ou estase
do fluxo sanguineo; alteracdes na composi¢ao do sangue: estado de hipercoagulagao,
causado pelo aumento de substancias pro-coagulantes ou reducédo na atividade de
fatores anticoagulantes e/ou diminuigdo ou comprometimento dos fatores fibrinoliticos
(SMITH E TOBIAS, 2004; FOX, 2004; COUTO, 2010; WARE, 2010).

O conceito de estase sanguinea, mais apropriadamente referido como
“deficiéncia de circulagdo”, é considerado como um fator de risco para o
tromboembolismo. A circulagéo prejudicada € determinante para o desenvolvimento
de trombose, seja pela reduc¢ao da velocidade de circulagado do sangue ou na redugao
de retorno venoso (congestdo). As valvas cardiacas desempenham um papel
importante na promocgao da circulagdo e o fluxo diminuido nessa regido tem sido
associado com hipdxia criando um microambiente suscetivel ao desenvolvimento e
formacao da trombose (De LAFORCADE, 2012).
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A contribuicdo do endotélio em estados trombodticos é tradicionalmente
fundamentada na citocinética e expressdo do fator tecidual que desencadea a
hemostasia secundaria e a producéao de fibrina. A lesao tecidual resultante de eventos
hipdxicos ocasiona o aumento de plaquetas e o recrutamento de leucdcitos e na
concentracdo de fatores de coagulagdo. Através de estudos retrospectivos
relacionados a espécie canina e a presencga de hipdxia, as doengas subjacentes mais
comuns que predispdem a formagao de trombos, incluem doengas imunomediadas,
nefropatia com perda de proteinas e enteropatia, varias formas de neoplasia, sepse e
doencga cardiaca. Além de processos relacionados a doengas, a presenca de cateter
venoso central e uso de terapia com corticoide também tem sido relatada. Dentre os
locais de eleicdo para presencga dos trombos, pode-se destacar, veia esplénica, aorta

distal, veia porta, veia cava cranial e vasos pulmonares (De LAFORCADE, 2012).

A ativagao plaquetaria associada a MCH pode ocorrer devido a uma correlagao
entre a ativacao plaquetaria espontanea e a hipertrofia do VE, bem como o aumento
da expressdo de P-selectina. A associacdo de doenca cardiaca, presenca de AE
aumentado, lesdo endotelial e presenca de regurgitagcdo mitral promovem maior
ativacdo de plaquetas e liberagdo dos componentes de granulos plaquetarios
(BEDARD et al., 2007).

Possiveis indicadores de ativagao plaquetaria sdo o aumento da reatividade
plaquetaria e a sensibilidade a agonistas, tais como ADP, a liberagédo do conteudo de
granulos das plaquetas e aumentos de moléculas de adesao de células endoteliais
soluveis em plaquetas circulantes. Esses fatores contribuem para o desenvolvimento

de um estado hipercoagulabilidade e o desenvolvimento de TEA (LI et al., 2016).

Felinos domésticos com doenca miocardica sao susceptiveis a formacao de
trombos intracardiacos e, subsequentemente, a embolizacdo arterial e o
desenvolvimento do chamado risco trombadtico, devido a estase e o aumento do
volume sistdlico, associados a miocardiopatia, pois promovem o desenvolvimento de
turbuléncia sanguinea e ativagdo da coagulagao (FOX E SCHOBER, 2015; PAYNE et
al, 2015).

Tablin et al. (2014) observaram que as plaquetas nao estimuladas (em repouso)
de gatos com MCH grave, tiveram aumento significativo da expressao superficial da
P-selectina. A P-selectina plaquetaria, segundo os autores, € localizada nas

membranas de granulos alfa plaquetarios e expressa na superficie plaquetaria, e
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desempenha um papel fundamental na estabilizacdo de agregados plaquetarios, que
sdo formados inicialmente pela interacdo de fibrinogénio e integrina a2bB3a.
Adicionalmente, foi observado um aumento no numero de microvesiculas CD41-
positivas, indicando a presenca de ativacdo. Neste estudo também correlacionaram a
presencga de sopro cardiaco com o aumento da expressao de P-selectina e concluiram
que existe uma associagao entre biomarcadores de ativagao plaquetaria (P-selectina
e sPECAM-1- [Molécula 1 de aderéncia de células endoteliais soluveis em plaqueta))
e miocardiopatia hipertrofica. Devido a tais fatores, as plaquetas de gatos com MCH

sao pro coagulantes e podem levar a um maior risco de desenvolver TEA.

Stokol et al. (2008) realizaram um estudo utilizando 30 gatos com MCH,
demonstram evidéncias de hipercoagulabilidade mas nao relacionados a
tromboelastometria em aproximadamente metade dos gatos com formas mais graves
de miocardiopatia hipertréfica (por exemplo, naqueles com fluxo sanguineo reduzido,
com imagem de “smoke” no atrio esquerdo ao exame ecocardiografico ou com TEA.
Porém, o estudo ndo definiu quais os fatores que causam o TEA. Ja Sakurai et al.
(2013), relataram que em pacientes humanos com fluxo sanguineo reduzido na aorta
e no atrio esquerdo, o risco de incidéncia de TEA é maior e atribuiram tal fator a

hipercoagulabilidade.

O infarto miocardico € um achado incomum na MCH felina, podendo ser
causado por TEA, diminuicdo do fluxo coronariano em funcdo de aterosclerose,
vasoespasmo ou aumento substancial da massa ventricular sem que ocorra aumento
concomitante no aporte sanguineo (DA SILVA et al., 2009). Ja Schober e Marz (2003),
relataram que a estase relacionada a velocidade maxima do fluxo auricular no atrio

esquerdo pode contribuir na formacao do trombo arterial esquerdo.

As apresentagdes clinicas mais comuns de miocardiopatia felina sao dispneia,
cansaco facil, taquipneia, paresia de membros pélvicos devido ao TEA, cianose em
caso de edema pulmonar grave, letargia, anorexia e, algumas vezes, as arritmias sao
capazes de causar sincope ou morte subita (BONAGURA e LEHMKUHL, 2006;
WARE, 2010). Normalmente ao exame clinico detectam-se sopros cardiacos, ritmo de
galope, arritmias, e pelo exame ecocardiografico podem ser identificados, trombos
aderidos ao endocardio do atrio esquerdo e mais raramente no interior do VE ou
aderido a parede ventricular, que podem se desprender e acarretar obstrucdo da

artéria aorta abdominal, na regido da trifurcacao iliaca, resultando em neuromiopatia
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isquémica dos membros pélvicos. Os pulsos femorais geralmente sao fortes, com
excecgao de casos de TEA aortico distal (WARE, 2010; PAYNE et al., 2015).

Em casos de disfuncéo diastolica pode ser observado o relaxamento ventricular
alterado, e pressdes de preenchimento ventriculares elevadas com menor volume
ejetado. Isto gera a insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), contribuindo para a
congestao venosa pulmonar e para o edema pulmonar, além de efusao pleural e
ascite. Além disso, o aumento das pressdes de enchimento do VE leva a consequente
aumento nas pressbdes venosa pulmonar e do atrio esquerdo, havendo dilatagao
progressiva do atrio esquerdo (DA SILVA et al, 2009; WARE, 2010).

A maior parte dos gatos que apresenta TEA por miocardiopatia tem algum grau
de dilatacéo atrial esquerda. A propensao de formacao de trombo no atrio esquerdo
pode estar relacionada a gravidade da dilatagéo atrial, uma dimensao atrial esquerda
na sistole (DAE) maior que dois centimetros representa um risco significativo para a
formacgao de trombo em gatos com doenca cardiaca. Entretanto, os dados disponiveis
relacionados ao risco relativo de TEA em fungao do tamanho atrial esquerdo ainda
nao foram bem esclarecidos. Sendo assim, um gato com doenca cardiaca de
gravidade suficiente para resultar em qualquer aumento atrial esquerdo representa um
fator de risco para TEA. O aumento do risco pode ser causado por alteragdes da
superficie endotelial, da circulagdo sanguinea, ou, mais provavel, de ambos (SMITH
et al., 2003).

Nos exames laboratoriais 0 hemograma e os exames bioquimicos nao
demonstram alteragdes na maioria dos casos de MCH, normalmente essas alteragdes
estao relacionadas a presenca de TEA ou uma doencga concomitante. Ha aumento
marcante das enzimas CK, AST e ALT derivadas do musculo esquelético em gatos
com TEA nos membros (BONAGURA e LEHMKUHL, 2006; BORGEAT et al., 2015).

Os sinais clinicos da doenga TEA em felinos normalmente sdao agudos,
secundarios a isquemia tecidual. Na maior parte dos casos ha embolizagao adrtica
distal (trombo em sela) ou artérias braquiais, mas o local da oclusdo também depende,

além do tamanho do émbolo, da anatomia das ramificagdes vasculares (WARE, 2010).
2.2.2. Tromboelastometria (ROTEM)

Testes que avaliam da fungcdo hemostatica sdo frequentemente usados como

triagem para determinar se o animal tem uma coagulopatia. Testes analiticos
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especificos quantitativos e estruturais sdo usados para determinar a natureza exata
da doenga (BARR E MCMICHAEL, 2012). Os testes funcionais sao as ferramentas de
diagnostico mais utilizadas pela maioria dos médicos veterinarios e funcionam como
guias de orientagcdo para a escolha de outras avaliagbes hemostaticas quando
necessario. Exemplos de testes funcionais sdo: o tempo de sangramento (TS), tempo
de coagulagao, TTPa, PT, tromboelastografia (TEG; Haemoscope Corporation, Niles,
IL, EUA), tromboelastometria (ROTEM; Pentapharm GmbH, Munique, Alemanha),
Sonoclot (Sienco Inc., Arvada, CO, EUA) e analise da fungéo plaquetaria (PFA 100;
Siemens HealthCare Diagnostics, Deerfield, IL, EUA) (BARR E MICHAEL, 2012).

A tromboelastometria (TEM) se caracteriza como um formato analitico capaz
de integrar a agdo de componentes do processo hemostatico e uma avaliagdo ampla
de todo processo, 0 que auxilia a compreensao destes processos e suas disfungdes,
visto que a modelagem classica utilizando o tempo de protrombina (TP), tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA), ndo avalia a fungao plaquetaria, por nao utilizar
nestes parametros o plasma rico em plaquetas. A TEM auxilia na identificacdo de
estados de hipo e ou hipercoagulabilidade, coagulopatias sendo um método de
avaliacao especifico da funcdo hemostatica para cada amostra avaliada. As
avaliagdes realizadas pela TEM baseiam-se nas alteragdes relacionadas ao processo
de coagulagdo, pelo monitoramento através do pino submerso em sangue total
citratado (DODERLEIN e MISCHKE, 2015).

Pode-se inferir que a TEM, se caracteriza como um teste cinético que avalia as
caracteristicas viscoelasticas do sangue total. O sangue total contém células que em
suas superficies carregam fosfolipidios necessarios para reagdes enzimaticas. A
participagdo das plaquetas com a liberagdo do conteudo de seus gréanulos
proporcionando a amplificagdo e propagac¢ado da coagulagdo, como também sua
interacdo com os fatores plasmaticos durante a coagulacado permite a avaliacao da
sua funcao de forma indireta e permite esclarecer qual o seu papel na fisiopatologia

de condi¢des de hipo ou hipercoagulabilidade sanguinea (SMITH, 2010).

As alteracbes sdo demonstradas através de graficos resultando nos seguintes
parametros: tempo de coagulacao, viscoelasticidade do sangue, tempo de formagao
do coagulo, angulo alfa (a), forga maxima do coagulo e tempo de fibrindlise (KOL E
BORJESSON, 2010; MCMICHAEL E SMITH, 2011).
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2.2.3. Interpretagcao dos parametros ROTEM em felinos

Os parametros analisados pelo teste sdo: tempo de coagulacéo (CT), tempo de
formagéo do coagulo (CFT), &ngulo a (alfa), amplitude a 10 minutos (A10), amplitude
a 20 minutos (A20), firmeza maxima do coagulo (MCF) e a porcentagem de fibrindlise
maxima (ML). O tempo de coagulagéo é o tempo para o inicio da formacéao da fibrina
sendo um indicador da atividade dos fatores de coagulagao plasmaticos. O tempo de
formagéo do coagulo corresponde ao inicio da ativagao das plaquetas e fibrinogénio,
formando no grafico uma angulagdo a que corresponde a cinética da formagéo do
coagulo. A firmeza maxima do coagulo depende das plaquetas e da ativagdo do
fibrinogénio e fator Xlll. As variaveis podem ser mensuradas pela ativagao pelo fator
tecidual (EXTEM®), ativador de contato (INTEM®) e pela adi¢do de citocalesina D,
retirando assim a influéncia das plaquetas na analise (FIBTEM®) (MCMICHAEL e
SMITH, 2011). A técnica foi validada para monitoragdo hemostatica em caninos
(SMITH et al., 2010), equinos (KOL e BORJESSON, 2010) e felinos (MARSCHNER et
al., 2010).

Segundo Marly- Vocher et al. (2017), em um estudo com valores de referéncia
para gatos clinicamente sadios, cada teste ROTEM® registrou CT, CFT, angulo alfa,
A10, A20 MCF e ML. Os intervalos de referéncia foram calculados através da média,
desvio padrao e intervalos entre quartis de 2,5 a 97,5. Os resultados do ROTEM®
foram comparados com aqueles obtidos usando testes de coagulagdo padrdo. Os
intervalos obtidos nos testes INTEM E EXTEM, foram similares aos observados em
outras espécies, como caes e cavalos. Foram realizadas correlagdes entre CT medida
pelos ensaios EXTEM e INTEM e TP e TTPa, respectivamente, e entre os dois MCF
medido no ensaio FIBTEM e LM medido no ensaio APTEM, com concentragao

plasmatica de fibrinogénio.

O MCF dos ensaios EXTEM e INTEM pelo método tromboelastométrico
depende da contagem de plaquetas e concentragdo plasmatica de fibrinogénio
(MARLY- TOUCHER et al.,, 2017). Em um estudo com seres humano o MCF foi
dependente da concentragdo de fibrinogénio, correlacionado com a contagem de
plaquetas, e o resultado da diferenca entre o0 MCF nos ensaios EXTEM e FIBTEM
usado como um indicador de contribuigdo plaquetaria a formagao do coagulo (LANG
etal., 2009). Os intervalos de referéncia em MCF para gatos na avaliagédo pelo EXTEM

foram semelhantes aos observados em seres humanos e menores quando
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considerado o ensaio FIBTEM. A diferenca entre MCF no EXTEM e FIBTEM foi maior
em gatos do que em seres humanos, sugerindo que a coagulagdo em gatos pode ser

mais dependente da fung¢do plaquetaria e menos da concentragdo de fibrinogénio.
(MARLY-TOUCHER et al., 2017).

Em seres humanos, existe uma forte correlacdo entre a concentracdo de
fibrinogénio e a amplitude do teste FIBTEM (HAAS et al., 2012). Em gatos, os valores
de MCF no ensaio FIBTEM podem ser usados para aproximar a concentracao e funcao
do fibrinogénio como descrito em seres humanos (LANG et al., 2009). Tratando-se de
medicina humana, relata-se que essa correlacdo pode ser util na avaliagdo de
condicbes especificas, e que o FIBTEM pode ser uma ferramenta valiosa na avaliagao
da funcao do fibrinogénio e o seu desempenho nas terapias de reposi¢do, com um
tempo de resposta mais rapido quando comparado com a avaliacdo da concentragao
de fibrinogénio plasmatico (GORLINGER, et al 2013).

Marly Toucher et al (2017), em seu estudo com valores de referéncia para
tromboelastometria em gatos, descreveram que a forga relativa da retracdo do coagulo
em felinos também poderia ser maior do que em outras espécies e que mais trabalhos
devem ser realizados para diferenciar retracdo do coagulo e a lise do coagulo

verdadeira.
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3. OBJETIVOS

3.1.Objetivos gerais:

Avaliar o perfil tromboelastométrico de felinos domésticos portadores e nao
portadores da mutagao no gene da proteina C miosina (MYBPC3) para miocardiopatia
hipertréfica (MCH).

3.2.0Objetivos especificos:

Comparar os resultados obtidos no ROTEM para animais portadores com os

animais nao portadores da mutagao MYBPC3.

Comparar o estado de coagulabilidade através do uso do ROTEM entre os

animais portadores da mutagdo com e sem alteragcdes no ecocardiograma.

Avaliar o perfil hematoldgico, bioquimico sérico e ecocardiografico dos animais

portadores e dos animais n&o portadores da mutacdo MYBPC3.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1.Selegao dos Animais
O estudo foi realizado em parceria com a Clinica Especializada em Medicina
Felina- Gattos, situada na regido Metropolitana de S&o Paulo, e com a Associagéo da
Raca Maine Coon no Brasil (AMACOON). As analises laboratoriais foram realizadas
no Laboratério Clinico Veterinario do Hospital Veterinario da FMVZ — UNESP,
Botucatu/SP.
O projeto foi submetido & avaliacdo do Comissdo de Etica no Uso de Animais
(protocolo n 0164/2018— Anexo 1) e elaborado um termo de “Consentimento Livre e
Esclarecido” fornecido aos proprietarios (criadores) para conhecimento dos

procedimentos de coleta de sangue e dos testes realizados (Anexo 2).

Foram selecionados 30 gatos da raga Maine Coon, sem predilegdo por sexo,
com idade variada entre dois e 12 anos, com peso médio de 5 kg (x+ 4,5). Os animais
foram divididos em dois grupos: 15 gatos nao portadores da mutacao MYBPC3 para
MCH (MYBPC3 - Grupo 1) e 15 gatos portadores heterozigotos da mutagdo MYBPC3
para MCH (MYBPC3 + Grupo 2), classificados de acordo exame prévio de screening
genético por PCR realizados por laboratérios particulares a critério de escolha do tutor
responsavel. O sequenciamento do DNA revela troca no par de bases (G por C) no
cédon 31 (exon 3) em gatos afetados, este teste € padrao para os animais raga Maine

Coon, que sao usados como reprodutores em gatis (Anexo 3- Modelo).

Como critérios de inclusao foram usadas as variaveis do perfil hematolégico,
dosagem de proteina total sérica, albumina, enzimas alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA), gama-glutamil transferase
(GGT), ureia, creatinina, glicose, frutosamina, creatinaquinase (CK). Foram mantidos
no experimento aqueles com resultados dentro dos intervalos de referéncia para a
espécie. Além destes critérios foram excluidos do projeto animais que fizessem uso

continuo de medicagao ou apresentassem alguma comorbidade.

A avaliagdo da pressao arterial sistélica (PAS) foi realizada por método nao
invasivo, com um dispositivo de Doppler vascular (modelo DV610, MedMega®).
Foram realizadas cinco determinagdes, considerando-se a meédia dos valores obtidos.
Os animais foram posicionados em decubito lateral direito e a aferigdo realizada em
membro toracico direito, utilizando manguito 3, no tergo médio da regido radio-ulna. O

transdutor foi posicionado entre os coxins do carpo e metacarpo, sob a regiao da
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artéria medial, iniciando-se a insuflagdo do manguito até a interrupgéo do pulso. A
pressao arterial sistélica foi caracterizada no momento do retorno da percepg¢ao do
pulso (ao desinflar o manguito), e considerados normais os valores de presséo arterial
sistdlica até 150 mmHg (PELLEGRINO, 2014).

O exame ecocardiografico foi realizado no ecocardiégrafo portatil modelo Vivid-
I (General Electric Co- GE ®), livres de sedacgao e/ou tranquilizagcdo. Os animais foram
posicionados em decubito lateral esquerdo com o transdutor (setorial de 3 a 8 MHz)
sobre o torax, para a obtengédo das imagens através da janela paraesternal direita e
paraesternal, conforme recomendag¢des da Echocardiography Committee of the
Specialty of Cardiology — American College of Veterinary Internal Medicine (THOMAS
et al., 1993) e American Society of Echocardiography (ASE) (BOON, 2011; OYAMA,
2004; CHETBOUL et al., 2012; PELLEGRINO, 2014).

No ecodopplercadiograma foram avaliados os seguintes parametros:
frequéncia cardiaca (FC); valvas atrioventriculares; valvas semilunares; funcao; fracao
de ejecao; aorta (AO) (cm); atrio esquerdo (cm); relacdo AE/AQO; espessura do septo
interventricular no final da diastole (SIVd); espessura da parede livre do ventriculo
esquerdo no final da diastole (PVEd); diametro diastélico final da cavidade do
ventriculo esquerdo (DVEd); didmetro sistélico final da cavidade do ventriculo
esquerdo (DVEs); relacdo septo-parede na diastole (SIVA/PVEd), parede livre do
ventriculo direito; didmetro diastdlico final da cavidade do ventriculo direito (DVDd);
fluxo max artéria aorta (FL. AO max), fluxo maximo da artéria pulmonar (FL.AP max),
fluxo mitral relacdo onda E/A, tempo de desaceleracéo da onda E (TDE), tempo de

relaxamento isovolumétrico (TRIV), regido septal/basal e musculos papilares.
4.2.Colheita de Amostras

As amostras de sangue para a tromboelastometria, hemograma e avaliagdes
bioquimicas, foram colhidas em momento Unico para ambos 0s grupos apos 0s
critérios de inclusdo serem confirmados.

A colheita de sangue foi realizada preferencialmente na veia jugular, apenas
em cinco animais do grupo nao portador (G1) foram coletadas amostras pelo acesso
da veia femoral. Foram colhidos 0,5 mL de sangue com anticoagulante EDTA K3 7,5%
(BD- Vacuntainer® Sao Paulo, Brasil) para o hemograma, e 2,0 mL de sangue sem
anticoagulante (BD Vacutainer® SST® |l Advance® S&o Paulo, Brasil) para a

realizacéo das dosagens bioquimicas séricas. As amostras sem anticoagulante foram
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centrifugadas em até 30 minutos apds a colheita em microcentrifuga (Eppendorf ®) a
3000 rpm, durante cinco minutos, para obtengao do soro, apds a centrifugacao as
amostras soroldgicas foram separadas em aliquotas e acondicionadas em criotubos
(Corning®, Sao Paulo, Brasil), congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em

freezer -80°C para avaliagao no dia posterior a coleta.

Para a tromboelastometria foi colhido um tubo de 1,8 mL de sangue em tubo
com citrato de sédio 3,2% (BD Vacuntainer®, S&o Paulo, Brasil). Apos a colheita, as

amostras foram submetidas a analise em até 20 minutos.

4.3. Exames laboratoriais

4.3.1. 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 300uL de sangue total citratado recalcificado
com 20uL de cloreto de calcio 0,2 mol/L). A ativagdo da coagulacao foi realizada
separadamente em cada canal, empregando-se os seguintes reagentes: INTEM®
(20uL, fosfolipidios de 26 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 formacéo inicial de fibrina; CFT (tempo de formacdo do coagulo):
velocidade até a obtencdo de estabilidade do coagulo; Angulo a: velocidade de
acumulo de fibrina e de ligacao cruzada (nivel de fibrinogénio); A10 a A20: é a firmeza
do coagulo, pela amplitude entre os tempos 10 e 20 minutos; MCF (firmeza maxima
do coagulo): medida do pico da forga/resisténcia do coagulo; ML (lise maxima):
medida do tempo para perda da resisténcia de um coagulo (Figura 1). A andlise das
amostras ocorreu no periodo de 60 minutos, para cada canal do aparelho com os
reagentes citados.
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Coagulation factors, Platelets, Fibrinolytic enzymes,
anticoagulants, FDPs, fibrinogen, fibrinolysis inhibitors,
tissue factor expression F XIll, colloids F XIl
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v

Run Time [min]

Figura 1- Representacdo grafica das variaveis avaliadas na tromboelastometria
(ROTEM®) (GORLINGER, 2016).

4.3.2. Hemograma

O hemograma foi realizado no Laboratério Clinico Veterinario (FMVZ- UNESP-
Campus- Botucatu), em contador hematoldgico Procyte (IDEXX®), e o hematdcrito
confirmado através da técnica do microhematécrito. A contagem de plaquetas foi
realizada manualmente em camara de Neubauer, em até 1 hora da realizagdo da
coleta. A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada em 100 células
conjuntamente com a avaliagdo da morfologia celular em esfregagos sanguineos

corados pelo corante Pandtico rapido (Laborclin®).
4.3.3. Bioquimica sérica

Os testes bioquimicos séricos: alanina amino-transferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA) e gama glutamil-transferase (GGT),
uréia e creatinina, proteinas totais séricas (PTs), albumina, glicose, frutosamina, calcio
foram realizados em equipamento automatizado (Mindray® - BS200 E) utilizando kits
comerciais (Bioclin® e Labtest®).
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5. ANALISE ESTATISTICA

Na analise dos dados foram utilizados testes ndo paramétricos, levando-se em
consideragao a natureza das variaveis estudadas. O teste de normalidade utilizado foi
o teste de Shapiro Wilk e como o teste substituto de t de Student, para variaveis nado
paramétricas utilizou-se o teste ndo paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney (WMW)
e Kruskal Wallis para pressupostos confiaveis, pois o0s pressupostos para
aplicabilidade do teste t Student sdo mais exigentes, ou seja, as populagdes de onde
as amostras provém tém distribuicdo normal. Entretanto, para o teste de WMW as

duas amostras sao aleatorias e as observagdes, independentes.

Foram usadas as medianas acompanhadas dos intervalos interquartis (25%-
75%), para os testes EXTEM, INTEM, FIBTEM na tromboelastometria (ROTEM),
apresentados nas Tabelas 1, 2 e 3 respectivamente, bem como para os resultados
observados no hemograma (Tabela 4), bioquimica sérica (Tabela 5) para o
ecocardiograma (Tabela 6), acompanhados dos respectivos intervalos de referéncia
para a espécie (Anexo 4 e Anexo 5).

Todas as analises foram consideradas significativas com 5% de significancia
(p< 0,05).

Para as analises estatisticas foi utilizado o programa Graphpad®- versao 6.
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6. RESULTADOS

Os animais amostrados nos diferentes grupos corresponderam a 15 fémeas
(60% G1 e 40% G2) e 15 machos (40% G1 e 60% G2), a média da idade dos animais
em ambos os grupos foi de + 6,7 sendo G1 (£ 7,9) e G2 (+ 5,6). A média de idade das
fémeas do G1 foi de £ 9,5 anos do G2 £ 5,5. Para os machos a média de idade do G1
+55eparao G2+ 5,6.

Representagdes graficas de dois animais sendo um do grupo G1 e um do grupo
G2 estdo demonstradas nas Figuras 2 e 3 respectivamente.

Nao foram observadas diferencas significativas (p>0,05), para os parametros
do ROTEM, para as variaveis das avaliacées pelo EXTEM (Tabela 1 e Figura 3),
INTEM quando comparados os grupos G1 e G2 para as variaveis da avaliagédo pelo
EXTEM (Tabela 1 e Figura 4), INTEM (Tabela 2 e Figura 5) e FIBTEM (Tabela 3 e
Figura 6).

Nao foram observadas diferencas significativas (p>0,05), para os parametros
hematoldgicos, quando comparados os grupos G1 (positivos para a mutagéo) e G2
(negativos para a mutagao), apresentados nas tabelas Tabela 4.

Nao foram observadas diferencas significativas (p>0,05), para os parametros
Bioquimicos (Uréia, Creatinina, ALT, AST, FAL, GGT, Frutosamina, PTs, Globulinas,
Glicose e CK). Foi observada diminuicdo significativa para albumina quando
comparados os grupos G1 e G2, apresentados nas tabelas Tabela 5 e Figura 7.

Nao foram observadas diferencas significativas (p>0,05), para os parametros
ecocardiograficos (Ventriculo Esquerdo: SIVd, PVEd, funcdo, fracdo de ejecgao;
Ventriculo Direito: parede livre, DVDs, fluxo de aorta, fluxo de artéria pulmonar, fluxo
de mitral: relagdo onda E/A, tempo de desaceleragdo da onda E, tempo de
relaxamento isovolumétrico, SIV) e observadas diminuicbes significativa para o
diametro do ventriculo, apresentados nas tabelas Tabela 6 e Figura 8.

Os animais com espessuras de regiao septal basal com 0,5 cm foram
considerados sadios; e os gatos com valores de espessuras diastolicas entre 0,5 e 0,6
cm foram considerados normais, porém suspeitos para a MCH. A maioria dos animais
avaliados, independente da presenca da mutacdo apresentaram na ecocardiografia,
alteracdes discretas relacionadas a insuficiéncia da valva mitral, com presenca ou
auséncia de movimento anterior sistélico. Os animais com altera¢des em regido septal

basal do grupo G2 também apresentaram alteragées em musculos papilares.
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Quando comparados os animais pertencentes ao grupo G2 sem alteragao no
ecocardiograma (G2/1) e os portadores com alteragbes no ecocardiograma (G2/2),
para as analises EXTEM® (Figura 9), INTEM® (Figura 10 ) e FIBTEM® (Figura 11),
nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos (p> 0,05).

Os resultados do perfil tromboelastométrico de todos os animais avaliados nos
grupos: nao portadore G1 (n=15) e portador G2 (n=15), estdo apresentados nos

Anexos 6 e 7, respectivamente.

FIBTEM 2018-08-15 13:52 | 2: GATO 18 HUGO EXTEM 2018-08-15 13:47

CT: 66s CFT: = 4 o i CT: 26s CFT: 42s o: 81°

2: GATO 18 HUGO

Al0: 7mm A20: 7mm MCF : 8mm AlO: 60mm A20: 63 mm MCF : 63mm

INTEM 2018-08-15 13:48

CT: 165s CFT: 6ls o 7 7l

2: GATO 18 HUGO

Al0: 58mm A20: 61lmm MCF : 61lmm

Figura 2. Representacgao grafica, das variaveis ROTEM®, para as analises EXTEM®,
INTEM®, FIBTEM®, de um gato da raga Maine Coon, nao portador da mutagao A31P-
MYBPC3 para miocardiopatia hipertrofica
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p: EXTEM 2018-08-02 15:29

CT: 6l1s CFT: - s o: 63° CT: 34s CFT: 82s o: 74°

2: GATO 9- SAMDRg

2: GATO 9- SANDRJ

AlO: 12mm A20: 12mm MCF : 12mm AlO: 60mm A20: 68mm MCF : 71mm

INTEM 2018-08-02 15:21 | 2: GATO 9- SANDRA

CT: 259s EET: 112s o: 68°

AlO: 55mm A20: 62mm MCF : 65mm

Figura 3. Representacgéo grafica, das variaveis ROTEM®, para as analises EXTEM®,
INTEM®, FIBTEM®, de um gato da raga Maine Coon, portador heterozigoto da
mutacdo A31P-MYBPC3 para miocardiopatia hipertréfica (G2).

Tabela 1. Mediana e intervalos interquartis dos parametros da tromboelastometria
(ROTEM®- EXTEM®), nos grupos G1 e G2 de gatos da raga Maine Coon.

G1 G2 Valor de p
Parametro Mediana 25% 75% Min Max | Mediana 25% 75% Min Max

CT 28 21 40 19 74 29 15 34 9 52 0,22
CFT 57 50 70 40 696 81 66 99 46 340 0,05
A° alpha 78 70 80 31 82 76 74 80 54 81 0,86
A10 57 44 62 19 70 52 44 56 25 64 0,21
A20 62 49 66 24 72 56 48 65 29 69 0,36
MCF 63 56 67 31 73 57 50 67 36 73 0,47
LM 5 1 7 0 33 14 15 26,7 O 55 0,22

CT tempo de coagulagao-(s) segundos; CFT- tempo de formagéo do coagulo (s) segundos; A°. alpha-
(°); A10- amplitude 10 minutos; A20 amplitude 20 min; MCF firmeza maxima do coagulo- (mm)-
milimetros; LM - lise maxima (%) porcentagem; Min: minimo; Max: maximo; p: probabilidade de
significancia.
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Tabela 2. Mediana e intervalos interquartis dos parametros da tromboelastometria
(ROTEM®- INTEM®), nos grupos G1 e G2 de gatos da raga Maine Coon.

G1 G2 Valor de p

Parametro Mediana 25% 75% Min Max | Mediana 25% 75% Min Max
CT 160 152 180 67 237 117 98 198 31 259 0,56
CFT 94 61 183 52 423 94 79 151 68 909 0,47
A° alpha 72 59 77 26 80 72 68 75 28 78 0,86
A10 53 40 58 21 64 45 35 52 16 63 0,22
A20 55 51 63 28 68 51 27 60 22 67 0,08
MCF 57 53 63 33 70 46 35 63 67 0,06
LM 6 3 18 0 54 17 6,7 61,7 0 100 0,09

CT tempo de coagulagao-(s) segundos; CFT- tempo de formagéo do coagulo (s) segundos; A°. alpha-
(°); A10- amplitude 10 minutos; A20 amplitude 20 min; MCF firmeza maxima do coagulo- (mm)-
milimetros; LM - lise maxima (%) porcentagem; Min: minimo; Max: maximo; p: probabilidade de

significancia.

Tabela 3. Mediana e intervalo interquartis dos parametros da tromboelastometria
(ROTEM®- FIBTEM®), nos grupos G1 e G2, de gatos da raga Maine Coon.

G1 G2 Valor de p

Pardmetro Mediana 25% 75% Min Max | Mediana 25% 75% Min Max
CT 60 53 66 15 117 41 32 59 22 112 0,07
A° alpha 54 68 76 46 79 67 59 72 7 77 0,58
A10 10 7 14 5 18 10 12 3 15 0,38
A20 10 7 15 5 20 10 12 2 15 0,28
MCF 10 7 16 5 20 11 7 12 2 15 0,21
LM 13 9 22 0 35 18 55 25 0 77 0,83

CT tempo de coagulagéo-(s) segundos; CFT- tempo de formac&o do coagulo (s) segundos; A°. alpha-
(°); A10- amplitude 10 minutos; A20 amplitude 20 min; MCF firmeza méaxima do coagulo- (mm)-
milimetros; LM — lise méaxima (%) porcentagem; Min: minimo; Max: maximo; p: probabilidade de

significancia.
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Tabela 4. Mediana e intervalo interquartis dos parametros da hematolégicos nos

grupos G1 e G2, de gatos da raga Maine Coon.

G1 G2 Valor de p

Paréametro Mediana 25% 75% Mediana 25% 75%

Hemacias 9,62 8,5 10,4 9,96 9,0 10,8 0,50
Hemoglobina 14,2 13,1 15,7 13,7 12,1 14,9 0,57
Hematdcrito 40 38 44 42 38 44 0,78

VCM 43,8 39,5 46,1 40,1 37,9 43,5 0,11
CHCM 34,4 33,8 34,7 34 31,8 36,2 0,39

Plaquetas 280.275 237.350 299.475  303.000 203.550 343.775 0,74

Leuc. Totais 10040 7460 12760 9900 8500 12900 0,96
Ppt 8,0 7,4 8,2 8,4 8,0 8,6 0,13

Hemacias (x108 /uL); Hemoglobina (g/dL); Hematdcrito (%); Plaquetas (/uL); Leucdcitos (/uL); Ppt:
Proteina Plasmatica total (g/dL).

Tabela 5. Mediana e intervalo interquartis dos parametros bioquimicos nos grupos

G1e G2, de gatos da raga Maine Coon.

G1 G2 Valor de p

Paradmetro Mediana 25% 75% Mediana 25% 75%
Uréia 52 47 63 52 46 63 0,82
Creatinina 1,4 1,3 1,4 1,4 1,2 1,7 0,92
ALT 67 53 72 57 45 71 0,21
AST 53 41 82 45 31 54 0,12
FA 32 17 43 26 22 32 0,46
GGT 1,0 0,9 1,1 1,0 0,8 1,5 0,83
Frutosamina 145 140 164 141 133 156 0,23
P.T. Sérica 8,2 74 8,6 7,7 7,3 8,2 0,47
Albumina 2,8a 2,6 2,9 2,6b 2,4 2,7 0,02
Globulina 5,4 4,5 5,9 4,9 4,7 6,3 0,60
Glicose 118 94 148 102 97 151 0,76
CK 136 78 236 117 104 142 0,97

Uréia (mg/dL); Creatinina (mg/dL); ALT (UI/L); AST (UI/L);Fosfatase alcalina (UI/L);GGT (UI/L); Glicose
(mg/dL); Proteina Total (g/dL);Albumina (g/dL);Globulina (g/dL); CK (UI/L) Frutosamina (umol/L). Letras
minusculas em negrito na mesma coluna indicam diferenga significativa entre os grupos.
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Tabela 6. Mediana e intervalo interquartis dos parametros do exame de imagem

(ecocardiograma), nos grupos G1 e G2, de gatos da ragca Maine Coon.

G1 G2 Valor de p
Parametro = Mediana 25% 75%  Mediana 25% 75%

Sivd 0,48 0,45 0,50 0,49 0,44 0,51 0,91
PVEd 0,46 0,45 0,50 0,48 0,45 0,50 0,73
DVEs 0,782 0,71 0,91 0,64° 0,56 0,75 0,009
DVEd 1,712 1,53 1,89 1,52P 1,40 1,62 0,006
Fungao 56,08 50,86 60,16 56,3 53,5 61,7 0,84
Fr. Ejecao 0,88 0,84 0,91 0,89 0,87 0,92 0,43
Aorta 1,01 0,93 1,14 1,03 0,98 1,09 0,75
AE 1,38 1,15 1,47 1,41 1,31 1,49 0,27
AE/AO 1,27 1,23 1,32 1,32 1,28 1,48 0,18
VD- Par L 0,26 0,26 0,32 0,26 0,23 0,29 0,28
DVvDd 0,81 0,67 0,93 0,59 0,54 0,84 0,28
FI. max AO 0,97 0,91 1,03 1,16 0,99 1,20 0,08
FI. max AP 0,93 0,87 1,03 0,95 0,84 1,0 0,84
FI. M. E/A 1,12 0,89 1,28 1,11 0,90 1,23 0,61
TDE 76,54 55,26 86,56 63,9 43,6 69,8 0,07
TRIV 46,59 43,26 59,93 46,5 39,9 56,5 0,38

SIVd/PVEd 0,48 0,47 0,54 0,48 0,49 0,57 0,34

VE: ventriculo esquerdo; SIVd Espessura septo diastdle; PVEd espessura parede diastole; SIST:
sistole; DIAST: diastole; Fr. Ejecao- fracdo de ejecdo; AE- atrio esquerdo; AO- aorta VD par livre-
ventriculo direito de parede livre; DVDd- ventriculo direito didmetro diastélico; FI. max AO: fluxo maximo
de aorta; FI. max AP: fluxo maximo de artéria pulmonar; FL.M. E/A: fluxo mitral, relagdo onda E/A; TDE:
tempo de desaceleragao da onda E; TRIV- tempo de relaxamento isovolumétrico; cm- centimetros; ms-
metro por segundo, relagdo SIVd/PVEd- regido septal basal. Letras diferentes minasculas em negrito
entre as colunas indica diferenga significativa (p<0,05).



o
Q E [=]
o
e
=3
@ [=]
= 9 -
z o - I B
£ w | ! =
o3 | H > 4
3 o 1 H n}
z T Z g @
= - 3
o 8 4 L
o | <
& _ o 8
27 =———
o - e ——
T T T T
Nao portador Portador Nao portador Portador
o
o | —— — e .
& H
H
Ifl — g g :
= R ' = :
w —_— w
= E o
g i
o 8 g E
~ = i ;
[ E : :
o _ '
< E g 4 '
o ¥
E 4 [ = -
< < (=R
o | &
N o
o
o | o & o
&
T T T T
N&o portador Portador N&o portador Portador
o | i i . —
~ | _ o | ' [
H | ~ H ;
o
T =
z ° o g |
E E ©
& ]
u g [ |
) ' = H
— : E '
E : E 81 i
= P :
= o
-+
3 1
a (=2 c
T T g T T
Nao portador Portador Néo portador Portador
a | 1
o |
o
s ¥
E =)
= o
w “
g
- o
= o 7
-
o

T
N&o portador

T
Portador

50

Figura 4: Boxplot das variaveis EXTEM pela tromboelastometria (ROTEM). CT:

Tempo de coagulacéo; CFT: tempo de formagdo do coagulo; Angulo Alpha; A10 e

A20: amplitude da curva em 10 e 20 minutos respectivamente, MCF: firmeza maxima

do coagulo e LM: lise maxima, em gatos da raga Maine Coon nao portadores e

portadores da mutagao A31P no gene MYBPC3.
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Figura 5: Boxplot das variaveis INTEM pela tromboelastometria (ROTEM). CT: Tempo
de coagulacdo; CFT: tempo de formacdo do coagulo; Angulo Alpha; A10 e A20:
amplitude da curva em 10 e 20 minutos respectivamente, MCF: firmeza maxima do
coagulo e LM: lise maxima, em gatos da raca Maine Coon nao portadores e portadores
da mutagado A31P no gene MYBPC3.
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Figura 6: Boxplot das variaveis FIBTEM pela tromboelastometria (ROTEM). CT:

Tempo de coagulacdo; CFT: tempo de formagdo do coagulo; Angulo Alpha; A10 e

A20: amplitude da curva em 10 e 20 minutos respectivamente, MCF: firmeza maxima

do coagulo e LM: lise maxima, em gatos da raga Maine Coon nao portadores e

portadores da mutacao A31P no gene MYBPC3.
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Figura 7: Boxplot para a variavel ALB: albumina, quando comparados os grupos de
gatos da raca Maine Coon né&o portador (G1) e portador (G2) da mutagdo A31P no
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Figura 8: Boxplot para as variaveis DVEs: didametro do ventriculo esquerdo na sistole
e DVEd: didmetro do ventriculo esquerdo na diastole, quando comparados os grupos
de gatos da raga Maine Coon: nao portador (G1) e portador (G2) da mutagao A31P
no gene MYBPC3.
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Figura 9: Boxplot das variaveis EXTEM pela tromboelastometria (ROTEM). CT:

Tempo de coagulacdo; CFT: tempo de formagdo do coagulo; Angulo Alpha; A10 e

A20: amplitude da curva em 10 e 20 minutos respectivamente, MCF: firmeza maxima

do coagulo e LM: lise maxima, entre os grupos de gatos da raca Maine Coon

portadores e sem alteragdes no ecocardiograma (G2/1 MYBPC3+-) e portadores e

com alteragdes no ecocardiograma (G2/2 MYBPC3 ++).
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Figura 10: Boxplot das variaveis INTEM pela tromboelastometria (ROTEM). CT:

Tempo de coagulacdo; CFT: tempo de formagdo do coagulo; Angulo Alpha; A10 e

A20: amplitude da curva em 10 e 20 minutos respectivamente, MCF: firmeza maxima

do coagulo e LM: lise maxima, entre os grupos de gatos da raca Maine Coon

portadores e sem alteragdes no ecocardiograma (G2/1 MYBPC3+-) e portadores e

com alteragdes no ecocardiograma (G2/2 MYBPC3 ++).
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Figura 11: Boxplot das variaveis no FIBTEM pela tromboelastometria (ROTEM). CT:

Tempo de coagulacéo; CFT: tempo de formagdo do coagulo; Angulo Alpha; A10 e

A20: amplitude da curva em 10 e 20 minutos respectivamente, MCF: firmeza maxima

do coagulo e LM: lise maxima, entre os grupos de gatos da raca Maine Coon

portadores e sem alteragdes no ecocardiograma (G2/1 MYBPC3+-) e portadores e

com alteragdes no ecocardiograma (G2/2 MYBPC3 ++).
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7. DISCUSSAO

Existem varios tipos de mutacdes relacionadas a MCH em diferentes ragas de
gatos, a prevaléncia da mutagdo A31P em gatos da raga Maine Coon é de
aproximadamente 34% em todo o mundo. A penetrancia da mutacédo néo € de 100%
e alguns animais desta raca com a mutagdo podem ou ndo desenvolver hipertrofia
relacionada ao ventriculo esquerdo. O prognéstico clinico quanto as alteragdes
secundarias relacionadas a coagulagao sanguinea, como o TEA é melhor em animais
portadores heterozigotos quando comparado aos animais homozigotos. O presente
estudo foi relacionado apenas a uma ragca e a uma mutacdo (A31P). Devem ser
realizados mais estudos relacionados a presenca da mutagdo, alteragcdes
cardiovasculares e o perfil hemostatico de gatos, bem como as avaliagbes de outras

mutacgdes relacionadas a MCH.

O pequeno numero amostral foi um fator limitante, porém foi notavel a
dificuldade em encontrar animais portadores heterozigotos e nao foi detectado
nenhum portador homozigoto. Tal afirmag&o é importante pois indica que para a raga
Maine Coon, os animais reprodutores devem ser negativos para a mutagdo, ou seja,
nao portadores e assim monitorados constantemente para MCH, na tentativa de evitar

a disseminacao da doenga pelo seu carater genético de origem familial.

Mesmo com a escolha aleatdria dos animais apenas pela presenca ou nao da
mutacgéo, a populacdo estudada foi homogénea quanto ao sexo, tendo em vista a
distribuicdo de metade dos animais avaliados machos e a outra metade fémeas.
Porém, a maioria dos animais do grupo portadores da mutagao eram fémeas com
meédia de idade de 10 anos ja os autores Chetboul et al. (2006a); Fuentes et al. (2006);
Granstrom et al. (2011) e Pellegrino et al. (2014), afirmaram que a ocorréncia de MCH
ocorre em machos de meia idade, mas que pode ocorrer em fémeas jovens e senis.
As divergéncias apontadas para este trabalho podem ter ocorrido ja que os animais
avaliados nao possuiam MCH e sim a presenca da mutacao para o gene MYBPC3, o
menor numero amostral de animais deste estudo também difere dos autores

supracitados e a utilizagdo de apenas uma raga de gatos, os Maine Coons.

Para ambos os grupos nao foram observadas alteragdes significativas para os
parametros do ROTEM quando analisados os testes EXTEM, INTEM, FIBTEM. Marly-

Toucher et al. (2017), no seu estudo com valores de referéncia indicaram que as
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analises podem ser comparadas com o de tempo de protrombina, tempo de

tromboplastina parcial ativada e fibrinogénio.

Segundo estes mesmos autores, o MCF dos ensaios EXTEM e INTEM depende
do grau de contagem de plaquetas e concentragao plasmatica de fibrinogénio e que a
diferenga entre o MCF nos ensaios EXTEM e FIBTEM também pode ser usado como
um indicador de contribuicdo plaquetaria ao coagulo. Eles afirmaram que nesta
espécie a coagulagao € mais dependente da fungdo plaquetaria do que pela agéo do
fibrinogénio, o que ndo pode ser evidenciado ja estas analises nao foram realizadas,

tendo sido este um fator limitante do estudo realizado.

Quando comparados os resultados descritivos dos parametros do ROTEM, em
relagdo aos valores de referéncia (Marly-Toucher et al., 2017), notou-se a diminuigao
das medianas para as variaveis CT e A10 nos grupos G1 e G2, no EXTEM. A
diminuicdo do tempo de coagulagdo é um fator importante para estados de
hipercoagulabilidade, ja que estar variaveis ndo podem ser avaliados isoladamente. A
diminuicdo da amplitude do coagulo (MCF) em ambos os grupos em relagdo aos
valores de referéncia ndo apresenta significado clinico, pois apenas a sua elevagao
apresenta relagdo com a qualidade da formagao do coagulo como explica Crochemore
et al., 2017.

Quando observadas as variagdes descritivas néo significativas dos parametros
do ROTEM, em relacéo aos valores de referéncia (Marly-Toucher et al., 2017), notou-
se a diminui¢cdo das medianas para a variavel CT e aumento na variavel LM no grupo
G1 no INTEM. Porém nao foi possivel relaciona-los a estados de hipercoagulabilidade,
e hiperfibrindlise, pois apesar dessas alteracdes, o estudo em questdo nao fornece
evidéncias possiveis de quadros de hipercoagulabilidade em gatos portadores e ndo
portadores da mutagdo quando avaliados através da tromboelastometria. Segundo
Stokol et al. (2008), quadros de hipercoagulabilidade foram observados em gatos com
TEA, secundario a MCH, que foram caracterizados pela alteracdo de dois dentre
quatro parametros hemostaticos sendo eles: fibrinogénio, FVIII, proteina C, dimeros
D, complexo trombina antitrombina (TAT), afirmando que a hipercoagulabilidade n&o
poder ser caracterizada utilizando-se apenas um teste. Definiram, portanto, que o
aumento nas concentragcdes de substancias pré coagulantes e marcadores de

geragao de trombina fornecem evidéncias mais fortes de desequilibrio hemostatico.
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Desta forma, destaca-se a importancia de se aliar as analises obtidas pela TEM com

outros biomarcadores para avaliagdo da hemostasia.

As variaveis no FIBTEM de ambos os grupos estiveram dentro do intervalo de
referéncia descritos por Marly-Toucher et al. (2017). Para Sigrist et al. (2018), em um
estudo realizado com tromboelastometria em caes e gatos, a hiperfibrindlise (HFL) foi
associada ao aumento comum de CT no EXTEM, diminuicdo do MCF do FIBTEM e
em alguns cades também uma diminuicdo do MCF no EXTEM, indicando que a HFL
prejudica a formagao do coagulo estavel levando a quadros de hipercoagulabilidade.
Tais observacdes nao foram evidenciadas nos animais do presente estudo quando
comparados os grupos G1 e G2, portanto mais pesquisas investigando os
mecanismos de HFL primaria e secundaria em gatos e cées, bem como indicadores

especificos para a previsao de HFL sdo necessarios.

A falta de valores de referéncia completos e disponiveis na literatura para a
espécie com o reagente FIBTEM® comprometeram a analise, portando mesmo sem
alteracao significativa entre os grupos, de forma descritiva, ndo é possivel predizer se
os valores estdo de acordo com a referéncia para a espécie (24), com o reagente

FIBTEM®, levando em consideragao as variaveis CT, MCF e LM..

Uma limitagao do estudo se deve ao fato de que nao foi possivel realizar a
mensuragao de T4 total (hormdnio tireoidiano), pois o hipertireoidismo € uma das
principais causas de miocardiopatias secundarias (SAMPEDRANO et al., 2006).
Foram realizadas apenas avaliagbes bioquimicas para o perfil renal, hepatico e outros
marcadores como critério de exclusao e inclusao para doengas de base, apesar dos
animais apresentarem alteracdes clinicas para esta doenca e previamente ndo terem
alteracbes de pressao arterial sistolica, como mencionado e corroborando com o0s

critérios da doenca citados por Da Cunha et al. (2008).

Foi observada alteragdo significativa para as concentragbes séricas de
albumina, porém dentro do intervalo de referéncia para a espécie. Esta alteragao pode
estar relacionada a baixa ingestao proteica, diminuigdo da sintese proteica, perda de
proteinas, hepatopatias, estado catabdlico ou como uma alteracao inespecifica de um
processo inflamatério (ECKERSALL, 2008; CERON et al., 2005; MURATA et al.,
2009). Para o presente estudo n&o se pode afirmar que os animais tenham altera¢des
relacionadas a estas condi¢cbes citadas, ja que nenhum dos animais apresentou

evidéncia clinica que pudessem ser relacionadas a tais processos. Outras avaliagdes
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especificas devem ser feitas para avaliar esta afirmacdo, mas ressalva-se que a
observagao desta proteina € de suma importancia para auxiliar na pesquisa clinica
como um perfil de monitoramento dos animais e como biomarcador precoce, mesmo
que inespecifico, desde de que esteja associada a avaliagdo de outras proteinas de

fase.

A comparacgao do perfil tromboelastométrico de animais com e sem alteragdes

ecocardiograficas no G2 (portadores) também nao revelou diferencas estatisticas.

O ecocardiograma € o método diagndstico, mas indicado para identificar a
hipertrofia miocardica, sendo este nao invasivo e importante para diferenciar as
alteracdes cardiovasculares, principalmente as miocardiopatias (CHETBOUL et al.,
2006; HAGGSTROM et al.,, 2008), por isso o método foi escolhido para o

acompanhamento e triagem dos animais no presente estudo.

De acordo com Trechiou Sechi et al. (2012) e Pellegrino et al. (2014), em gatos
persas portadores de mutacao, a hipertrofia miocardica observada esta relacionada
com o aumento da regido septal-basal (0,5- 0,6 cm suspeitos e superior a 0,6
positivos) e que a mesma foi considerada a alteragdo mais prevalente. O aumento
dessa regiao mesmo sem diferenca significativa, também foi observado no presente
estudo: 46% (7/15) dos animais do grupo G2 apresentaram valores entre 0,52- 0,69
cm para a regiao septal basal, enquanto que no G1 26% (4/15) entre 0,54-0,65 cm.
Mesmo com as alteracdes apresentadas, nenhum animal, apresentou alteracdes de

pressao arterial sistolica e outras alteragdes clinicas.

Chetboul (2012), relatou que o aumento na regido septal basal pode justificar a
presenga de aumento na velocidade do fluxo aértico e na passagem do sangue na via
de saida do ventriculo esquerdo. O que nao foi observado no presente estudo. Para
0S animais que apresentaram aumento da regiao septal basal citados anteriormente,
foram observadas alteragdes como insuficiéncia discreta a moderada da valva mitral,
movimento anterior sistdlico (MAS) e alteragdes em musculos papilares, tanto para o
G1 quanto para o G2. A avaliacdo dos musculos papilares € considerada uma
avaliagao subjetiva e ndo pode ser avaliada unicamente para determinagéo do risco
para cada animal avaliado (GRAZIANO, 2007). A progresséo do MAS pode acarretar
na obstrucédo da via de saida do VE, e a presenca da mesma causar uma isquemia
miocardica futura (HAGGSTROM, 2008). Portanto, para os animais avaliados,

principalmente os portadores (G2), com alteragdes nas regides septal basal existe a
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necessidade de um acompanhamento seriado com o ecocardiograma como paliativo
para progressdo da doenca, identificando precocemente a presenca de disfungdes
diastolicas importantes e hipertrofia atrial que levam ao desenvolvimento de quadros

secundarios graves, como o tromboembolismo arterial.

Segundo Haggstrom et al. (2008), Céte et al. (2011) e Pellegrino et al. (2014),
considera-se alteragcdo hipertrofica quando a espessura da parede ventricular
esquerda e ou septo interventricular ultrapassar 0,6 cm. Para o presente estudo nao
foram observadas alteragdes significativas quando levadas em consideracdo as
regides supracitadas (acima de 0,6 cm), mas para estas mensuragdes, cinco animais
do G1 e cinco animais do G2, apresentaram valores limitrofes (> 0,5 cm), para SIVd e
PVd, sendo que trés animais dos cinco para o G2 e quatro animais dos cinco para o
G1, também apresentaram alteragdes hemodinamicas e da regido septal basal citada
anteriormente, reiterando que mesmo sem diferengca significativa existe uma
relevancia clinica para as variaveis e o proposto sobre o0 acompanhamento clinico e

ecocardiografico destes.

A avaliacao da pressao arterial sistélica e alteracdes relacionadas a mesma nao
foram observadas em ambos os grupos avaliados. Esta analise € importante para
diferenciar a hipertrofia miocardica de outras doencas que causem alteracdes
cardiovasculares e falso aumento pelo estresse (BROWN et al., 2007), por tal fato foi
utilizada como critério de inclusdo e exclusdo do estudo em questao. Para os animais
amostrados as pressoes arteriais sistolicas nao ultrapassaram 150mmHg e os animais
nao apresentaram alteragdes clinicas que justificassem a presenca de outras doencgas

sistémicas.

O diametro ventricular, tanto na sistole quanto na diastole, apresentou
diminuig&o significativa (p<0,05), para o G1. Normalmente, em animais afetados pela
doenga ocorre a diminuigao da cavidade do VE (SCHWARTZ, 2007), mas mesmo que
a afirmacgéao corrobore com o observado no presente estudo e a relevancia clinica da
mesma seja importante, ndo foi possivel afirmar que os animais portadores da
mutacgéo grupo G2, possuem MCH em sua forma clinica, pois outros achados podem
ser compativeis e ou incompativeis com esta doenga e normalmente o principal
parametro levado em consideracdo para o diagndstico sdo as medidas

ecocardiograficas do septo interventricular e da parede livre do VE > 0,55-0,6cm,



62

durante a diastole (RUSH, 2002; COTE et al., 2011; HAGGSTROM, 2008; FREEMAN

2017), dado que nao se alterou significativamente no estudo em questao.

Investigagcbes que avaliam a hemostasia em pacientes que possuem
miocardiopatia na rotina do atendimento clinico veterinario ainda sdo escassas. A
avaliagdo mais acurada das alteragbes hemostaticas nesses pacientes, por meio de
equipamentos como o ROTEM, se faz necessaria, haja vista o processo complexo que
pode ser encontrado em disturbios hemostaticos provenientes de alteracdes

hemodinamicas.
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8. CONCLUSAO

Com base neste estudo e levando em consideragao a metodologia utilizada,
pode-se afimar que ndo foram observadas diferencgas significativas entre os animais
poratadores e ndo portadores da mutagdo A31P no gene MYBPC3 para MCH na
tromboelastometria pela ativagao da via extrinseca (EXTEM®), intrinseca (INTEM®),

e pela adi¢ao de citocalasina D que inibe a fungao plaquetaria (FIBTEM®).

Os animais portadores apresentaram alteracdo nas concentragcbes de
albumina, quando comparados aos animais nao portadores. A alteracdo do diametro
ventricular durante a sistole e durante a diastole confirma uma possivel disfungao
diastdlica, nos animais portadores da mutagdo A31P-MYBPC3. Os animais portadores
também apresentaram tempo de coagulagéo diminuido e aumento da lise maxima em
relagcdo aos valores de referéncia no teste INTEM®, porém tais alteracbes ndao sao
confirmatdrias de quadros de hipercoagulabilidade quando n&o associadas a outros

testes hemostaticos.

Nota-se a importéncia de associar as alteragcbes do ecocardiograma com
exames laboratoriais especificos como a tromboelastometria, pois podem identificar
em conjunto alteracbes que, mesmo sem valor significativo, se correlacionam pela
importancia clinica. Portanto, sdo necessarios estudos clinicos para comprovagao de
que os achados de hipercoagulabilidade sanguinea estdo relacionados a essas
doencgas e impliquem na ocorréncia de eventos trombéticos. Assim, o diagndstico
preventivo destas alteragdes, principalmente em animais geneticamente predispostos,

contribuira com a busca para a melhoria do prognostico e sobrevida destes animais.
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Resumo

A raca Maine Coon tem predisposicdo ao desenvolvimento da miocardiopatia hipertrofica e
existem mutagdes relacionadas a doenga, uma delas ¢ a A31P localizada no gene da proteina C
miosina ligante (MYBPC3). Estados de hipercoagulabilidade e alteragdes hemostaticas nesta
raca podem estar relacionados a presenca desta mutacdo. Um dos testes que avalia o perfil
hemostatico € a tromboelastometria (TEM). Gatos da raga Maine Coon portadores (G1=15) e
ndo portadores (G2=15), da A31P-MYBPC3, foram submetidos ao perfil tromboelastométrico.
Foram coletadas amostras de sangue em momento Unico em tubo contento citrato de sddio e
analisadas em at¢ 20 minutos no equipamento ROTEM com os reagentes: INTEM®, EXTEM®
e FIBTEM; E avaliadas as variaveis: CT (tempo de coagulagdo); CFT (tempo de formacao do
coagulo); Angulo a; A10 a A20 (firmeza do coagulo, entre os tempos 10 e 20 minutos); MCF
(firmeza maxima do coagulo); ML (lise maxima). A andlise estatistica considerou-se o nivel de
5 % de significancia e usados os testes t student ¢ Wilcoxon Mann-Withney (WMW). Nao
foram observadas alteracdes significativas quando comparados os grupos portadores € nao
portadores, portando dentro das condi¢des e para os animais avaliados ndo foi possivel
identificar quadros de hipercoagulabilidade relacionados a presenca da mutacdo (A13P-
MYBPC3).

Palavras chave: miocardiopatia, hipercoagulabidade, hemostasia, tromboelastometria.

Abstract


mailto:*pedritacfassuncao@gmail.com

34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66

73

The Maine Coon breed is predisposed to the development of hypertrophic cardiomyopathy and
there are mutations related to a disease, one of which is an A31P located in the protein C myosin
ligand (MYBPC3) gene. States of hypercoagulability and hemostatic correction may be listed
as the presence of this mutation. One of the tests that evaluates the hemostatic is a
thromboelastometry (TEM). Maine Coon carriers (Gl = 15) and non-carriers (G2 = 15) of
A31P-MYBPC3 were along the thromboelastic profile. Blood samples were taken during the
course of life. Single in tube containing sodium citrate and analyzed in up to 20 minutes in
ROTEM with reagents: INTEM®, EXTEM® and FIBTEM; And evaluated as variables: CT
(coagulation time); CFT (clot formation time); Angle a; A10 to A20 (clot firmness between 10
and 20 minutes); MCF (maximum clot firmness); ML (maximum lysis). A statistical analysis
considered the significance level of 5% and the use of testicles and Wilcoxon Mann-Withney
(WMW). The changes were not observed when comparing the carrier and non-carrier groups,
taking the conditions and comparing the groups of patients with high capacity of
hypercoagulability related to the presence of the mutation (A13P-MYBPC3).

Key words: myocardiopathy, hypercoagulability, hemostasis, tromboelastometry.

Introducio

Na medicina felina a classificagao da doenca miocardica segue as definicoes da WHO (World
Helth Organization) e guidelines padronizados por meio de diagnosticos reportados e descritos
na literatura. (Godiksen et al., 2011; Chetboul, 2012; Freeman et al,. 2017) A classificagao
comum da miocardiopatia ¢ hipertréfica, restritiva e dilatada. Ademais, a miocardiopatia
secundaria a condi¢des valvulares, isquémicas ou inflamatorias, podem geram o mesmo
mecanismo para o desenvolvimento da doenga e estudos relacionados a mecanismos
compensatorios e as alteragdes causadas pela doenca tem sido cada vez mais estudados, ndo s
aqueles relacionados a contratilidade, mas também a arritmogenicidade (Haggstrom, 2015;
Maron e Fox , 2015; Fox et al., 2018)

A prevaléncia da mutacao A3 1P em Maine Coon ¢ de aproximadamente 34% em todo o mundo.
A penetrancia da mutagdo ndo ¢ 100% e alguns animais da raca Maine Coon com a mutagao
A13P nao desenvolvem hipertrofia do ventriculo esquerdo (VE), por outro lado alguns animais
sao diagnosticados com miocardiopatia hipertréfica (MCH) e nao sdo portadores da mutacao
A31P O prognéstico ¢ desfavoravel em gatos afetados homozigotos em comparagdo com
heterozigotos afetados. O teste genético ¢ de suma importancia para garantir a viabilidade

reprodutiva dos animais (Paige et al., 2009; Pellegrino et al., 2014)
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Embora a compressao dos fatores de risco para o desenvolvimento das miocardiopatias tenha
avancado, muitos animais ainda permanecem sem diagndstico e ou sem acompanhamento, até
que apresentem uma crise clinica relacionada a quadros de tromboembolismo arterial. Embora
a ecocardiografia seja a principal ferramenta diagndstica para a identificagdo e classificacao das
miocardiopatias ¢ da MCH (Ferasin, 2009), o acompanhamento de gatos portadores e a
avaliag¢do do seu perfil hemostatico auxilia previamente em intervengdes clinicas garantindo o
bem-estar e o estado de higidez destes animais e reconhecer possiveis gatos vulneraveis.

A MCH em felinos, se assemelha a MCH no homem em seu aspecto clinico e patologico e esta
espécie representa um modelo animal importante para a pesquisa da doenga em humanos,
nenhuma outra espécie animal desenvolve espontaneamente MCH como o humano além dos
felinos (Kittelson et al., 1999; Rush et al., 2002; Meurs et al., 2009).

Em humanos a literatura descreve 11 genes que codificam proteinas do sarcomero e que s@o
responsaveis pelo desenvolvimento da MCH, estes apresentam uma heterogeneidade genética
substancial com mais de 1500 mutagdes relatadas em pacientes, em sua maioria patogénicos e
associados a heranca familiar com risco de desenvolver o fenotipo da doenca (Marsiglia e
Pereira, 2014)

Nos gatos, a miocardiopatia hipertrofica ¢ também doenga familiar com transmissio
autossomica dominante. Dados genéticos surgiram nos Ultimos muitos anos. Duas mutacdes
causais na miosina proteina de ligacdo C (MYBPC3) gene foram identificados com MCH no
gato Maine Coon (mutagcdo A31P) (Meurs et al, 2005; Mc Donald et al., 2007; Mary et al.,
2010).

A MCH em gatos ¢ associada a ocorréncia de morte subita, insuficiéncia cardiaca e
tromboembolismo arterial, pois esta doen¢a pode causar danos endoteliais graves ou
disseminados que levam a perda das funcdes endoteliais antiplaquetérias, anticoagulantes e
fibrinoliticas normais (Payne et al., 2015) A trombose patoldgica é favorecida pelo aumento da
coagulabilidade e da ativagdo plaquetaria. O endotélio lesado libera fator tecidual e fatores
antifibrinoliticos e o tecido subendotelial exposto causa trombose por agir como substrato a
formacgado de codgulos e estimular a adesdo e a agregacdo plaquetdrias. Em todas as formas de
miocardiopatia felina h4 lesdo miocérdica. Estas lesdes podem desencadear um processo
trombotico por inducao da adesdo e agregagao das plaquetas aos substratos expostos pelo tecido
lesionado com subsequente ativagdo da cascata de coagulagdo. A trombose ¢ capaz de causar
variadas sequelas clinicas, podendo ser descoberta apenas na necropsia ou ainda, nunca ser

descoberta. A localizagdo e o tamanho dos codgulos sdo fatores que irdo definir a grau de
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comprometimento funcional da area atingida (Stokol et al., 2008; Tablin ef al., 2014; Payne et
al., 2015).

O diagnoéstico dos disturbios hemostaticos, tanto hemorragicos quanto tromboticos tem
evoluido no decorrer dos tempos. A tromboelastometria (TEM) € uma técnica para diagnostico
in vitro , que avalia a viscoelasticidade do sangue, 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 fungdo hemostatica do sangue, integrando os
componentes celulares e as proteinas da cascata de coagulacao, além de auxiliar no diagnostico
de distirbios hemostaticos, como coagulacdo intravascular disseminada e detectar estados de
hipo e/ou hipercoagulabilidade antes mesmo das manifestagdes clinicas. Consiste na
mensuracdo e registro de todo processo de coagulagdo, desde o inicio da interagdo plaqueta-
fibrina, da agregacdo plaquetaria e do desenvolvimento do coagulo, até sua eventual lise (Kol
e Borjesson, 2010).

A avaliagdo da participagdo das plaquetas pela TEM ¢ indireta (Smith et al, 2010). Os
parametros analisados pelo teste sdo: tempo de coagulacio (CT), tempo de formagao do coagulo
(CFT), angulo o (alfa), firmeza méaxima do coagulo (MCF) e a porcentagem de fibrindlise
maxima (ML). O tempo de coagulagdo ¢ o tempo para o inicio da formagdo da fibrina sendo
um indicador da atividade dos fatores de coagulagdao plasmaticos. O tempo de formacao do
codgulo corresponde ao inicio da ativagdo das plaquetas e fibrinogénio, formando no grafico
uma angula¢do a que corresponde a cinética da formagao do coagulo. A firmeza méxima do
coagulo depende das plaquetas e da ativacao do fibrinogénio e fator XIII (McMichael e Smith,
2011). A técnica foi validada para monitoracdo hemostatica em caninos (Smith et al., 2010),
equinos (Kol e Borjesson, 2010) e felinos (Marscher, 2010; Marly Voquer ef al., 2017).

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o perfil hemostatico através do teste de
tromboelastometria de animais portadores e ndo portadores da mutacdo A31P no gene

MYBPC3 (A31P-MYBPC3).

Material e Métodos

O estudo foi realizado em gatos atendidos na rotina da Clinica Especializada em Medicina
Felina Gattos, situada na regido Metropolitana de Sao Paulo, em parceria com a Associagao da
Raca Maine Coon no Brasil (AMACOON) e as analises laboratoriais realizadas no Laboratdrio
Clinico Veterinario do Hospital Veterinario da FMVZ — UNESP, Botucatu/SP. Foram incluidos
30 gatos, sem predilecdo por sexo e com idade variada entre dois e 12 anos sendo 15 ndo

portadores (G1) e 15 portadores da mutacao A31P - MYBPC3, com screening genético (PCR-
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reagdo de cadeia polimerase) prévio. Todos os tutores (criadores), assinaram um termo de
consentimento “Livre e Esclarecido” para conhecimento dos procedimentos que foram
realizados e todas as normas seguiram os protocolos e avaliagdo da Comissdo de Etica no Uso
de Animais (protocolo n 0164/2018) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ)- Unesp/ Botucatu.

No screening genético por PCR, dos animais selecionados o sequenciamento do DNA revela
troca no par de bases (G por C) no codon 31 (exon 3) em gatos afetados e este teste € padrao os
animais raca Maine Coon, que sao usados como reprodutores em gatis.

Para determinacdo do estado de higidez dos gatos foram realizados hemograma, dosagem de
proteina total plasmatica e sérica, albumina, enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA), gama-glutamil transferase (GGT), ureia,
creatinina, glicose, frutosamina, creatinaquinase (CK). Para inclusdo no estudo os resultados
deveriam se apresentar dentro dos intervalos de referéncia para a espécie.

Amostras

Foram colhidos em momento unico, 1,8 ml de sangue em tubo citratado a 3,2% (BD
Vacuntainer®) pela da veia jugular no grupo G1 (n=10) e no grupo G2 (n=15) e em cinco
animais do G1 as coletas foram realizadas por punc¢do da veia femoral, devido ao
comportamento dos animais € com a inten¢do de garantir o bem estar dos animais avaliados
pelas boas praticas da medicina felina. As amostras foram processadas no ROTEM (Delta ®)
20 minutos apds a colheita. A colheita de sangue foi realizada preferencialmente na veia jugular,
quando nao foi possivel devido ao comportamento do animal e visando sempre o bem-estar do
animal de acordo com as boas praticas clinicas da medicina felina.

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 300pnL de sangue total citratado recalcificado com 20uL de cloreto de calcio
0,2 mol/L) sendo que a ativagdo da coagulacdo foi realizada separadamente em cada canal,
empregando-se os seguintes reagentes: INTEM® (20uL, fosfolipidios de 26 tromboplastina
parcial, Pentapham, Munique, Alemanha), EXTEM® (20uL, tromboplastina tecidual,
Pentapham, Munique, Alemanha) e FIBTEM® (20uL tromboplastina tecidual e 20uL
citocalasina, Pentapham, Munique, Alemanha). E avaliadas as seguintes variaveis: CT (tempo
de coagulacdo): laténcia até a formacao inicial de fibrina; CFT (tempo de formag¢ao do coagulo):
velocidade até a obtengdo de estabilidade do coagulo; Angulo o: velocidade de acimulo de
fibrina e de ligacdo cruzada (nivel de fibrinogénio); A10 a A20: firmeza do codgulo, pela

amplitude entre os tempos 10 e 20 minutos; MCF (firmeza méxima do coagulo): medida do
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pico da forca/resisténcia do coagulo; ML (lise maxima): medida do tempo para perda da
resisténcia de um coagulo.

O hemograma para a triagem e inclusdo dos animais foi realizado no Laboratorio Clinico
Veterinario da UNESP de Botucatu em contador hematoldgico Procyte (Idexx®), e o
hematocrito confirmado através da técnica do microhematécerito, a contagem diferencial de
leucdcitos realizada manualmente em esfregagos sanguineos corados pelo corante Pandtico
rapido (Laborclin®).

Os testes bioquimicos alanina amino-transferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST),
fosfatase alcalina (FA) e gama glutamil-transferase (GGT), uréia e creatinina, proteinas totais
séricas, albumina, glicose, frutosamina, calcio foram realizados em equipamento de bioquimica

automatizada (Mindray® - BS200 E) utilizando kits comerciais (Bioclin® e Labtest®).

Resultados

Foram utilizados testes ndo paramétricos, levando-se em consideragdo a natureza das variaveis
estudadas. O teste de normalidade utilizado foi o teste de Shapiro Wilk e para comparar os
resultados entre os dois grupos com varidveis ndo paramétricas utilizou-se o teste de Wilcoxon-
Mann-Whitney (WMW). Todas as analises foram consideradas significativas com 5% de
significancia (p< 0,05), e o programa estatistico utilizado foi o Graphpad Prism® Versao 6.
Foram observadas 15 fémeas (60% G1 e 40% G2) e 15 machos (40% G1 e 60% G2), a média
da idade dos animais em ambos os grupos foi de 7 anos (+ 6,7) sendo G1 6 anos (+ 5,6) e G2 §
anos (£ 7,9). A média de idade das fémeas do G1 foi de 6 anos (£ 5,5) e do G2 10 anos (+9,5).
Para os machos a média de idade do G1 + 5,5 e para o G2 £ 5,6.

Nao foram observadas diferengas significativas (p>0,05), para os pardmetros do ROTEM®,
quando comparados os os grupos Gl (positivos para a mutacdo) e G2 (negativos para a
mutagdo), para as varidveis da avaliacdo pelo EXTEM® (Tab.1) INTEM® (Tab. 2) e
FIBTEM® (Tab.3). Na avaliacdo descritiva foram observadas alteracdes para os valores das
medianas quando comparados aos valores de referéncia para o grupo G2 nas variaveis CT e
A10 no EXTEM (Tab. 1 e Fig. 1) e para as varidveis CT e LM no INTEM (Tab. 2 e Fig. 2).
Tabela 1: Mediana e intervalos interquartis dos parametros da tromboelastometria (ROTEM®-

EXTEM®), nos grupos G1 e G2 de gatos da raca Maine Coon.
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Gl QG2 Valor de p
Parametro Mediana 25% 75%  Min Max Mediana 25% 75% Min Max
CT
28 21 40 19 74 29 15 34 9 52 0,22
(34-52)
CFT
57 50 70 40 696 81 66 99 46 340 0,05
(41-260)
A° alpha
78 70 80 31 82 76 74 80 54 81 0,86
(59-82)
Al0
57 44 62 19 70 52 44 56 25 64 0,21
(59-82)
A20
62 49 66 24 72 56 48 65 29 69 0,36
(30-68)
MCF
63 56 67 31 73 57 50 67 36 73 0,47
(36-73)
LM
1 7 0 33 14 1,5 26,7 0 55 0,22
(0-23)

198 CT tempo de coagulagdo-(s) segundos; CFT- tempo de formagao do codgulo (s) segundos; A°. alpha- (°); A10- amplitude 10

199 minutos; A20 amplitude 20 min; MCF firmeza maxima do coagulo- (mm)- milimetros; LM — lise maxima (%) porcentagem;
200 Min: minimo; Méax: maximo.
201
202
203
204  Tabela 2: Mediana e intervalos interquartis dos pardmetros da tromboelastometria (ROTEM®-
205  INTEM®), nos grupos G1 e G2 de gatos da raga Maine Coon.
Gl G2 Valor de p
Parametro Mediana 25%  75% Min Max | Mediana 25%  75% Min  Max
CT
160 152 180 67 237 117 98 198 31 259 0,56
(126-254)
CFT
94 61 183 52 423 94 79 151 68 909 0,47
(48-251)
A° alpha
72 59 77 26 80 72 68 75 28 78 0,86
(53-80)
Al0
53 40 58 21 64 45 35 52 16 63 0,22
(31-68)
A20
55 51 63 28 68 51 27 60 22 67 0,08
(37-73)
MCF
57 53 63 33 70 46 35 63 5 67 0,06
(40-78)
LM
6 3 18 0 54 17 6,7 61,7 0 100 0,09
(0-8)
206 CT tempo de coagulagdo-(s) segundos; CFT- tempo de formagdo do codgulo (s) segundos; A°. alpha- (°); A10-
207 amplitude 10 minutos; A20 amplitude 20 min; MCF firmeza maxima do codgulo- (mm)- milimetros; LM — lise
208 maxima (%) porcentagem; Min: minimo; Max: méaximo;
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209  Tabela 3: Mediana e intervalos interquartis dos pardmetros da tromboelastometria (ROTEM®-

210  FIBTEM®), nos grupos G1 e G2 de gatos da raca Maine Coon.

Gl G2 Valor de p
Parametro Mediana 25%  75% Min Maiax | Mediana 25%  75% Min  Miéx
CT
() 60 53 66 15 117 41 32 59 22 112 0,07
A° alpha
) 54 68 76 46 79 67 59 72 7 77 0,58
Al10
10 7 14 5 18 10 6 12 3 15 0,38
(2-9)
A20
10 7 15 5 20 10 7 12 2 15 0,28
(2-10)
MCF
10 7 16 5 20 11 7 12 2 15 0,21
(3-10)
LM
13 9 22 0 35 18 5,5 25 0 77 0,83
(-)
211 CT tempo de coagulagdo-(s) segundos; CFT- tempo de formagao do codgulo (s) segundos; A°. alpha- (°); A10- amplitude 10
212 minutos; A20 amplitude 20 min; MCF firmeza maxima do coagulo- (mm)- milimetros; LM — lise maxima (%) porcentagem;
213 Min: minimo; Méax: maximo.
214
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215 Figura 1: Boxplot das varidveis CT ( tempo de coagulagdo) e A10 (amplitude em 10 minutos)
216  para o EXTEM nos grupos G1( ndo portador) e G2 (portador) de gatos da raca Maine Coon.

217
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Figura 2. Boxplot das varidveis CT ( tempo de coagula¢do) e LM ( lise maxima) para o
INTEM nos grupos G1( ndo portador) e G2 (portador) de gatos da raga Maine Coon.

Discussao

Os animais avaliados ndo apresentavam alteragdes clinica laboratoriais que indicassem
evidéncia clinica de MCH ou que justificassem alteragdes no exame da tromboelastometria
relacionadas a alteragdes secundarias e a outras comorbidades.

O desenvolvimento de trombos em gatos com miocardiopatia hipertrofica ¢ classicamente
atribuido a Triade de Virchow (lesdo endotelial, anormalidades do fluxo sanguineo e
hipercoagulabilidade (Fuentes, 2012; Hogan, 2017). A hipercoagulabilidade ¢ alteracdo da
homeostase dos fatores de coagulacao e dos seus inibidores que estimulam a geracao patoldgica
de trombina levando a formagdo do trombo (Stokol et al., 2008). Estes quadros ndo foram
observados nos animais avaliados, pois ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os
grupos para nenhuma das variaveis observadas.

No presente estudo ndo foram observadas alteragdes de hipercoagulabilidade sanguinea, pela
TEM, ja que ndo foram observadas alteragdes de encurtamento do tempo de coagulacao (CT) e
do tempo de formacao do coagulo (CFT), aumento do angulo a e da firmeza maxima do codgulo
(MCF), indicadores de estados de hipercoagulacdo (Stokol et al., 2008). Com a utilizagao dos
reagentes INTEM® e EXTEM®, constatou-se que a formagdo da trombina foi normal em

ambos os grupos € a mesma foi avaliada de forma exclusiva em cada via da coagulacao,
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intrinseca e extrinseca respectivamente. Ademais a formagao da fibrina a partir do fibrinogénio
nos animais avaliados, de acordo com a TEM se mostrou normal, pelo teste FIBTEM, mas esta
avaliacdo ndo identifica alteragdes nas fungdes plaquetarias (McMichael e Smith, 2011).

Para ambos os grupos nao foram alteragdes significativas para as os parametros do ROTEM®
quando analisados pelos testes EXTEM®, INTEM®, FIBTEM® Em estudo com valores de
referéncia as analises realizadas na TEM podem ser comparadas com as andlises de tempo de
protrombina, tempo de tromboplastina parcial ativada, e fibrinogénio (Marly Voquer et al.,
2017).

Quando observadas as variagdes descritivas mesmo sem diferenga significativa dos parametros
do ROTEM®, e comparados aos valores de referéncia (Marly Voquer ef al., 2017), nota-se a
diminuicdo das medianas para a varidvel tempo de formacdo do codgulo CT e aumento na
variavel LM no grupo Gl, no INTEM®, como ndo foram realizados testes de funcdo
plaquetaria, fibrinogénio e a comparagdo com os resultados dos testes convencionais, ndo ¢
possivel relacionar a diminuicdo a estados de hipercoagulabilidade e hiperfibrindlise, portanto
mais avaliagdes devem ser realizadas para confimar se os animais amostrados apresentam
alteracdes em algum fator de coagulacdo relacionado a via intrinseca e ao fator de von
Willebrand.

Nao foi realizada a avaliacdo conjunta da funcdo plaquetaria com a tromboelastometria e a
correlacdo de seus resultados com os testes convencionais de hemostasia, portanto mais estudos
devem ser realizados a fim de fornecer mais informagdes sobre o estabelecimento do perfil
hemostatico dos animais portadores € ndo portadores da mutagao.

Amostras em duplicata ndo foram realizadas, tendo em vista o proposto anteriormente que
ensaios duplicados ndo sejam necessarios quando ativadores sdo usados e que apenas em
amostras recalcificadas o uso ¢ recomendado, o que ndo ocorreu com as andlises realizadas (De
Laforcade et al., 2014).

A falta de valores de referéncia completos e disponiveis na literatura para a espécie com o
reagente FIBTEM® comprometeram a analise, portando mesmo sem alteragdo significativa
entre os grupos, de forma descritiva, ndo ¢ possivel predizer se os valores estdo de acordo com
a referéncia para a espécie (Marly Voquer ef al., 2017), com o reagente FIBTEM®, levando
em consideragao as variaveis CT, MCF ¢ LM..

As concentracdes de substancias pro coagulantes e marcadores de geracdo de trombina
fornecem evidéncias mais fortes de desequilibrio hemostatico (Stokol et al., 2008). Para este

estudo ndo foram realizadas nenhuma das analises mencionadas, mas ndo se pode descartar a
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informagdo obtida através da tromboelastometria, mesmo sem alteracdes significativas e sim

aliar as andlises obtidas por ela com outros biomarcadores para avaliagao da hemostasia.

Conclusao

Com base neste estudo e levando em consideracdo a metodologia utilizada, pode-se afimar que
ndo foram observadas alteragdes significativas na tromboelastometria pela ativagdo da via
extrinseca (EXTEM®), intrinseca (INTEM®), e pela adicdo de citocalasina D que inibe a
funcdo plaquetaria (FIBTEM®), nos animais portadores e ndo portadores da mutagdo do gene
MYBPC3, ¢ por esta avaliagdo ndo foi possivel afirmar que os animais apresentam alteracao

de hipercoagulabilidade.
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Comparaciao entre o perfil tromboelastométrico (ROTEM®), de gatos da raca Maine Coon
portadores da mutagido A31P-MYBPC3 para miocardiopatia hipertréfica com alteracdes e sem
alteracdes ecocardiograficas.
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2018. [.Comparison between the thromboelastometric profile (ROTEM®) of Maine Coon cats with the
A31P-MYBPC3 mutation for hypertrophic cardiomyopathy with changes and without echocardiographic
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The Maine Coon breed is a race predisposing to the development of hypertrophic cardiomyopathy
(HCM) and mutations associated with it are known to be present, one of which is A31P located in the
MYBPC3 binding protein myosin C gene. Echocardiographic examination is the main diagnostic tool for
HCM, and alterations present in this examination are presumptive for the diagnosis of the disease. Animals
carrying the mutation and with echocardiographic changes should be monitored clinically and
laboratorially. With this objective, 15 Maine Coon cats (G1 = 15) from the A31P-MYBPC3 mutation (MCH)
were submitted to echocardiographic examination and thromboelastic profile. Of these animals, the blood
pressure was evaluated in the right lateral decubitus, cuff 3/5 moments and later blood samples were
collected, in a single moment in the sodium citrate content tube and then analyzed until 20 minutes after
collection with the reagents: INTEM®, EXTEM ® and FIBTEM® on the ROTEM® equipment. Negative
animals on the echocardiogram (MYBPC3 + -) were considered as animals with alterations in the
interventricular septum region of less than 0.5cm and the suspect carriers (MYBPC3 ++), with a mean of 0.5
to 0.6 cm The statistical analysis considered the distribution of variables at the 5% level of significance and
the t student and Wilcoxon Mann-Withney (WMW) tests were used. No significant changes were observed
when comparing the groups evaluated, but descriptive changes were observed when comparing the
medians of the variables in thromboelastometry for both groups, suggesting that animals with
echocardiographic alterations are more likely to present changes in the reference values for parameters in
ROTEM ®.
INDEX TERMS: echocardiogram, myocardiopathy, interventricular septum, thromboelastometry,

hemostasis.

Resumo- A raga Maine Coon é uma raga predisponente ao desenvolvimento da miocardiopatia hipertrofica
(MCH) e sabe-se que existem mutacdes ligadas a presenca da mesma, uma delas é a A31P localizada no gene
da proteina C miosina ligante MYBPC3. O exame ecocardiografico é a principal ferramenta diagnoéstica de
MCH, e alteragdes presentes neste exame sio presuntivos para o diagndstico da doenca. Animais portadores
da mutacdo e com alteragdes ecocardiograficas devem ser acompanhados clinicamente e laboratorialmente.
Com este objetivo 15 gatos da raca Maine Coon portadores (G1=15) da muta¢do A31P-MYBPC3 para (MCH),
foram submetidos ao exame ecocardiografico e ao perfil tromboelastométrico. Destes animais foi avaliada
a pressao arterial, em decubito lateral direito, manguito 3/ 5 momentos e posteriormente colhidas amostras
de sangue, em momento Unico no tubo contento citrato de sédio e entdo analisadas até 20 minutos pds
coleta com os reagentes: INTEM®, EXTEM® e FIBTEM®, no equipamento ROTEM®. Foram considerados
como animais portadores negativo no ecocardiograma (MYBPC3 + -) os animais com altera¢des em regido
de septo interventricular menor que 0,5cm e os animais portadores suspeitos (MYBPC3 ++), com a mediada
entre 0,5 a 0,6 cm. A andlise estatistica considerou-se a distribuicdo das variaveis ao nivel de 5 % de
significancia e usados os testes t student e Wilcoxon Mann-Withney (WMW). Nado foram observadas
alteracgdes significativas quando comparados os grupos avaliados, mas foram observadas alteracdes
descritivas quando comparadas as medianas das variaveis na tromboelastometria para ambos os grupos,
sugerindo que os animais com altera¢des ecocardiograficas tém mais propensdo a apresentar altera¢des nos
valores de referéncia para parametros no ROTEM®.

TERMOS DE INDEXACAO: ecocardiograma, miocardiopatia, septo interventricular, tromboelastometria,
hemostasia.
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INTRODUGAO

A miocardiopatia hipertrofica é a principal doenga cardiaca que acomete os felinos, se apresenta como uma
doenca de carater heterogéneo e esta diretamente ligada a presenca de mutacdo genéticas em diferentes
racas de felinos. Os gatos que desenvolvem a doenga seja ela de origem familial ou ndo, normalmente sdo
encaminhados ao atendimento clinico quando a doenga se agrava e aparecem sintomatologias respiratdrias
associadas, que podem levar a quadros de dispnéia e morte subita (Fuentes, 2017; Pellegrino, 2014).
Segundo Godiksen e Meurs, em estudo relacionado a mutagdo e a MCH, revelam que gatos com heranca
autossOmica recessiva, podem nido apresentar a mutagio ou desenvolve-la fenotipicamente, mas podem
transmiti-la aos descentes. Estes também afirmam que a mutagdo como causa da MCH familial em gatos da
raca Maine Coon, ocorre pela troca do aminodacido reservado, alterando a conformag¢do da proteina C
miosina ligante e a penetrancia da mesma é variavel. A avaliacao da presenca desta mutacdo tem favorecido
o controle dos animais portadores e a realizacdo do controle reprodutivo dos mesmos e assim evitar a
disseminacdo do gene de origem familiar (Pellegrino, 2014).

Em um estudo retrospectivo realizado por Fox et al. (2018), observou-se que avaliagdo pré-clinica de animais
assintomaticos para miocardiopatias, pode refletir em uma maior sobrevida dos animais, como ja é
observado em humanos e nesse aspecto da similaridade e como exemplo de modelo experimental em
humanos a raca Maine Coon merece destaque, pois a os aspectos hereditarios, fenotipicos e caracteristicas
fisiolégicas da MCH sao similares as observadas na MCH em humanos de origem familiar (Kittelson et al,,
1999; Meurs et al.,, 2005; Abbott et al., 2010; Coté et al., 2011).

A ecocardiografia é o método complementar de eleicdo para o diagnéstico das cardiomiopatias felinas
(Dandel et al., 2009). O método permite uma avaliagdo nio invasiva da estrutura e funcido cardiaca bem
como define os diferentes tipos de miocardiopatias (Ferasin, 2009). Os gatos com MCH discreta podem
permanecer assintomaticos por anos, muitas vezes atendidos apenas quando apresentam manifestagdes
respiratodrias ou sinais de tromboembolismo arterial (TEA) agudo (Fox et al.,, 2015).

Segundo Payne et al. (2015), em todas as formas de miocardiopatia felina ha lesdo miocardica. Estas lesdes
podem desencadear um processo trombdtico por inducdo da adesdo e agregacdo das plaquetas aos
substratos expostos pelo tecido lesionado com subsequente ativacdo da cascata de coagulacdo. As valvulas
cardiacas desempenham um papel importante na promocdo da circulagio, o fluxo diminuido nessa regido,
pela presenca de lesdo miocardica tem sido associado com hipdxia. A contribuicdo do endotélio presente
em estados trombdticos é tradicionalmente fundamentada na citocinética e expressdo do fator tecidual .
Ademai , a lesdo resultante de eventos hipoxicos, ocasiona o aumento de plaquetas, o recrutamento de
leucdcitos e a concentracgio de fatores de coagulacgio.

A ativacdo plaquetaria associada a MCH pode ocorrer devido a uma correlagdo entre a ativacdo plaquetaria
espontanea e a hipertrofia do VE, bem como o aumento da expressdo de P-selectina. A associa¢do de doenca
cardiaca, presenca de AE aumentado, lesdo endotelial e presenga de regurgitacdo mitral promovem maior
ativacdo de plaquetas e liberagdo dos componentes de granulos plaquetarios (Bedard et al., 2007).
Segundo Tablin et al. (2014), as plaquetas de gatos com MCH sdo pré coagulantes e podem levar a um maior
risco de desenvolver TEA. Como a trombose pode ocorrer devido a qualquer combinacdo de aumento de
atividade de fatores pro-coagulantes, diminuicdo da atividade endégena anticoagulante, decréscimo da
fibrinodlise, estase sanguinea ou dano vascular endotelial, esses testes provavelmente ndo preverao o risco
geral de trombose (Dengate et al., 2016). Portanto, a avaliacdo da cascata de coagulacao e de quadros de
hipocoagulabilidade e hipercoagulabilidade tém sido validadas por outras técnicas como a
tromboelastometria.

A avaliagdo e a comparacdo dos dados fornecidos na tromboelastometria em gatos portadores da mutagdo
A31P no gene MYBPC3 para MCH, em animais com altera¢des ecocardiograficas e nao, contribuira com o
estabelecimento do perfil hemostatico e identificacdo de tendéncias trombdticas em gatos portadores.

MATERIAL E METODOS

0 estudo foi realizado na Clinica Médica Especializada em Felinos, situada na regido de Sdo Paulo- Sp, com
gatos provenientes de gatis de criadores da raga Maine Coon em parceria com a Associagdo da Raga Maine
Coon no Brasil (AMACOON), ja previamente testados com o screening genético exigido. e as andlises
laboratoriais realizadas no Laboratério Clinico Veterinario do Hospital Veterinario da FMVZ - UNESP,
Botucatu/SP, apés aprovagio do Comité de Etica no Uso de Animais (protocolo no 0164/2018). Foram
incluidos 15 animais portadores da mutagao A31P-MYBPC3, para miocardiopatia hipertroéfica.

A avaliacdo dos animais para a identificagdo da presenca de doengas de base ou secundarias a
miocardiopatia foi realizada através de hemograma, dosagem de proteina total plasmatica e sérica,
albumina, globulinas, enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase
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alcalina (FA), gama-glutamil transferase (GGT), ureia, creatinina, glicose, frutosamina, creatinaquinase (CK),
sendo mantidos no experimento aqueles com resultados do perfil hematolégico e bioquimico dentro dos
limites de referéncia.

Ecocardiograma-A avaliacdo da pressdo arterial sistdlica (PAS) foi realizada por método nio invasivo,
dispositivo de Doppler vascular (marca MedMega®, modelo DV610). E realizadas cinco determinacdes,
considerando-se a média dos valores obtidos. Os animais foram posicionados em decubito lateral direito e
a afericdo realizada no membro toracico direito, manguito 3, no ter¢o médio da regido radio-ulna. O
transdutor foi posicionado entre os coxins do carpo e metacarpo, sob a regido da artéria medial, iniciando-
se a insuflagdo do manguito até a interrup¢do do pulso. A pressdo arterial sistolica foi caracterizada no
momento do retorno da percepg¢do do pulso (ao desinflar o manguito), e considerados normais os valores
de pressdo arterial sist6lica até 150 mmHg., segundo o descrito por Pellegrino et al. (2014).

0 exame ecocardiografico foi realizado no ecocardiégrafo portatil modelo Vivid-I (General Electric Co- GE
®), livres de sedagdo e/ou tranquilizagdo, os animais foram posicionados em dectbito lateral esquerdo com
o transdutor (setorial de 3 a 8 MHz) sobre o térax, para a obtencdo das imagens através da janela
paraesternal direita e paraesternal, conforme recomendacdes da Echocardiography Committee of the
Specialty of Cardiology - American College of Veterinary Internal Medicine (Thomas et al., 1993) e American
Society of Echocardiography (ASE) (Boon, 2011; Oyama, 2004; Chetboul et al,, 2012; Pellegrino, 2014).

No ecodopplercadiograma foram avaliados os seguintes parametros: frequéncia cardiaca (FC); valvas
atrioventriculares; valvas semilunares; fun¢io; fragdo de ejecdo; aorta (AO) (cm); atrio esquerdo (cm);
relacdo AE/AO; espessura do septo interventricular no final da diastole (SIVd); espessura da parede livre
do ventriculo esquerdo no final da diastole (PVEd); didmetro diastélico final da cavidade do ventriculo
esquerdo (DVEd); didametro sistolico final da cavidade do ventriculo esquerdo (DVEs); relagio septo-parede
na diastole (SIVd/PVEd), parede livre do ventriculo direito; didmetro diastélico final da cavidade do
ventriculo direito (DVDd); fluxo max artéria aorta (FL. AO max), fluxo maximo da artéria pulmonar (FL.AP
max), fluxo mitral relagdo onda E/A, tempo de desaceleracdo da onda E (TDE), tempo de relaxamento
isovolumétrico (TRIV), regido septal/basal e musculos papilares.

Amostras-As amostras de sangue para a tromboelastometria foram colhidas logo apds o exame
ecocardiografico, em momento unico e em tubo de 1,8 ml contendo citrato de sédio 3,2%, para ambos os
grupos e processadas em até 20 minutos. Foi realizada preferencialmente na veia jugular, quando nio foi
possivel devido ao comportamento do animal e visando sempre o bem-estar do mesmo de acordo com as
boas praticas clinicas da medicina felina, realizadas entdo na veia femoral. Foram colhidos 0,5 mL de sangue
com anticoagulante EDTA K3 7,5% para o hemograma e 2,0 mL de sangue sem anticoagulante para a
realizacdo das dosagens bioquimicas. As amostras sem anticoagulante e (BD®, New Jersey, Estados Unidos)
foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos para obteng¢do do soro e realizacdo dos testes.
Atromboelastometria 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 20pL de cloreto de calcio 0,2 mol/L) sendo que a ativacdo da
coagulacdo foi realizada separadamente em cada canal, empregando-se os seguintes reagentes: INTEM®
(20uL, fosfolipidios de 26 tromboplastina parcial, Pentapham, Munique, Alemanha), EXTEM® (20pL,
tromboplastina tecidual, Pentapham, Munique, Alemanha) e FIBTEM® (20pL tromboplastina tecidual e
20pL citocalasina, Pentapham, Munique, Alemanha). E avaliadas as seguintes variaveis: CT (tempo de
coagulacdo): laténcia até a formacao inicial de fibrina; CFT (tempo de formacdo do coagulo): velocidade até
a obtencdo de estabilidade do coagulo; Angulo a: velocidade de actimulo de fibrina e de ligacdo cruzada
(nivel de fibrinogénio); A10 a A20: firmeza do codgulo, pela amplitude entre os tempos 10 e 20 minutos;
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 codgulo. A duracdo da andlise em cada canal para os
reagentes citados foi de uma hora.

O hemograma foi realizado no Laboratério Clinico Veterinario da UNESP de Botucatu em contador
hematolégico Procyte (Idexx®), e o hematocrito confirmado através da técnica do microhematécrito, a
contagem diferencial de leucdcitos realizada manualmente em esfregacos sanguineos corados pelo corante
Panotico rapido (Laborclin®).

Os testes bioquimicos alanina amino-transferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase
alcalina (FA) e gama glutamil-transferase (GGT), uréia e creatinina, proteinas totais séricas, albumina,
glicose, frutosamina, calcio foram realizados em equipamento de bioquimica automatizada (Mindray® -
BS200 E) utilizando kits comerciais (Bioclin® e Labtest®).

Andlise Estatistica Foram utilizados testes paramétricos e ndo paramétricos, levando-se em consideragio
a natureza das variaveis estudadas. O teste de normalidade utilizado foi o teste de Shapiro Wilk e para
comparar os resultados entre os dois grupos de animais foram utilizados o teste t de Student, em que sdo
utilizados a média e o desvio padrdo, e como o teste substituto de t de Student utilizou-se o teste nio
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paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney (WMW). Todas as andlises foram consideradas significativas com
5% de significancia (p< 0,05), e o programa estatistico utilizado foi o Graphpad®.

RESULTADOS
Foram observados 15 animais sendo 8 do grupo MYBPC3 +/- (5 fémeas e 3 machos) e 7 do grupo MYBPC3
++ (4 fémeas e 3 machos), a média da idade dos animais em ambos os grupos foi de + 6,7 sendo a média de
idade das fémeas de + 9,5 e para os machos de + 5,5
Os animais com espessuras de SIVd e PVEd com 0,5 cm foram considerados normais; e os gatos com valores
de espessuras diastoélicas entre 0,5 e 0,6 cm foram considerados normais, porém suspeitos para a MCH. A
maioria dos animais avaliados, independente da presenca da mutagido apresentaram na Ecocardiografia,
alteracdes discretas relacionadas a Insuficiéncia da Valva Mitral, com presenca ou auséncia de movimento
anterior sistélico. Alguns animais também apresentaram alteracdes em musculos papilares.
Quando comparados os animais portadores sem alteracao no ecocardiograma (MYBPC3 +-) e os portadores
com alteracdes no ecocardiograma (MYBPC3 ++), para as andlises EXTEM®, INTEM® e FIBTEM®, nio
foram observadas diferencas significativas entre os grupos (p> 0,05).
As figuras 1, 2,3, representam a variacdo nos parametros CT, CFT, angulo o, A 10, A20, MCF e ML da
tromboelastometria com os reagentes EXTEM®, INTEM® e FIBTEM®, para ambos os grupos.

Afigura 4 e 5 representam o tragado tromboelastométrico de dois animais, sendo um MYBPC3+/- e MYBPC3
++, respectivamente.

DISCUSSAO

0 ecocardiograma é o melhor método diagnostico para identificar a hipertrofia miocardica, sendo este nio
invasivo e importante para diferenciar as alteragdes cardiovasculares, principalmente as miocardiopatias
(Chetboul et al., 2006; Haggstrom et al., 2008), por isso o método foi escolhido para o acompanhamento e
triagem dos animais no presente estudo.

De acordo com Trechiou Sechi et al. (2012) gatos da raga persa e Pellegrino et al. (2014), em gatos persas
portadores de mutagdo, a hipertrofia miocardica observada em seus estudos esta relacionada com o
aumento da regido septal-basal (0,5- 0,6 cm suspeitos e superior a 0,6 positivos) e que a mesma foi
considerada a alteracdo mais prevalente. O aumento dessa regido mesmo sem diferenca significativa,
também foi observado no presente estudo, 46% (7/15) dos animais do grupo G1 apresentaram valores
entre 0,52- 0,69 cm para a regido septal basal. Mesmo com as alteragdes apresentadas nenhum dos animais,
apresentava alteragdes de pressdo arterial sistélica e outras alteragdes clinicas.

Autores relatam que o aumento na regido septal basal pode justificar a presenca de aumento na velocidade
do fluxo adrtico e na passagem do sangue na via de saida do ventriculo esquerdo (Chetboul et al,, 2012), o
que nao foi observado no presente estudo. Para os animais que apresentaram aumento da regido septal
basal citados anteriormente, foram observadas alteragdes como insuficiéncia discreta a moderada da valva
mitral, movimento anterior sistélico (MAS) e alteragdes em musculos papilares. A avaliagdo dos musculos
papilares é considerada uma avaliagdo subjetiva e ndo permite ser avaliada unicamente para determinagdo
do risco para cada animal avaliado (Graziano, 2007); a progressdo do, MAS pode acarretar na obstrugao da
via de saida do VE, e a presen¢a da mesma causar uma isquemia miocardica futura (Haggstrom, 2015).
Portanto para os animais avaliados principalmente os portadores suspeitos (MYBPC3 ++), com alteracdes
nas regioes septal basal existe a necessidade de um acompanhamento seriado, e o exame ecocardiografico
preventivo para progressdo da doenca, identificando precocemente a presenca de disfung¢des diastoélicas
importantes e o desenvolvimento de uma possivel hipertrofia atrial que levariam a quadros secundarios
graves, como o tromboembolismo arterial.

A avaliacao da pressdo arterial sistdlica e alteracdes relacionadas a mesma nao foram observadas em ambos
os grupos avaliados. Esta andlise é importante para diferenciar a hipertrofia miocardica de outras doencas
que causem alteragdes cardiovasculares e falso aumento pelo estresse (Brown et al., 2007), por tal fato foi
utilizada como critério de inclusdo e exclusio do estudo em questdo. Para os animais amostrados as
pressdes arteriais sistolicas ndo ultrapassaram 150mmHg e os animais ndo apresentaram alteragdes
clinicas que justificassem a presenca de outras doengas sistémicas.

Existem varios tipos de mutac¢des relacionadas a MCH, o presente estudo foi relacionado apenas a uma raca
e auma mutacdo (mutacdo da cadeia leve do gene da proteina C miosina ligante) Devem ser realizados mais
estudos relacionados a presenca da mutacdo, alteracdes cardiovasculares e o perfil hemostatico de gatos,
algumas das limita¢des da pesquisa em questdo foi o direcionamento a apenas uma determinada raga e a
uma determinada mutagdo, o nimero de animais amostrados também foi limitante. Foi notavel a dificuldade
em encontrar animais portadores heterozigotos e ndo foi detectado nenhum portador homozigoto. Tal
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afirmacdo é importante pois indica que para a raca Maine Coon, os animais reprodutores devem ser
negativos para a mutagdo, ou seja, ndo portadores e assim monitorados constantemente para MCH, a
dificuldade em encontrar animais homozigotos indica que a doenca, principalmente quando relacionadas a
gatis e criadores vem tentando ser controlada e todos os animais reprodutores, sejam machos ou fémeas
portadores, retirados da cadeia reprodutiva, evitando assim a disseminacdo da mutacao.

Os animais avaliados ndo apresentavam alteragdes clinica laboratoriais que indicassem doencas
secundarias a MCH, que justificassem alteracdes no exame da tromboelastometria.

Para ambos os grupos ndo foram alteragdes significativas para as os parametros do ROTEM quando
analisados pelos testes EXTEM, INTEM, FIBTEM. Marly-Toucher et al. (2017), no seu estudo com valores de
referéncia indica que as analises podem ser comparadas com as analises de tempo de protrombina, tempo
de tromboplastina parcial ativada, e fibrinogénio. Estas anéalises ainda ndo foram realizadas até o presente
momento, portanto nao se pode afirmar que os animais avaliados tenham alteracées hemostaticas.
Segundo Marly-Toucher et al. (2017), em um estudo com valores de referéncia em gatos o MCF dos ensaios
EXTEM e INTEM no o método tromboelastométrico depende do grau de contagem de plaquetas e
concentragdo plasmatica de fibrinogénio e que a diferenca entre o MCF nos ensaios EXTEM e FIBTEM
também pode ser usado como um indicador de contribuicdo plaquetaria ao coagulo, e afirmam que nesta
espécie a coagulacdo é mais dependente da funcido plaquetas do que pela acdo do fibrinogénio, o que nio
pode ser evidenciado no presente trabalho pois a andlise do fibrinogénio nio foi realizada e nao foi
observada uma relacdo entre a diminui¢ao da contagem de plaquetas e o MCF.

A falta de valores de referéncia completos e disponiveis na literatura para a espécie com o reagente
FIBTEM® compromete a analise, portando mesmo sem alteragio significativa entre os grupos, de forma
descritiva, ndo é possivel predizer se os valores estdo de acordo com a referéncia para a espécie (24), com
o reagente FIBTEM®, levando em consideracgdo as variaveis CT, MCF e LM..

As concentragdes de substancias pro coagulantes e marcadores de geracdo de trombina fornecem
evidéncias mais fortes de desequilibrio hemostatico (Stokol et al., 2008). Para este estudo ndo foram
realizadas nenhuma das andlises mencionadas, mas nao se pode descartar a informacgao obtida através da
tromboelastometria, mesmo sem alteragdes significativas e sim aliar as anélises obtidas por ela com outros
biomarcadores para avaliacdo da hemostasia.

Na tromboelastometria, a hipercoagulabilidade sanguinea é caracterizada pelo encurtamento do tempo de
coagulacdo (CT) e do tempo de formacdo do coagulo (CFT), aumento do angulo o e da firmeza maxima do
coagulo (MCF) (Goggs et al.2014). J4 segundo Stokol et al. (2008), quadros de hipercoagulabilidade foram
observados em gatos com TEA, secundario a MCH, que foram caracterizados pela alteracdo de dois dentre
quatro parametros hemostaticos sendo eles: fibrinogénio, FVIII, proteina C, dimeros D, complexo trombina
antitrombina (TAT), afirmando que a hipercoagulabilidade nao poder ser caracterizada utilizando-se
apenas um teste. Definiram, portanto, que o aumento nas concentragdes de substancias pro coagulantes e
marcadores de geracdo de trombina fornecem evidéncias mais fortes de desequilibrio hemostatico. Para
este estudo ndo foram realizadas nenhuma das andlises mencionadas por Stokol et al. (2008), mas nao se
pode descartar a informagdo obtida através da tromboelastometria, mesmo sem alteracdes significativas e
sim aliar as analises obtidas por ela com outros biomarcadores para avaliagdo da hemostasia.

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 MCH. Assim, com diagndstico rapido e a intervengdo terapéutica adequada, busca-se
melhorar o progndstico e sobrevida destes animais.

CONCLUSAO

Com base neste estudo e levando em consideragido a metodologia utilizada, pode-se afimar que nido foram
observadas alteragdes significativas na tromboelastometria pela ativagdo da via extrinseca (EXTEM®),
intrinseca (INTEM®), e pela adicdo de citocalasina D que inibe a fun¢do plaquetaria (FIBTEM®), nos
animais portadores com alteragdes ecocardiograficas.

A ecocardiografia se mostrou eficiente ao detectar a presenca de alteragdes cardiacas relacionadas a MCH,
sem que os animais apresentassem alteragdes clinicas notaveis.

Acompanhamento clinico e laboratorial seriados nos animais com altera¢des no ecocardiograma devem ser
realizados, na tentativa de prevenir o surgimento de quadros secundarios a MCH.

Agradecimentos. Os autores agradecem a Capes (Coordenacdo de Aperfeicoamento Pessoal de Nivel
Superior), ao Laboratério Clinico Veterinario (Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia-
Unesp/Botucatu), a Clinica Veterinaria Gattos (Sdo Paulo- Sp), pelo suporte e auxilio.
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Legenda das Figuras

Figura 1. BoxBlot das variaveis EXTEM pela tromboelastometria (ROTEM). CT: Tempo de coagulacio; CFT:
tempo de formacdo do coagulo; Angulo Alpha; A10 e A20: amplitude da curva em 10 e 20 minutos
respectivamente, MCF: firmeza maxima do codgulo e LM: lise maxima, entre os grupos MYBPC3 +/- (
portadores e sem alteracdes no ecocardiograma) e MYBPC3 ++ (portadores e com alteracdes no
ecocardiograma).

Figura 2. BoxBlot das variaveis INTEM pela tromboelastometria (ROTEM). CT: Tempo de coagulagio; CFT:
tempo de formacdo do coagulo; Angulo Alpha; A10 e A20: amplitude da curva em 10 e 20 minutos
respectivamente, MCF: firmeza maxima do coagulo e LM: lise maxima, entre os grupos MYBPC3 +- (
portadores e sem alteracdes no ecocardiograma) e MYBPC3 ++ (portadores e com alteragdes no
ecocardiograma).

Figura 3. BoxBlot das variaveis no FIBTEM pela tromboelastometria (ROTEM). CT: Tempo de coagulacio;
CFT: tempo de formagio do coagulo; Angulo Alpha; A10 e A20: amplitude da curva em 10 e 20 minutos
respectivamente, MCF: firmeza maxima do coagulo e LM: lise maxima, entre os grupos MYBPC3 +- (
portadores e sem alteracdes no ecocardiograma) e MYBPC3 ++ (portadores e com alteragdes no
ecocardiograma).

Figura 4. Representacio grafica dos testes EXTEM®, INTEM®, FIBTEM®, em um gato da raga Maine Coon,
portador da mutagdo MYBPC3 para MCH sem alteragdes ecocardiograficas, pertencente ao grupo MYBPC3
+/-

Figura 5. Representacio grafica dos testes EXTEM®, INTEM®, FIBTEM®, em um gato da raga Maine Coon,
portador da mutacdo MYBPC3 para MCH sem altera¢des ecocardiograficas, pertencente ao grupo MYBPC3
++.
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Anexo 1

AV,
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u n es p VAT =30LIO DE MESQUITA FILHO" 7" fmvz - unesp

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Campus de Botucatu

ATESTADO

Atesto que o Projeto "Avaliagcdo pela tromboelastometria (ROTEM) em gatos da
raca Maine Coon portadores da mutacdo MYBPC3 para miocardiopatia
hipertrofica" Protocolo CEUA 0164/2018 , a ser conduzido por Pedrita Carvalho
Ferreira Assuncao, responsavel/orientador Regina Kiomi Takahira, para fins de
pesquisa cientifica/ensino - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e

com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal - CONCEA.

Finalidade PESQUISA CIENTIFICA
Vigéncia do projeto 02/08/2018 a 31/10/2018
Nome Comum/ Espécie / FELINA/FELIS CATUS / NAO SE APLICA
Linhagem
Racga MAINE COON
N° de animais machos 0
N° de animais fémeas 0
N° de animais sexo indefinido 30
Peso médio de animais machos 0
Peso médio de animais fémeas 0
Peso médio de animais sexo 0
indefinido
Idade 3 ano(s) e 1 mes(es) e 1 dia(s).
Procedéncia Atendimento Clinico- Possuem proprietarios

Projeto de Pesquisa aprovado em reunido da CEUA em 19/07/2018

JOSE NICOLAU PROSPERO PUOLI FILHO
Presidente da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Secao Tecnica Académica
Rua Prof. Dr. Walter Mauricio Corréa, s/n
UNESP - Campus de Botucatu/SP - Cep 18618-681
(14) 3880-2176 - patrizia@fmvz.unesp.br - wwyfmvz.unesp.br
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Anexo 2

NI
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u nes ‘UULIO DE MESQUITA FILHO" = = =
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia

Campus de Botucatu

DECLARACAO

Declaro que estou ciente da necessidade da assinatura do “Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido” pelo proprietario, antes do inicio da realizacao de qualquer procedimento
experimental.

O mesmo permanecera em meu poder e ficara a disposicdo da Comissio de Etica no Uso
de Animais, a qualquer momento.

NOME E ASSINATURA DO DOCENTE RESPONSAVEL:

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Declaro para os devidos fins que estou ciente e autorizo a realizacdo do Projeto de
Pesquisa intitulado “Avaliagao pela tromboelastometria (ROTEM ®) em gatos da raga
Maine Coon portadores da mutacdao MYBPC3 para miocardiopatia hipertréfica™ de
responsabilidade de Pedrita Carvalho Ferreira Assuncéo.

Descricao detalhada dos procedimentos, em linguagem ndo cientifica: sera realizado
ecocardiograma de controle e coleta de até 10 ml de sangue, por punc¢ao da veia jugular
ou cefalica. para analise da cascata de coagulacdo atraveés da tromboelastometria. Sera
necessaria uma coleta, um momento. As coletas serao realizadas em dois grupos: um

=4 b3 aca [ . i (A & a .
grupo ortador da muta¢ao € um grupo controle negativo para a mutagao

Nome do animal ou Niimero de animais de producéo:

NOME DO
RESPONSAVEL:

RG: Data: /o

Assinatura:

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Secao Técnica Académica
Rua Prof.Dr. Walter Mauricio Corréa, s/n
UNESP - Campus de Botucatu/SP - Cep 18618-681
[1(14) 3880-2176 — www.fmvz.unesp.br

99



100

Anexo 3
GENETIC ANALYSIS REPORT

SO
OWNER'S DETAILS rivet

Genetic Pet Care

Flavia Souza Breed Specific

Indaiatuba

Sao Paulo, 13332--810

Medicine

Add: P.0.Box 110
StKilda3182VIC

Ph: +61 39534 1544
Fax: 461 3 9525 3550

email: info@orivet.com.au
website: www.crivet.com.au

ABN.87225165899

ANIMAL'S DETAILS

Registered Name:
Pet Name:

Breed:

Date of Birth / Age:

BR* BeautifulToLive Kyra Registration No: 38241

BR* BeautifulToLive Kyra Microchip No: 981098104758395
Maine Coon Sex: Female

08/05/15 Colour: Red Blotched

COLLECTION DETAILS

Case Number:
Collected By:

17-119044 Date of Test: 23/0517
Flavia Souza Approved Coll. Mthd.:

Sample with Lab ID Number 17-119044 was received at Orivet Genetics, DNA was extracted and analysed with the following results reported:

DISEASE(S):

TRAIT(S):

PYRUVATE KINASE (PK) DEFICIENCY - NORMAL / CLEAR / NEGATIVE (NO VARIANT DETECTED)
MUCOPOLYSACCHARADOSIS - NORMAL / CLEAR / NEGATIVE (NO VARIANT DETECTED)

POLYCYSTIC KIDNEY DISEASE - NORMAL / CLEAR / NEGATIVE (NO VARIANT DETECTED)

NIEMANN PICK DISEASE - SPHYINGOMYELINOSIS - NORMAL / CLEAR / NEGATIVE (NO VARIANT DETECTED)
FAMILIAL EPISODIC HYPOKALEAMIC POLYMYOPATHY - NORMAL / CLEAR / NEGATIVE (NO VARIANT DETECTED)
HYPERTROPHIC CARDIOMYOPATHY - MAINE COON - NORMAL / CLEAR / NEGATIVE (NO VARIANT DETECTED)
HYPERTROPHIC CARDIOMYOPATHY - RAGDOLL - NORMAL / CLEAR / NEGATIVE (NO VARIANT DETECTED)
PROGRESSIVE RETINAL ATROPHY (PRA-RDC) CEP 290 - NORMAL / CLEAR / NEGATIVE (NO VARIANT DETECTED)
SPINAL MUSCULAR ATROPHY (SMA) - MAINE COON - NORMAL / CLEAR / NEGATIVE (NO VARIANT DETECTED)
GLYCOGEN STORAGE DISEASE TYPE IV - NORMAL / CLEAR / NEGATIVE (NO VARIANT DETECTED)
GANGLIOSIDOSIS - TYPE 1 & 2 - NORMAL / CLEAR / NEGATIVE (NO VARIANT DETECTED)

ALBINISM-ALB N/ALB N - NO ALBINO MUTATION DETECTED

AMBER - E/E - NO COPIES OF AMBER MUTATION DETECTED

DILUTE - D/D FULL COLOUR - DOES NOT HAVE DILUTE ALLELE

BLOOD GROUP - N/N = TYPE A(non-b/non-b) CAN BE A/A A/AB or AB/AB

CHOCOLATE AND CINNAMON - B/B (FULL COLOUR - CAT DOES NOT CARRY BROWN OR CINNAMON)
COLOURPOINT RESTRICTION (COLOUR) - C/C FULL COLOR, DOES NOT CARRY BURMESE (SEPIA)/SIAMESE
AGOUTI (ASIP) DOMINANT BLACK - a/la NON AGOUTI SELF COLORED (SOLID COLORED)

LONGHAR / SHORTHAR - M1/M2, M1/M3, M1/M4, M2/M3, M2/M4, M3/M4 - CARRIES TWO LHG

Cat has tested as a compound heterozygote - carries 2 different long hair FGF5 variant — cat has long hair.

TRAIT(S):

GLOVING PATTERN (BIRMAN) - N¥N9 - NO GLOVE MUTATION DETECTED

Please Note: That in some cases the DNA results alone cannot identify a cat's colour and pattem as genes such as Red (O gene), Bicolour (ws
gene also known as S gene) and other genes such as Ticked (Ti gene) do not hawe an available DNA test at present. The dominant O gene, and the
dominant Bicolour gene and other genes such as Ticked can mask or alter the appearance of any underlying coat colour and pattem genes.

Colour
Statement

Orivet covers this in the statement (see below) that is attached to the 'What is My Cat's Colour?' Poster which describes 216 possible colour and
patterns for four well known genes known as Agouti (A), Colour pigment (B), Colour intensity (C) and Density (D).

Poster statement: DNA Results represent Genetic Colour and Pattem provided there are no other active colour and/or pattem genes present eg.
Silver, Golden; Tipped; Shaded, Ticked; sexHinked Red, Cream, Tortoiseshell; White, White Spotting aka Bicolour, Van, Mitted, Gloves; Amber;
Dilute Modifier; Charcoal agouti allele and other yet to be determined alleles from Asian Leopard.

17-115044

RESULTS REVIEWED AND CONFIRMED BY:

o/ (P -

Dr. Noam Pik BVs MDSV Georgé Sofronidis BSc (Hons)
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Anexo 4

Tabela com valores de referéncia para a tromboelastometria (ROTEM) na espécie
felina.

EXTEM INTEM FIBTEM
Parametro

CT 34-52 126-254

CFT 41-260 48-251 n/a
A° alpha 59-82 53-80

A10 59-82 31-68 2-9
A20 30-68 37-73 2-10
MCF 36-73 40-78 3-10

LM 0-23 0-8

EXTEM: ativador de via extrinseca; INTEM: ativador de via intrinseca; FIBTEM: ativagdo com adigao de citocalesina D,
CT tempo de coagulagao-(s) segundos; CFT- tempo de formagao do coagulo (s) segundos; A°. alpha- (°); A10- amplitude 10 minutos;
A20 amplitude 20 min; MCF firmeza maxima do coagulo- (mm)- milimetros; LM — lise maxima
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Tabela com valores de referéncia de valores hematoldgicos e bioquimicos séricos
para a especie felina, adaptado de Jain, 1993; Meyer & Harvey, 2004; Kaneko, 2008.

FELINOS
Hemacias 5,0-10,0
Hemoglobina 8-15
Hematocrito 24-45
VCM 39-55
CHCM 30-36
Plaquetas 300.000- 800.000
Leucdcitos Totais 5,5-19,5
Uréia 42,8-64,2
Creatinina 0,8-1,8
ALT 6-83
AST 26-43
FA 25-93
GGT 1,3-5,1
Frutosamina 190-365
PTs 5,40-7,80
Albumina 2,10-3,30
Globulina 2,60-5,10
Glicose 70-110
CK 7,2-28,2

VCM: Volume corpuscular médio; CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular
média; AST: aspartatoamino transferase; ALT: aspartatoalanino transferase; FA:
fosfatase alcalina; GGT: gama glutamil transferase; PTs: proteina total sérica; CK:

creatina quinase.
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Anexo 6

Tabela 7. Perfil tromboelastométrico de gatos do grupo G1(n=15), ndo portadores da mutagcéo (A31P) no gene MYBPC3 para

MCH.

EXTEM INTEM FIBTEM
CT CFT A°a A10 A20 MCF LM | CT CFT A°a A10 A20 MCF LM | CT A°a A10 A20 MCF LM

ANIMAIS
Gato 2 28 56 78 58 64 68 152 59 78 54 57 57 3 62 59 18 20 20 35
Gato 3 40 65 50 50 55 60 199 94 71 53 53 54 6 68 49 10 10 11 30
Gato 5 52 57 70 57 62 62 157 183 61 51 51 53 17 | 53 75 13 12 13 22
Gato 6 51 124 66 42 48 56 180 172 58 40 54 59 3 60 7 7 7 21
Gato 7 74 696 31 19 24 31 152 423 26 21 28 33 117 5 6 6 12
Gato 8 20 53 79 60 64 66 3 | 160 198 59 38 45 51 21 | 15 64 10 10 10 18
Gato10 38 50 80 62 66 66 5 | 167 87 72 59 65 66 6 65 68 14 14 14 9
Gato11 40 50 80 67 71 72 7 | 207 52 80 62 68 70 6 77 10 10 10 7
Gato13 21 40 82 63 67 67 0 | 117 69 76 56 63 63 10 | 26 77 16 19 19 23
Gato16 19 68 76 53 57 57 7 | 170 64 77 53 59 62 1 60 5 5 5 12
Gato17 28 142 74 42 49 50 1 | 237 374 40 26 34 34 12 | 55 7 8 7 16
Gato18 26 42 81 60 63 63 6 | 165 61 77 58 61 61 5 66 7 7 8 11
Gato20 24 57 80 70 72 74 1 | 152 56 78 64 68 68 2 59 79 17 17 17 2
Gato21 19 58 79 54 59 63 0 67 102 74 51 55 55 39 | 37 73 14 15 16 13
Gato26 35 70 76 44 42 45 33 | 82 113 67 49 53 54 54 | 60 46 6 9 8 0

EXTEM: ativacdo de via extrinseca; INTEM: ativacdo da via intrinseca; FIBTEM: ativagao pela citocalesina D. CT tempo de
coagulagao-(s) segundos; CFT- tempo de formacédo do coagulo (s) segundos; A°. alpha- (°); A10- amplitude 10 minutos; A20
amplitude 20 min; MCF firmeza maxima do coagulo- (mm)- milimetros; LM — lise maxima. Valores de referéncia para a espécie
disponiveis em Anexo 4 deste documento.
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Anexo 7
Tabela 8. Perfil tromboelastométrico de gatos do grupo G2(n=15), portadores da mutacdo (A31P) no gene MYBPC3 para MCH.
EXTEM INTEM FIBTEM

CT CFT A°a A10 A20 MCF LM | CT CFT A° A10 A20 MCF LM | CT A°a A10 A20 MCF LM
ANIMAIS
Gato 1 31 91 75 44 48 50 1 |[251 18 57 33 35 35 21|32 66 11 10 11 15
Gato 4 14 8 73 55 61 67 198 121 68 48 53 53 9 | 52 5 7 2
Gato 9 34 8 74 60 68 71 1 |[259 112 68 55 62 65 1 |61 63 12 12 12 21
Gato 12 52 53 81 59 65 67 249 75 75 63 67 67 13 | 59 77 15 15 15 7
Gato 14 38 78 77 53 61 64 18 | 170 94 72 52 60 63 6 | 41 7 6 7 7 25
Gato 15 23 340 54 25 29 37 0 | 109 909 28 16 23 27 41 7 6 7 7 25
Gato19 25 46 80 64 69 70 7 | 98 209 77 49 57 5 100 49 67 13 11 13 24
Gato 22 40 62 78 54 56 57 20| 71 79 78 45 44 46 44 | 112 3 2 3 77
Gato 23 30 8 76 52 65 73 117 92 71 53 62 64 7 | 69 59 10 12 11 3
Gato24 29 81 81 47 49 50 17 | 31 151 61 42 51 53 5 | 23 6 6 6 25
Gato25 9 9 73 35 35 36 29 | 169 75 75 29 23 38 64 | 22 71 9 9 9 6
Gato 27 15 66 8 56 56 57 55 | 106 83 73 43 33 44 49 | 35 72 11 14 11 1
Gato 28 30 99 75 48 54 5 11 | 163 68 76 52 55 55 9 | 59 6 8 7 13
Gato 29 12 168 76 40 43 43 30| 98 94 71 36 22 42 65| 35 74 15 13 15 47
Gato 30 18 66 77 50 53 55 3 |8 130 74 35 27 35 61 |28 71 11 11 11 4

EXTEM: ativacdo de via extrinseca; INTEM: ativacdo da via intrinseca; FIBTEM: ativagao pela citocalesina D. CT tempo de
coagulagao-(s) segundos; CFT- tempo de formacédo do coagulo (s) segundos; A°. alpha- (°); A10- amplitude 10 minutos; A20
amplitude 20 min; MCF firmeza maxima do coagulo- (mm)- milimetros; LM — lise maxima. Valores de referéncia para a espécie
disponiveis em Anexo 4 deste documento
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Anexo 8

ISSN 1678-4162 versao online

INSTRUCOES AOS AUTORES

Politica Editorial

Reproducao de artigos publicados

Orientacoes Gerais

Comité de Etica

Tipos de artigos aceitos para publicacao

Preparacao dos textos para publicagdo

Formatacao do texto

Se¢des de um artigo

Taxas de submissdo e de publicagdo

Recursos e diligéncias

Politica Editorial

O periddico Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia (Brazilian Journal of
Veterinary and Animal Science), ISSN

0102-0935 (impresso) e 1678-4162 (on-line), ¢ editado pela FEPMVZ Editora, CNPJ:
16.629.388/0001-24, e destina-se a publicagao

de artigos cientificos sobre temas de medicina veterindria, zootecnia, tecnologia e inspecao de
produtos de origem animal,

aquacultura e areas afins.

Os artigos encaminhados para publicagdo sdo submetidos a aprovacao do Corpo Editorial,
com assessoria de especialistas da area

(relatores). Os artigos cujos textos necessitarem de revisdes ou correcoes serdo devolvidos aos
autores. Os aceitos para publicacao

tornam-se propriedade do Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(ABMVZ) citado como Arq. Bras. Med.

Vet. Zootec. Os autores sao responsaveis pelos conceitos e informacdes neles contidos. Sao
imprescindiveis originalidade,

ineditismo e destinag¢ao exclusiva ao ABMVZ.

Reproducio de artigos publicados

A reproducdo de qualquer artigo publicado ¢ permitida desde que seja corretamente
referenciado. Nao € permitido o uso comercial

dos resultados.

A submissao e tramitacdo dos artigos € feita exclusivamente on-line, no endereco eletronico
<http://mc04.manuscriptcentral.com/abmvz-scielo>.

Nao serao fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no enderego
www.scielo.br/abmvz.

Orientacoes Gerais

Toda a tramitacao dos artigos ¢ feita exclusivamente pelo Sistema de publicagdo online do
Scielo — ScholarOne, no enderego

http://mc04.manuscriptcentral.com/abmvz-scielo sendo necessario o cadastramento no
mesmo.

Leia "PASSO A PASSO — SISTEMA DE SUBMISSAO DE ARTIGOS POR INTERMEDIO
DO SCHOLARONE"
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Toda a comunicag¢do entre os diversos autores do processo de avaliagdo e de publicagdo
(autores, revisores ¢ editores) serd

feita apenas de forma eletronica pelo Sistema, sendo que o autor responsavel pelo artigo sera
informado automaticamente por

e-mail sobre qualquer mudanga de status do mesmo.

Fotografias, desenhos e gravuras devem ser inseridos no texto e quando solicitados pela
equipe de editoragdo também devem

ser enviados, em separado, em arquivo com extensao JPG, em alta qualidade (minimo
300dpi), zipado, inserido em “Figure or

Image” (Step 6).

E de exclusiva responsabilidade de quem submete o artigo certificar-se de que cada um dos
autores tenha conhecimento e

concorde com a inclusdo de seu nome no texto submetido.

O ABMVZ comunicara a cada um dos inscritos, por meio de correspondéncia eletronica, a
participagdo no artigo. Caso um dos

produtores do texto ndo concorde em participar como autor, o artigo serd considerado como
desisténcia de um dos autores e

sua tramitacao encerrada.

Comité de Etica

E indispensavel anexar copia, em arquivo PDF, do Certificado de Aprovagio do Projeto da
pesquisa que originou o artigo, expedido

pelo CEUA (Comité de Etica no Uso de Animais) de sua Instituigdo, em atendimento & Lei
11794/2008. O documento deve ser

anexado em “Ethics Conmitee” (Step 6). Esclarecemos que o ntimero do Certificado de
Aprovagao do Projeto deve ser mencionado

no campo Material e Métodos.

Tipos de artigos aceitos para publicacao

Artigo cientifico

E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se na premissa de que os resultados
sdo posteriores ao

planejamento da pesquisa.

Secdes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Afiliagdo (somente na "Title Page" —
Step 6), Resumo, Abstract,

Introdugdo, Material ¢ Métodos, Resultados, Discussao (ou Resultados e Discussao),
Conclusdes, Agradecimentos

(quando houver) e Referéncias.

O numero de péaginas ndo deve exceder a 15, incluindo tabelas, figuras e Referéncias.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 30.

Relato de caso

Contempla principalmente as areas médicas em que o resultado € anterior ao interesse de sua
divulgacdo ou a

ocorréncia dos resultados nao ¢ planejada.

Secdes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e Afiliagdo (somente na "Title Page" -
Step 6), Resumo, Abstract,

Introducdo, Casuistica, Discussdo e Conclusdes (quando pertinentes), Agradecimentos
(quando houver) e Referéncias.

O numero de péaginas ndo deve exceder a dez, incluindo tabelas e figuras.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 12.

Comunicacao
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E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho experimental digno de publicagao,
embora insuficiente ou

inconsistente para constituir um artigo cientifico.

Secoes do texto:Titulo (portugués e inglés), Autores e Afiliagdo (somente na "Title Page" -
Step 6). Deve ser compacto,

sem distingdo das secdes do texto especificadas para "Artigo cientifico", embora seguindo
aquela ordem. Quando a

Comunicagao for redigida em portugués deve conter um "Abstract" e quando redigida em
inglés deve conter um

"Resumo".

O numero de péaginas ndo deve exceder a oito, incluindo tabelas e figuras.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 12.

Preparacio dos textos para publicacio

Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na forma impessoal.

Formatacio do texto

O texto NAO deve conter subitens em nenhuma das segdes do artigo, deve ser apresentado
em arquivo Microsoft Word e

anexado como “Main Document” (Step 6), no formato A4, com margem de 3cm (superior,
inferior, direita e esquerda), na

fonte Times New Roman, no tamanho 12 e no espagamento de entrelinhas 1,5, em todas as
paginas e se¢des do artigo (do

titulo as referéncias), com linhas numeradas.

Nao usar rodapé. Referéncias a empresas e produtos, por exemplo, devem vir,
obrigatoriamente, entre paréntesis no corpo do

texto na seguinte ordem: nome do produto, substancia, empresa ¢ pais.

Secdes de um artigo

Titulo: Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo e ndo ultrapassar 50
palavras.

Autores e Filiacao: Os nomes dos autores sao colocados abaixo do titulo, com identificagao
da institui¢do a qual pertencem. O

autor e o seu e-mail para correspondéncia devem ser indicados com asterisco somente no
“Title Page” (Step 6), em arquivo Word.

Resumo e Abstract: Deve ser o mesmo apresentado no cadastro contendo até 200 palavras
em um s6 paragrafo. Nao repetir o

titulo e ndo acrescentar revisdo de literatura. Incluir os principais resultados numéricos,
citando-os sem explica-los, quando for o

caso. Cada frase deve conter uma informagao completa.

Palavras-chave e Keywords: No maximo cinco € no minimo duas*.

* na submissdo usar somente o Keyword (Step 2) e no corpo do artigo constar tanto keyword
(inglés) quanto palavra-chave

(portugués), independente do idioma em que o artigo for submetido.
Introducio:Explanacdo concisa na qual os problemas serdo estabelecidos , bem como a
pertinéncia, a relevancia e os objetivos do

trabalho. Deve conter poucas referéncias, o suficiente para baliza-la.

Material e Métodos: Citar o desenho experimental, o material envolvido, a descri¢ao dos
métodos usados ou referenciar

corretamente os métodos ja publicados. Nos trabalhos que envolvam animais e/ou organismos
geneticamente modificados deverao

constar obrigatoriamente o nimero do Certificado de Aprovaciao do CEUA. (verificar o
Item Comité de Etica).
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Resultados: Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.

Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. Usar linhas
horizontais na separagao dos

cabecalhos e no final da tabela. O titulo da tabela recebe inicialmente a palavra Tabela,
seguida pelo nimero de ordem

em algarismo arabico e ponto (ex.: Tabela 1.). No texto, a tabela deve ser referida como Tab
seguida de ponto e do

numero de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando referir-se a varias tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3).
Pode ser apresentada em

espagamento simples e fonte de tamanho menor que 12 (o menor tamanho aceito € oito). A
legenda da Tabela deve

conter apenas o indispensavel para o seu entendimento. As tabelas devem ser
obrigatoriamente inseridas no corpo do

texto de preferéncia apds a sua primeira citagao.

Figura. Compreende qualquer ilustracdo que apresente linhas e pontos: desenho, fotografia,
gréfico, fluxograma,

esquema etc. A legenda recebe inicialmente a palavra Figura, seguida do nimero de ordem
em algarismo arabico e

ponto (ex.: Figura 1.) e ¢ citada no texto como Fig seguida de ponto e do nimero de ordem
(ex.: Fig.1), mesmo se citar

mais de uma figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de inseridas no corpo do texto, fotografias e
desenhos devem também ser

enviados no formato JPG com alta qualidade, em um arquivo zipado, anexado no campo
proprio de submissao, na tela

de registro do artigo. As figuras devem ser obrigatoriamente inseridas no corpo do texto de
preferéncia ap0s a sua

primeira citacao.

Nota: Toda tabel a e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo da legenda,
informacao sobre a fonte

(autor, autorizacao de uso, data) e a correspondente referéncia deve figurar nas Referéncias.
Discussao: Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As se¢des Resultados e
Discussao poderdo ser apresentadas

em conjunto a juizo do autor, sem prejudicar qualquer uma das partes).

Conclusdes: As conclusdes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa executada e serem
apresentadas de forma objetiva, SEM

revisdo de literatura, discussao, repeti¢ao de resultados e especulagoes.

Agradecimentos: Nao obrigatorio. Devem ser concisamente expressados.

Referéncias: As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética, dando-se
preferéncia a artigos publicados em revistas

nacionais e internacionais, indexadas. Livros e teses devem ser referenciados o minimo
possivel, portanto, somente quando

indispensaveis. Sao adotadas as normas gerais da ABNT, adaptadas para o ABMVZ,
conforme exemplos:

Como referenciar:

1. Citac¢oes no texto

A indicacdo da fonte entre parénteses sucede a citagdo para evitar interrupgao na sequéncia do
texto, conforme

exemplos:

autoria unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuario..., 1987/88) ou Anuario... (1987/88);
dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes € Moreno (1974);
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mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. (1979);

mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson et al. (1979) ou (Dunne,
1967; Silva, 1971;

Ferguson et al., 1979), sempre em ordem cronologica ascendente e alfabética de autores para
artigos do mesmo

ano.

Citagdo de citagdo. Todo esfor¢o deve ser empreendido para se consultar o documento
original. Em situacoes

excepcionais pode-se reproduzir a informagao ja citada por outros autores. No texto, citar o
sobrenome do autor do

documento ndo consultado com o ano de publicacdo, seguido da expressao citado por e o
sobrenome do autor € ano do

documento consultado. Nas Referéncias deve-se incluir apenas a fonte consultada.
Comunicagdo pessoal. Nao faz parte das Referéncias. Na citacdo coloca-se o sobrenome do
autor, a data da

comunicac¢do, nome da Instituicdo a qual o autor ¢ vinculado.

2. Periédicos (até quatro autores citar todos. Acima de quatro autores citar trés autores et al.):
ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.

FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on immunity to alphaviruses in
foals. Am. J. Vet. Res.,

v.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia general del canino.
Not. Med. Vet.,n.1,

p.13-20, 1984.

3. Publicacfo avulsa (até quatro autores citar todos. Acima de quatro autores citar trés
autores et al.):

DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.

LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacterioldgicos de ostras, mariscos e mexilhdes. In:
CONGRESSO

BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA, 14., 1974, Sao Paulo. Anais... Sio Paulo:
[s.n.] 1974. p.97.

(Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo.
México: UTEHA,

1967. p.400-415.

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington: National Academy of Sciences, 1968.
69p.

SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de carcaca e de carne em bovinos
de corte. 1999.

44f. Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterindria) — Escola de Veterinaria, Universidade
Federal de Minas

Gerais, Belo Horizonte.

4. Documentos eletronicos (até quatro autores citar todos. Acima de quatro autores citar trés
autores et al.):

QUALITY food from animals for a global market. Washington: Association of American
Veterinary Medical

College, 1995. Disponivel em: <http://www.org/critcal 6.htm>. Acessado em: 27 abr. 2000.
JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative, organized. Miami Herald, 1994.
Disponivel em:
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<http://www.summit.fiu.edu/MiamiHerld-Summit-Related Articles/>. Acessado em: 5 dez.
1994.

Taxas de submissio e de publicacio

Taxa de submissdo: A taxa de submissao de R$60,00 devera ser paga por meio de boleto
bancario emitido pelo sistema

eletronico do Conveniar http://conveniar.fepmvz.com.br/eventos/#servicos (necessario
preencher cadastro). Somente

artigos com taxa paga de submissao serao avaliados.

Caso a taxa ndo seja quitada em até 30 dias sera con siderado como desisténcia do autor.
Taxa de publicacdo:. A taxa de publicacdo de R$150,00 por pagina, por ocasido da prova
final do artigo. A taxa de

publicacdo devera ser paga por meio de depdsito bancario, cujos dados serdo fornecidos na
aprovagao do artigo.

OBS.: Quando os dados para a nota fiscal forem diferentes dos dados do autor de
contato deve ser en viado um email

para abmvz.artigo@abmvz.org.br comunicando tal necessidade.

SOMENTE PARA ARTIGOS INTERNACIONAIS

Submission and Publication fee. The publication fee is of US$100,00 (one hundred dollars)
per page, and US$50,00 (fifty

dollars) for manuscript submission and will be billed to the corresponding author at the final
proof of the article. The

publication fee must be paid through a bank slip issued by the electronic article submission
system. When requesting the bank

slip the author will inform the data to be intle invoice issuance.

Recursos e diligéncias

No caso de o autor encaminhar resposta as diligéncias solicitadas pelo ABMVZ ou
documento de recurso o mesmo devera ser

anexado em arquivo Word, no item “Justification” (Step 6), e também enviado por e-mail, aos
cuidados do Comité Editorial,

para abmvz.artigo@abmvz.org.br.

No caso de artigo ndo aceito, se o autor julgar pertinente encaminhar recurso o mesmo deve
ser feito pelo e-mail

abmvz.artigo@abmvz.org.br.

[Home] [Sobre esta revista] [Corpo editorial] [ Assinaturas]

Todo o contetido do periddico, exceto onde esta identificado, esta licenciado sob uma Licenca
Creative Commons

© 2001-2007 Escola de Veterinaria UFMG

Caixa Postal 567

30123-970 Belo Horizonte MG Brasil

Tel: +55 31 3409-2042

Tel: +55 31 3409-2041

abmvz.artigo@ab mvz.org



Anexo 9

INSTRUCOES AOS AUTORES

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

Apesar de ndo serem aceitas comunicagoes (Short commu-ni-
cations) sob a forma de "Notas Cientificas”, ndo ha limite minimo
do niimero 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 modificagcbes aconselhaveis ou necessarias. Os artigos
submetidos sao aceitos através da aprovagao pelos pares (peer
review).

NOTE: Em complementa¢io aos recursos para edicao da
revista € cobrada taxa de publica¢ao (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, INTRODUCAQ, MATERIAL E METODOS, RE-
SULTADOS, DISCUSSAO, CONCLUSOES, Agradecimentos e RE-
FERENCIAS:

a) o Titulo deve ser conciso e indicar o conteudo do artigo;
pormenores de identificacao 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 lltimo sobrenome por extenso, como por exemplo:

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

c) o ABSTRACT deve ser uma versdo 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
conclusdes, seguido dos “TERMOS DE INDEXACAQ" que incluem
palavras do titulo;

e) a INTRODUGAO deve ser breve, com citagio hibliogrifica
especifica sem que a mesma assuma importancia principal, e fina-
lizar com a indicagao do objetivo do artigo;

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

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentacio concisa dos
dados obtidos. Quadros (em vez de Tabelas) devem ser prepa-
rados sem dados supérfluos, apresentando, sempre que indica-
do, médias de vérias repetigies. E conveniente expressar dados
complexos, por grificos (=Figuras), ao invés de apresenta-los em
Quiadros 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 obrigacio do autor e da
revista de publica-los;

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

j] Agradecimentos devem ser sucintos e nido devem aparecer
no texto ou em notas de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluird a hibliografia 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 publicacdo citada, e,
abreviado (por extenso em casos de duvida), o nome do periodico

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

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

a) A digitacio deve ser na fonte Cambria, corpo 10, entre-
linha simples; a pigina deve ser no formato A4, com 2Zcm de
margens (superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve ser
corrido e nao deve ser formatado em duas colunas, com as legen-
das das Figuras no final (logo ap6s as REFERENCIAS). As Figuras
e os 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 redagio 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 niimeros arabicos colo-
cados em sobrescrito apos a palavra ou frase que motivou a nota.

a i i igo; as notas deverao
ser lancadas 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 citacdes serdo feitas pelos respectivos niimeros e, sempre
que possivel, em ordem crescente. ABSTRACT e RESUMO serio
escritos corridamente em um s6 paragrafo e nido devem conter
citagbes bibliograficas.

c) no rodapé da primeira pagina devera constar endereco
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 redacdo deve-se usar virgulas em vez de
tracos horizontais;

d) siglas e abreviacdes dos nomes de institnigbes, ao aparece-
rem pela primeira vez no artigo, serdo colocadas entre parénte-
ses, apds o nome da instituicio por extenso;

€] citactes bibliogrificas 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 nao se distinguirem por esses ele-
mentos, a diferenciagio sera feita através do acréscimo de letras
minusculas ao ano. Artigos nio consultados na integra pelo(s)
autor(es), devem ser diferenciados, colocando-se no final
da respectiva referéncia, “(Resumo)” ou “(Apud Fulano e
o0 ano.)"”; a referéncia do artigo que serviu de fonte, sera in-
cluida na lista uma s6 vez. A mengiio de comunicagio pessoal e
de dados nio publicados é feita no texto somente com citagio de
Nome e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados adicio-
nais, como a Instituicao de origem do(s) autor(es). Nas citagoes
de artigos colocados cronologicamente entre parénteses, nao se
usara virgula entre o nome do autor e o ano, nem ponto-e-vir-
gula apoés cada ano, como por exemplo: (Priester & Haves 1974,
Lemos et al. 2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS deveri ser apresentada em caixa
alta e baixa, com os nomes cientificos em itdlico (grifo), e sem-
pre em conformidade com o padrio adotado nos tltimos fas-
ciculos da revista, inclusive quanto 3 ordenagio de seus virios
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 convencdes adotadas serd 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-
formacées 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. Nao ha tragos verticais,
nem fundos cinzas. Os sinais de chamada serao alfabéticos, re-
comecandos, se possivel, com “a” em cada Quadro; as notas serio
lancadas logo abaixo do Quadro respectivo, do qual serdo separa-
das por um trago curto a esquerda.
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