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VARIAVEIS DA HEMOSTASIA SANGUINEA PRIMARIA E SECUNDARIA NA
DOENCA RENAL CRONICA CANINA.

RESUMO - Realizou-se um estudo experimental acerca do processo de coagulacao
sanguinea em trinta nove (39) caes distribuidos em quatro grupos, sendo um grupo
controle (n= 10) e os demais constituidos por cdes com diferentes graus de doenca
renal cronica (DRC), que segundo a IRIS (2009) DRC estadio 2, DRC estadio 3 e
DRC estadio 4. Os cdes acometidos por DRC eram provenientes do Hospital
Veterinario “Governador Laudo Natel” da FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal. O
grupo controle incluiu animais adultos, de qualquer sexo, de qualquer raga, cujo bom
estado de saude foi aquilatado com base em exames clinicos gerais, laboratoriais
de rotina e na estimativa da taxa de filtracdo glomerular, segundo o clearance de
creatinina endogena de 24 horas. Como critério de inclusdo no grupo DRC, foram
levados em consideracdo a evolucdo clinica de mais de 30 dias e valores de
creatinina sérica obtidos em dois ou trés momentos diferentes ao longo de algumas
semanas. As determinagfes laboratoriais de fibrinogénio, contagem de plaquetas,
tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) e
sangue oculto fecal, foram utilizadas na avaliagdo da hemostasia a partir das
supracitadas amostras de sangue. Ao analisar-se 0 comportamento das variaveis
hemostaticas dos diferentes estadiamentos da DRC (2, 3 e 4), segundo a IRIS —
International Renal Interest Society, 2009, verificou-se que nao houve diferenca
significativa entre os valores de TP, TTPA, fibrinogénio plasmatico, plaguetas e
sangue oculto fecal, com relacdo a ureia e creatinina séricas. Isto indica que nos
pacientes com doenca renal cronica a deficiéncia na hemostasia, evidenciada
principalmente na gastropatia urémica, ndo esta relacionada com os fatores de

coagulacédo avaliados neste estudo.

Palavras-Chave: Cées, fibrinogénio, plaquetas, rim, TTPA, TP.
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MEASUREMENTS OF PRIMARY AND SECONDARY BLOOD HEMOSTASIS IN DOG’S
CHRONIC KIDNEY DISEASE.

SUMMARY - An experimental study was conducted on the blood coagulation
process in 40 dogs divided into four groups: a control group (n = 10), stage 2 of CKD,
stage 3 of CKD, and stage 4 of CKD (International Renal Interest Society — IRIS,
2009). Dogs with CKD from “Governador Award Natel” Veterinary Hospital of
FCAV/UNESP, Jaboticabal, SP, Brazil, were used. The control group consisted of
adult animals of either, sex, any race, whose good health was based on general
clinical examination, routine laboratory tests and the glomerular filtration rate
estimation, according to 24-hours endogenous creatinine clearance. For inclusion in
CKD group, was considered more than 30-days of clinical evolution and serum
creatinine values obtained from two or three different times over a few weeks. The
laboratory measurements of fibrinogen, platelet count, prothrombin time (PT), time of
partial activated thromboplastin (TPAT), and fecal occult blood, were used in the
homeostasis evaluation from the above blood samples. Analyzing the different
hemostatic variables behavior on the different stages of CKD, it was observed non-
significant difference on urea and serum creatinine between PT, TPAT, plasma
fibrinogen, platelets, and fecal occult blood. This result indicates that in patients with
CKD, the hemostasis deficiency, as evidences mainly in uremic gastropathy, is not

related to the coagulation factors evaluated in this study.

Keywords: dog, fibrinogen, kidney, platelets, TTPA, TP.
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1 INTRODUCAO

A hemostasia € um mecanismo protetor que previne 0 sangramento excessivo
apos uma lesdo no sistema vascular. Ela depende de interagbes complexas entre o
endotélio dos vasos, plaquetas, fatores de coagulacdo e fatores fibrinoliticos. As
plaguetas, fundamentais para a hemostasia normal, sdo ativadas, aderem ao local da
les@o e secretam substancias necessarias para a coagulacao, formando agregados que
impedem a perda sanguinea (SMITH, 2010). Esta etapa do processo de coagulacéo,
definida como hemostasia primaria, é seguida pela forma¢édo de um coagulo de fibrina e
simultanea atividade fibrinolitica (GOPEGUI & FELDMAN, 2004a).

Os pacientes urémicos apresentam, frequentemente, complicacdes
hemorragicas gastroentéricas que levam a importantes taxas de morbidade e
mortalidade em tais pacientes. A primeira descricAo \que se conhece de uma
complicacdo hemorragica severa na uremia foi referida em 1764 por Giovanni Battista
Morgagni na Epistola Anatémico-Médica XLI. Em 1827, Richard Bright destacou que os
pacientes com insuficiéncia renal cronica apresentavam puarpuras cutaneas muito
frequentemente. Esta associacdo foi confirmada por Riesman em 1907, apos ter
concluido que as complicagbes hemorragicas em pacientes urémicos eram
provavelmente devidas a acdo de uma toxina que além de atuar sobre as paredes
vasculares, também afetava a integridade do sangue. As pesquisas sobre a
fisiopatologia da didtese hemorragica em doentes renais crbnicos aumentaram nos
altimos anos, porém, ha muitos pontos obscuros e contraditérios, e estudos mais
recentes tentam correlacionar o estado urémico com altera¢des na funcdo plaquetéaria e
na interacdo plaqueta-subendotélio vascular (REMUZZI, 1988; CASES & ESCOLAR,
1998).

Além da diatese hemorragica, pacientes com doenca renal crénica também
podem desenvolver eventos tromboembdlicos por excessiva estimulacdo da hemostasia

ou por falha nos processos anticoagulantes.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hemostasia e componentes do processo hemostatico

Hemostasia pode ser definida como a interrupcdo do sangramento, e defeitos
nesse processo podem incluir tanto uma excessiva coagulabilidade e consequente
trombose, como numa insuficiente coagulabilidade e resultante hemorragia (BAKER,
2007; SMITH et al., 2011). Cabe esclarecer que coagulacdo ndo é sinbnimo de
hemostasia, mas sim um de seus componentes, podendo ser avaliada
independentemente in vitro (BAKER, 2007; STOCKHAM & SCOTT, 2011).

Uma hemostasia eficiente reflete uma resposta integrada de trés componentes
principais, sejam eles, os fatores solUveis da coagulacdo que levam a formacdo da
fibrina estavel e insolavel, as plaquetas circulantes e a parede vascular formada por
uma camada de células endoteliais, fibroblastos, fibras colagenas e fibras musculares
lisas (GARCIA, 2005).

Os componentes acima referidos devem estar em equilibrio, contribuindo para
que o sangue mantenha sua fluidez no interior dos vasos. O rompimento desse
equilibrio, qualquer que seja a natureza, podera ensejar desde extravasamento
sanguineo até a formacdo de trombos, e a intensidade de ambas (hemorragia ou
trombose) depender4d da localizagdo, amplitude das alteragbes e do grau do
desequilibrio atingido (VERRASTRO, 1999).

Apos lesado vascular, as plaquetas entram em contato com constituintes da matriz
extracelular, que normalmente estdo sequestrados abaixo do endotélio intacto;
incluindo colageno, proteoglicanas, fibronectina e outras glicoproteinas aderentes, para
formacdo do tampdo plaquetario (COTRAN & MITCHEL, 2000). A hemostasia entdo
decorre da agregacédo das plaquetas, da acdo concatenada de fatores plasmaticos até
a conversao de fibrinogénio em fibrina e de fatores liberados pela parede vascular,
dentro de uma interacdo sequencial (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2005).



Dessa forma, didaticamente a hemostasia pode ser subdividida em trés etapas,
assim definidas; a hemostasia primaria, envolvendo basicamente as plaguetas e a
parede vascular e levando a formacdo do tampao hemostatico primério; a hemostasia
secundaria, envolvendo os fatores plasmaticos da coagulacdo, com formacédo do
tampdo hemostéatico secundario; e a hemostasia terciaria, envolvendo enzimas

relacionadas com o processo fibrinolitco (BAKER, 2007).

2.2 Hemostasia primaria

by

Como resposta inicial a lesédo tecidual verifica-se a contracdo das fibras
musculares lisas ao nivel das paredes das pequenas artérias e veias, configurando,
num primeiro momento, uma vasoconstriccdo. Os capilares ndo possuem tais fibras,
porém possuem os esfincteres pré-capilares que também podem servir no controle da
perda de sangue (BOZZINI & MOLINAS, 2004).

O endotélio impede a coagulacdo ao exercer o papel de barreira mecéanica para
o tecido conjuntivo subendotelial. Este ultimo é altamente trombogénico em funcéo da
presenca do fator tecidual, que produz varios fatores inibidores da agregacao
plaquetéria, bloqueando o sistema da coagulacdo, e favorecendo a dissolucdo de
coagulos (JONES et al., 1997)

As células endoteliais modulam varios aspectos, frequentemente oponentes a
hemostasia normal, visto que, por um lado, possuem propriedades antiplaquetarias,
anticoagulantes e fibrinoliticas e, por outro lado, apés uma lesdo ou ativacdo, séo
capazes de exercer fungdes pré-coagulantes (JAIN, 1993; BAKER, 2007). Desta forma,
a resposta fisioldgica normal a injdria vascular tem inicio com vasoconstric¢cao local
seguida por adesao, secrecdo e agregacao plaquetérias, fato que confere as plaquetas
papel fundamental na hemostasia (JAIN, 1993; BAKER, 2007).



Ademais, as plaquetas caracterizadas como fragmentos citoplasmaticos oriundos
dos megacaridcitos, exercem as funcdes de manutencao do endotélio vascular e auxilio
no reparo do endotélio lesado, sendo parte integrante do processo de coagulacgéo.
Promovem a coagulacdo do sangue, auxiliando na reparacdo da parede dos vasos
sanguineos e evitando a hemorragia; exercendo, de tal modo, um papel central na
hemostasia normal (KERR, 2003).

Adicionalmente, é fato conhecido que as plaquetas sédo capazes de desenvolver
essencialmente trés respostas funcionais quando estimuladas, assim, podem, aderir as
superficies (adesdo), liberar o conteddo de seus granulos (liberacdo) e, finalmente,
sofrer agregacdo com outras plaquetas (agregacdo). Tais eventos parecem ser
sequenciados e relacionados entre si, decorrentes da ativacdo plaquetaria, porém
estudos sugerem que eles podem ocorrer como eventos distintos (AULT, 1993). A
reacdo de liberacdo é iniciada por um influxo de calcio e mudanga nos elementos
contrateis do citoesqueleto, que resulta no movimento dos granulos em direcdo a
membrana plasmatica seguida de fusdo e liberacdo do conteddo granular para o
espaco extracelular (ZUCKER, 1994). Estudos de microscopia eletronica sugerem que
tal liberacdo ocorre através do sistema canalicular. As plaquetas possuem uma
variedade de proteinas de adesado, em sua superficie, que favorecem sua aderéncia ao
endotélio vascular lesado, bem como a matriz extracelular subendotelial, aos leucdcitos,
e, é claro, a outras plaquetas (AULT, 1993). Os mecanismos de adesdo plaquetaria
estdo relacionados com a ligacdo das glicoproteinas adesivas a macromoléculas tais
como colageno, fibrinogénio, trombospondina e fator de von Willebrand, entre outras
(STOCKHAM & SCOTT, 2011).

Assim, no processo de hemostasia, logo apdés a lesdo vascular, ocorre
vasoconstriccdo reflexa local, o que reduz instantaneamente o fluxo sanguineo. Em
seguida, as plaquetas interagem com o local da leséo, formando o tampéo plaquetario,
caracterizando a fase primaria da hemostasia (TROY, 1998). A interrupcdo do
sangramento reflete a formacdo do tampao hemostético que caracteriza a hemostasia

primaria. A caréncia de fatores da coagulacdo ndo impede que essa fase da



hemostasia ocorra, embora 0 sangramento possa ser reiniciado uma vez que
interferéncias na hemostasia secundaria prejudicam o processo de estabilizacdo do
coagulo (BAKER, 2007).

O supracitado tampédo plaquetario €, inicialmente, frouxo, porém, geralmente
satisfatorio para o controle da hemorragia se a lesdo vascular for pequena. A ativagcao
da cascata da coagulacdo resulta na formacédo de fibrina que estabiliza o tampéo
plaguetario primario, promovendo a formacdo do tampdo hemostatico definitivo (JAIN,
1993).

O equilibrio entre as atividades endoteliais antitrombotica e pro-trombdética
determina criticamente se ocorrera formacado, propagacado ou dissolucdo do trombo. O
endotélio intacto impede que as plaquetas e fatores plasmaticos da coagulacdo entrem
em contato com a matriz extracelular subendotelial altamente trombogénica. Caso se
tornem ativadas, apdés uma lesdo endotelial focal, as plaguetas sao inibidas
especificamente da aderéncia ao endotélio integro circulante pela prostaciclina (PGI2)
endotelial e pelo 6xido nitrico. Ambos mediadores sdo potentes vasodilatadores e
inibidores da agregacgéo plaquetaria, os referidos mediadores, sintetizados por células
endoteliais sdo estimuladas por uma série de fatores produzidos durante a coagulacao.
A acédo anticoagulante é mediada por moléculas semelhantes a heparina associadas a
membrana; e trombomodulina, um receptor especifico da trombina. Ademais, as células
endoteliais sintetizam ativador tecidual do plasminogénio (t-PA), promovendo atividade
fibrinolitica para remover os depdsitos de fibrina nas superficies endoteliais (COTRAN &
MITCHEL, 2000).

2.3 Hemostasia secundaria

Na sequencia do fenbmeno da coagulacdo é desencadeada uma série
interconectada de etapas de ativacdo enzimética que leva a conversao de protrombina
a trombina (fator lla) que por sua vez leva a conversao do fibrinogénio soltvel (fator I) a
fibrina insolivel (STOCKHAM & SCOTT, 2011).



A maioria das referidas etapas envolve uma enzima, um substrato (fibrinogénio)
e um cofator (fatores Va, Vllla e Xllla) unidos a uma superficie fosfolipidica como a

membrana de plaquetas, leucécitos ou células endoteliais (JAIN, 1993).

Os fatores da coagulacédo estdo presentes no plasma em concentracdes muito
pequenas (ug/mL), sendo a maioria proteases. Tais fatores s&o ativados
predominantemente pela exposicéo a tromboplastina tecidual expressada na superficie
de células endoteliais ou fibroblastos. Apés uma ativacdo inicial, os fatores de
coagulacdo sdo ativados de forma seriada e por algcas de amplificacdo de feedback
aumentando, portanto, o estimulo inicial. O evento culminante dessa ativacdo é a
conversao do fibrinogénio em fibrina e a formacdo de um coagulo estavel de fibrina e
plaguetas (BAKER, 2007).

A cascata da coagulagédo ou ativagdo sequencial dos fatores, tradicionalmente
tem sido dividida em vias intrinseca, extrinseca e comum, pela exposicdao a
tromboplastina tecidual ou pela ativagdo por contato a membrana basal e ao colageno
ou outras superficies carregadas negativamente (STOCKHAM & SCOTT, 2011).

Assim, de uma forma mais detalhada, observa-se que a via extrinseca (Figura 1)
€ 0 meio pelo qual a substancia ativadora da protrombina € gerada em resposta ao
contato do sangue com os tecidos extravasculares (BANKS, 1992). A referida via se
materializa quando a tromboplastina tecidual (fator IIl), com a intermediacéo do célcio e
do fator VII, leva a ativacédo do fator X inativo para sua forma ativada (Xa) (GUYTON &
HALL, 2002; BOZZINI & MOLINA, 2004; SMITH et al., 2011). Geralmente, apés a lesao,
ambas as vias sdo ativadas, porém, a via intrinseca parece ser mais importante para

ativacdo da via comum (BUSH, 2004).
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Figura 1. Cascata da coagulagdo. Os algarismos romanos referem-se aos fatores coagulantes e a letra
“a” indica seu estado de ativagéo (adaptado de JAIN, 1993).



J& a via intrinseca inicia-se pelo contato do sangue com uma superficie diferente
do endotélio normal e das células sanguineas (BOZZINI & MOLINA, 2004). A fase de
contato envolve o fator Xll, pré-calicreina, fator Xl e cininogénio de alto peso molecular
(CAPM). Na presenca de CAPM, o fator XI adere a superficie exposta e é ativado pelo
fator Xlla ligado a superficie. As perturbacbes do sangue fazem com que o fator XIi
converta-se em uma enzima proteolitica (fator Xlla). A calicreina e o CAPM podem
modular a ativacado do fator XIl. A lesdo da parede vascular resulta na liberacédo de
fosfolipidios plaquetarios ou fator plaquetéario 3 (FP3) (McVEY, 1994). O fator Xll ativado
atua enzimaticamente sobre o fator XI para ativa-lo, constituindo a segunda etapa da
via intrinseca. O fator XI atua sobre o fator IX ativando-o enzimaticamente. Por sua vez,
o fator 1Xa, ao atuar com o fator Vllla, fosfolipidios plaquetarios e com o FP3, ativa o
fator X (TROY, 1998).

Com a ativagdo do fator X, tem inicio a via comum, pela combinag&o de vérias
substancias, tais como o fator Ill, célcio, fator VII e fosfolipidios teciduais na via
extrinseca e, da mesma forma, o FP3, fator IXa, o fator VIII:C e calcio na via intrinseca
(MCVEY, 1994).

O fator X ativado forma o complexo ativador da protrombina ao combinar-se com
os fosfolipidios teciduais ou liberados pelas plaquetas e fator V (TROY, 1998). Este
complexo, na presenca de quantidade suficiente de célcio ibnico, promove a conversao
da protrombina (fator II) em trombina (fator lla). A trombina, por sua vez, converte o
fibrinogénio (fator 1) em monbémeros de fibrina, que séo interligados pelo fator XIli
ativado, formando polimeros insoluveis de fibrina (SMITH et al.,, 2011). Assim, a
transformacé&o ou “estabilizacdo” da fibrina solivel em um coagulo de fibrina insolavel é
catalisada pelo fator Xlll, na presenca de calcio. O fator XIII normalmente circula no
plasma sob a forma de proenzima inativa e € convertido em sua forma ativa pela
trombina (GUYTON & HALL, 2002). A fibrina insolivel envolve as plaquetas e as
células sanguineas para formar o tampao definitivo, caracterizando a fase secundaria

da hemostasia (TROY, 1998).



Estudos recentes, consagrados a analise da cinética individual de alguns fatores,
sugerem um esquema no qual a ativacdo inicial da tromboplastina tecidual leva a
formacdo de apenas uma pequena quantidade de trombina, a qual € entdo seguida e
amplificada por subsequente alca de ativacdo das vias intrinseca, extrinseca e comum.
A trombina, por sua vez, possui um importante papel na ativacéo dos fatores Vil e Xl e
na aceleracao dos fatores V e VIII (STOCKHAM & SCOTT, 2011).

Essas informacdes sugerem que a ativacado por contato (via intrinseca) ndo é um
contribuinte significante para a ativacdo dos fatores da coagulacdo e que o sistema
intrinseco primariamente € uma alca de amplificacdo que se torna ativada apos a
geracao inicial de trombina pela tromboplastina tecidual (BAKER, 2007; STOCKHAM &
SCOTT, 2011).

Além das proteinas pro-coagulantes, existem proteinas plasmaticas
anticoagulantes que regulam de forma negativa a cascata da coagulacdo. Isso
assegura que a ativacdo da coagulacdo ndo exceda a necessidade de hemostasia no
sitio de lesdo vascular. Tais proteinas anticoagulantes estdo em equilibrio com as
proteinas pro-coagulantes. Assim, uma deficiéncia dos fatores anticoagulantes resulta
em trombose. Dessa forma, o equilibrio pode ser desviado pela perda das proteinas
anticoagulantes ou por aumento na concentracdo de proteinas pro-coagulantes
(STOCKHAM & SCOTT, 2011). A proteina anticoagulante mais importante é a
antitrombina Il (AT-IIl) que é responsavel por aproximadamente 70% da atividade anti-
trombina total no plasma. A AT-lll necessita da heparina para atuar na superficie
endotelial, ja que a heparina permite sua ligacdo a trombina numa relacédo 1:1 e inativa
a trombina. O complexo AT-lll:trombina subsequentemente ¢é removido pelos
hepatdcitos. Em adicdo, a AT-lll também € responsavel pela inativacdo de outras

proteases tais como os fatores 1Xa, Xa, Xla e Xlla (BAKER, 2007).

Outras proteinas anticoagulantes sdo as proteinas C e S - que inibem os fatores
Va e VIII:Ca, a a,-macroglobulina - que inibe a trombina, a plasmina, a calicreina, o

inibidor da via extrinseca — que inativa a tromboplastina e o fator Vllla, a a;-antitripsina,
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ap-antiplasmina e a trombomodulina — um cofator da proteina C (BAKER, 2007;
STOCKHAM & SCOTT, 2011).

A atividade normal dos fatores da coagulacéo, procoagulantes e anticoagulantes,
requer vitamina K, que atua como um cofator para a carboxilacao dos fatores I, VII, IX e

X, tanto quanto das proteinas anticoagulantes C e S (JAIN, 1993).

A vitamina K normalmente € oxidada durante a carboxilacao, e entdo, reduzida a
forma ativa hidroguinona, num processo de dois passos, envolvendo a enzima epoxido
redutase. Na presenca de antagonistas de vitamina K ou na auséncia da referida
vitamina, as proteinas pré-coagulantes e anticoagulantes sédo biossintetizadas porém
sem atividade funcional. Essas proteinas afuncionais sao designadas PIVKA, ou seja,
proteinas na auséncia de vitamina K ou_na presenca de antagonistas de vitamina K
(STOCKHAM & SCOTT, 2011).

O tampao hemostéatico secundario formado apdés a ativacdo dos fatores de
coagulacdo, promove uma grande saliéncia para o interior do vaso, mas logo se contrai,
gracas a acao da actina, miosina e adenosina trifosfato (ATP) das plaquetas. A parede
do vaso, protegida pelo coagulo, se restaura pela formagédo de um novo tecido e entao
0 coagulo é removido pelas enzimas liberadas pelos lisossomos das plaquetas
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2005).

2.4 Hemostasia terciaria

Refere-se a degradacao do fibrinogénio e da fibrina em fragmentos de peptideos
menores, denominados fragmentos X, Y, E e D, as custas da plasmina, a forma ativada
do plasminogénio. Tal ativacdo pode ser feita pela calicreina ou pelo fator Xl ativado
(BAKER, 2007).
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2.5 Hemostasia e Doenca Renal Cronica Canina

A doenca renal cronica (DRC), principal afeccao renal dos caes, caracteriza-se
pela perda da capacidade excretora e concentradora dos rins, com reducéo da filtracdo
glomerular e consequente perda de substancias plasmaticas que deveriam ser retidas
e, aumento nas concentracfes plasmaticas de substancias normalmente eliminadas,
dentre as quais se destaca a ureia, componente do catabolismo proteico (POLZIN et al.,
2004).

Do ponto de vista diagnostico, tanto para fins clinicos quanto experimentais, a
classificacdo do paciente com DRC sem os sinais clinicos de uremia é um desafio para
0s pesquisadores da area. A International Renal Interest Society (IRIS) instituiu um
estadiamento para a DRC, padronizando-a em 4 estadios: 1 — auséncia de azotemia, 2
— azotemia leve, 3 — azotemia moderada e 4 — azotemia severa. Além disso,
estabeleceu subestadiamento dos pacientes com DRC com base na avaliacdo da razéo

proteina/creatinina urinaria (UP/C) e pressao arterial sistémica.

Tabela 1. Estadiamento da doenca Renal crénica canina segundo a international Renal
Interest Society (IRIS), 2009.

ESTADIO CREATININA (mg/dL)
1. — N&o azotémico <1,4
2. —Levemente azotémico 1,4-2,0
3. — Moderadamente azotémico 2,1-50
4. — Severamente Azotémico >50

*Adaptada de IRIS 2009
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Tabela 2. Subestadiamento da doenca renal crénica canina segundo a International
Renal Interest Society (IRIS), 2009.

SUBESTADIOS VALOR DE UP/C**
N&o proteinurico (NP) <0,2
Proteindria limitrofe (PL) 0,2-0,5
Proteinarico (P) >0,5

PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA (mmHg)

Risco minimo (0) <150
Baixo risco (1) 150 — 159
Risco moderado (2) 160 -179
Alto risco (3) > 180

e Adaptada de IRIS (2009). ** Relacdo proteina- creatinina urinaria.

O acumulo das substancias que deveriam ser adequadamente eliminadas pelos
rins causa uma serie de sinais clinicos conhecida como sindrome urémica, que inclui
desequilibrios hidrico e natrémico, anemia, intolerdncia aos carboidratos, disturbios
neurologicos, distlrbios gastroentéricos, osteodistrofias, deficiéncia imunoldgica,
acidose metabdlica e processos inflamatérios que predispdem fibrose e esclerose
renais (FINCO, 1995; OTS et al., 2000;).

Os disturbios glomerulares primarios sdo propostos como as principais causas
de DRC em cées (GRAUER, 2005), porém amiloidose (RAVID et al., 1982), pielonefrite,
urolitiase, displasia renal, nefrotoxinas, doenca renal policistica, hipercalcemia, linfoma,
doencas auto-imunes e imunomediadas e leptospirose (PRESSLER & VADEN, 2003;

POLZIN et al., 2004) também séo referidos na etiologia da doenca.

Entretanto, trata-se de uma doenca progressiva que, independentemente da
causa, leva a destruicao lenta de uma por¢ao dos néfrons, enquanto os néfrons ilesos
remanescentes sofrem hipertrofia compensatoria, por um determinado tempo. Quando

a DRC se instala, os néfrons hipertrofiados podem n&o conseguir mais manter a fungéo
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renal, mesmo quando retirada a causa ou instituida terapia adequada (POLZIN et al.,
2004; WARE, 2006).

Véarios pacientes com uremia, apresentam didtese hemorragica. Essa
predisposicdo torna-se especialmente relevante quando tais pacientes sdo submetidos
a procedimentos invasivos tais como cirurgias, biopsias e colocacéo de cateteres, entre
outros (GRALNICK H. et al., 1988).

2.6 Alteracbes hemostéaticas na DRC

Durante a progressdo da doenca renal crbnica as desordens hemostaticas
podem apresentar complicacdes importantes, expressadas mais frequentemente pela
tendéncia a sangramentos, ou, com menor frequéncia, ao risco de trombose.
(MEZZANO et al., 1996; BERTHIL et al., 2003).

De acordo com RIESMAN (1907), Morgagni, jA& no inicio do século dezoito,
descreveu uma mulher que apresentava halito urémico, hematoquesia e epistaxe.
Desde entéo, inUmeros estudos buscam associar a uremia a tendéncia hemorragica de
pacientes doentes renais crénicos e agudos. Inicialmente foi verificado que poucos
casos apresentavam trombocitopenia associada a hemorragia de fundo urémico, na
auséncia de alteracbes consistentes nos testes de coagulacdo (NICODEMO et al.,
1990). Relataram-se também aumentos do tempo de sangramento e da fragilidade
capilar, porém tais variaveis apresentaram-se normais em outros estudos. Enterocolite
urémica foi citada como frequente causa da hemorragia gastroentérica na uremia,
entretanto tal associacdo ndo acrescentou esclarecimentos a ocorréncia de purpuras,
epistaxe e outras manifestagcbes hemorragicas neste grupo de pacientes (LARRAIN &
ADELSON, 1956). Para DI BARTOLLA, (2004), o numero de plaquetas e os fatores

plasméticos de coagulacao, em geral, estdo normais na insuficiéncia renal crénica.
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Assim, individuos com uremia apresentam alteragcbes hemostéticas traduzidas
por episddios de sangramento, que sao evidenciados por sintomas hemorragicos
brandos e por tempo de sangramento prolongado. Essa tendéncia ao sangramento tem
sido classicamente atribuida as anormalidades da funcdo plaquetaria que incluem
diminuicdo da adesdo e da agregacao. A patogénese de tal disfuncdo plaquetéaria é
multifatorial e inclui defeitos intrinsecos das plaquetas, anemia, toxinas urémicas,
defeitos do fator de von Willebrand (fvW) e anormalidades vasculares (HARVEY et al.,
1993). E longamente estabelecido que os pacientes com uremia apresentam maior
risco de complicacdes hemorragicas influenciadas por um certo nimero de fatores que
incluem o estado urémico associado a diatese hemorragica, condi¢cdes co-morbidas e
utilizacdo de medicamentos que podem afetar a hemostasia e que predispdem o
sangramento (AVTAR et al., 2006).

Com a verticalizacdo das pesquisas na linha de confluéncia entre a DRC e
alteragbes da coagulacdo, tem sido constatado que grande parte das ocorréncias
hemorragicas deve-se, em parte, a trombopatia urémica, um defeito hemostético
primario (REBELINK et al., 1994). As alteragfes intrinsecas plaquetarias vao desde
reducdo da concentracdo de serotonina e adenosina difosfato, elevacdo de adenosina
monofosfato ciclico (CAMP) (VLACOYANNIS et al., 1982), reducédo da capacidade de
liberacao de tromboxano A2 (MACCONI, et al., 1992) e aumento intracelular de calcio
(WARE et al.,, 1989). Ademais, estudos com adesdo plaguetaria evidenciaram que
apesar da concentracao adequada do fator de “von Willebrand” (VWf) e sua satisfatoria
interacdo com a glicoproteina Ib, indicacdes de um defeito funcional na interacdo do
vWf com a glicoproteina llb-llla parece alterar de forma significativa a agregacao

plagquetaria, etapa subsequente do processo hemostético (DI MINNO et al., 1985).

Num estudo feito em pacientes com DRC avancada, BINI et al. (2006),
demostraram que existe uma alta prevaléncia a inflamacdo e outras lesbes
gastrointestinais superiores da mucosa, pudendo estas lesbes sangrar por fatores
diferentes a disturbios na coagulacdo gerando um resultado positivo para o teste de

SOF com danos clinicamente ndo importantes no diagnostico da DRC.
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Paradoxalmente, esse defeito na adesdo plaquetaria € acompanhado de um
estado pro-trombético com altos niveis de fibrinogénio e aumento da formacao de
trombina (SAGRIPANTI et al., 1993), que associado a resposta vascular inflamatéria,
resulta em complicagbes trombdticas com significativas taxas de morbidade e
mortalidade (LIBBY et al., 2002).

Desta forma, as complicacdes tromboticas em pacientes urémicos também
podem ser frequentes, porém os dados disponiveis na literatura nao esclarecem
inteiramente 0s mecanismos envolvidos e futuras investigagbes sdo necessarias
(MOLINO et al., 2006; JURK & KEHREL, 2007). E fato que a AT-lll, uma das mais
importantes proteinas anticoagulantes do plasma, por possuir baixo peso molecular,
pode ser perdida na urina de pacientes com glomerulopatia severa ou amiloidose renal
(BAKER, 2007). Diferentes estudos incluem ensaios de fatores hemostaticos em
pacientes que apresentam graus variados de azotemia como ou sem manifestacdes
hemorragicas (LEWIS et al. 1956).

Aumento na concentracdo de fragmentos de fibrinogénio foi observado em cées
urémicos, embora ndo seja totalmente aceito que esse achado relaciona-se ao
incremento da fibrindlise. Tais fragmentos ligam-se as glicoproteinas da superficie
plaguetaria (GPllIb-llla) e bloqueiam a interacdo de plaquetas ao fibrinogénio normal,
diminuindo a adeséao plaquetaria (THEKKEDATH et al., 2006)

Assim, apesar da uremia ser uma desordem sistémica que pode estar associada
a disfungéo plaquetaria (SUE & BETHAM, 2011), levando a alteragbes na hemostasia
primaria, varios modelos de interferéncia entre a uremia e a falha na hemostasia ja
foram propostos (SHEN & FRENKEL, 2007; GALBUSERA et al., 2009), porém o
mecanismo exato que envolve tal defeito hemostético ainda é desconhecido, e a
tendéncia ao sangramento ou a trombose parece ser de origem multifatorial (VOLL,
2011).



16

Além disso, como a trombose é um problema comum em varias afeccbes de
cades e gatos, esse achado em pacientes com DRC tem levado a necessidade do
emprego de testes de diagndéstico de rotina mais confiaveis para a deteccdo de estados
trombaoticos ou protromboticos, pois a deteccdo precoce de condicBes protrombéticas
pode prover uma oportunidade para intervencdo terapéutica num momento onde o

animal esteja mais responsivo ao tratamento.

CASONATO et al. (2001), relatam que em pacientes urémicos desenvolve-se um
padrdo hemostatico complexo, referente tanto as anormalidades plaquetarias
(diminuicdo de agregacdo plaquetaria induzida pelo coldgeno e diminuicdo do

componente VWF em plaquetas), bem como ao outros componentes da coagulacao.

No presente, testes tais como tempo de protrombina (TP), tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA), concentracdo de fibrinogénio plasmético e

contagem de plaquetas sdo frequentemente utilizados (MORITZ et al., 2003).
2.7 Testes laboratoriais para avaliagcdo da hemostasia

Como referido, os testes laboratoriais para avaliacdo da hemostasia envolvem,
além da plaquetometria, determinacédo da concentracao de fibrinogénio e da ativacéo in

vitro de partes da cascata de coagulacéo (TSENG et al., 2001).

Os métodos laboratoriais para o diagndéstico das desordens hemostaticas se
encontram divididos em dois grupos. O primeiro grupo que corresponde aos testes que
avaliam o primeiro momento do sistema hemostatico, no qual atuam 0s vasos
sanguineos e as plaquetas e o segundo grupo que corresponde aos testes que avaliam
0 segundo momento no qual atuam os fatores da coagulacédo (STEINER et al., 1979).

Para avaliar a primeira fase de hemostasia, 0s principais exames laboratoriais
sdo tempo de sangria, contagem de plaquetas e agregacao plaquetéria. Para avaliar a

segunda fase de hemostasia, também chamado de tempo plasméatico, os principais
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exames sdo tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada

(TTPA) e dosagem de fibrinogénio plasmatico.

O tempo de protrombina (TP) € usado para avaliar as vias extrinseca (fator VII) e
comum (fatores X, V, Il e I), enquanto o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA)
€ usado para monitorar as vias intrinseca (fatores Xll, XI, IX e VIII) e comum (JAIN,
1993; COUTO, 1999).

Os reagentes utilizados para determinar automéatica ou manualmente o TP e o
TTPA séo desenvolvidos para determinacdo em plasma humano (GOUAULT, 2001), e

sdo adaptados para uso em céaes.

Assim, o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) e o tempo de
protrombina (TP) séo utilizados na avaliacdo da hemostasia secundéria e auxiliam no
diagndstico de deficiéncias de fatores de coagulacdo. O TTPA é sensivel a deficiéncia
dos fatores da via intrinseca (XII, Xl, IX, VIII) e da via comum (fibrinogénio, Il, V, X)
(Figura 2), enquanto o TP identifica anormalidades na via extrinseca (VIl) e na via
comum da coagulacdo (McCONNEL, 2000). A atividade pro-coagulante especifica dos
fatores pode ser mensurada por ensaio de TP e TTPA com base no ponto final de
formacédo do coagulo. Disturbios hepaticos, deficiéncia de vitamina K e processos de
coagulacdo intravascular disseminada (CIVD) podem interferir no resultado destes
testes (GOPEGUI & FELDMAN, 2004b).
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Figura 2. Etapas da cascata da coagulacao avaliadas com o emprego dos tempos de coagulagéo ativada
(TCA) de tromboplastina parcial ativada (TTPA), de protrombina (TP) y de coagulacdo de
trombina (TCT). CAMP, cininogénio de alto peso molecular; PK, precalicreina; FP-3, fator
plaquetario 3; Ca'" fons célcio; VIII:C, componente coagulante do complexo do fator VIII. Os
algarismos romanos indicam os fatores de coagulagdo e as letras “a” indicam sua ativagao
(adaptado de JAIN, 1993).

O TP é o tempo necessario para a formacdo de um coagulo de fibrina apés a
adicdo de tromboplastina e calcio ao plasma citratado, dando indicacdo sobre a

quantidade total de protrombina presente no sangue. A adi¢do de calcio, fosfolipidios de
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carga negativa e de uma substancia particulada promovera a ativacao dos fatores Xll e
Xl sendo possivel determinar o TTPA (JAIN, 1993). A tromboplastina (fator tissular, fator
[Il) desencadeia 0 mecanismo de coagulacao da via extrinseca formando , com o fator
VII, um complexo dependente do calcio. O fator VII € transformado em uma enzima
ativa (fator Vlla), que atua sobre o fator X gerando o fator Xa e este juntamente com
fosfolipides do fator tissular, fator Va e célcio formam o complexo ativador da
protrombina, que transforma a protrombina em trombina. Esta, por sua vez, atua sobre
o fibrinogénio polimerizando-o em fibrina. A formacao de fibrina € macroscopicamente
demonstrada pelo aparecimento de um coagulo. Os resultados sdo obtidos a traves da
comparacao entre os tempos de coagulacdo do plasma de pacientes e do plasma de
referéncia, que representa a medida da atividade dos fatores do complexo
protrombinico (fatores Il, V, VII, X).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Avaliar variaveis da hemostasia sanguinea primaria e secundaria em caes com

doenca renal crénica em estadios dois, trés e quatro, segundo a IRIS (2009).
3.2 Objetivos Especificos

e Quantificar os tempos de Tromboplastina Parcial Ativada e de Protrombina, a
concentracdo de Fibrinogénio plasmatico e o nimero de plaquetas em caes
com doenca renal cronica.

e Avaliar a correlacdo entre creatinina sérica e tempos de tromboplastina parcial
ativada e de protrombina, concentracdo de fibrinogénio e alteracbes numeéricas
plaguetarias, em cées doentes renais crénicos.

e Avaliar a correlacdo entre ureia sérica e tempos de tromboplastina parcial
ativada e de protrombina, concentracdo de fibrinogénio e alteracées numeéricas
plaguetarias, em cdes doentes renais crénicos.

e Avaliar e descrever os achados laboratoriais relacionados a disturbios
hemostaticos em cdes com doenca renal cronica, de acordo com o
estadiamento segundo a IRIS 2009.

e Avaliar UPC, presséo arterial e sangue oculto fecal para a classificagdo dos
pacientes com doenca renal crénica nos diferentes estadios segundo a IRIS
(2009).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e grupos experimentais

Neste ensaio foram avaliados 39 cdes adultos, sadios, machos ou fémeas, de
quaisquer ragas, atendidos junto ao Hospital Veterinario “Governador Laudo Natel” da
FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal, distribuidos em dois grupos experimentais,

COmo a seqguir:

4.1.1 Grupo Controle (GC):
Constituido de 10 cdes adultos, sadios, machos ou fémeas, de quaisquer racas e
com idade superior a cinco anos cujo bom estado de saude foi aquilatado com
base em exames clinicos gerais, laboratoriais de rotina e pela estimativa da taxa
de filtracdo glomerular, com base no clearance de creatinina enddgena de 24
horas.

4.1.2 Grupos de Doentes Renais Crdnicos (DRC):
Constituido de 29 caes, machos ou fémeas de quaisquer raca e idade, com
diagnostico de DRC e sem histérico ou alteragfes clinicas e clinico-patolégicas
de outras doencas. Tais cdes foram alocados, segundo a classificacdo da IRIS
para DRC em um dos estadios 2, 3 ou 4 segundo a IRIS (2009) o que propiciou a
instituicdo dos subgrupos DRC 2 (9 cées), DRC 3 (10 caes) DRC 4 (10 cées).

Como critério de inclusdo das unidades experimentais no grupo DRC, foram
levadas em consideracdo a evolucgéo clinica de mais de 15 dias, valores de creatinina
sérica superiores a 1,4 mg/dL, apos devida hidratagdo do paciente, obtida em dois ou
trés momentos diferentes ao longo de algumas semanas. Além do mais, 0s pacientes
foram subestadiados quanto a proteindria renal e a hipertensao arterial sistélica (Tabela
2), segundo a classificacdo da IRIS (2009). A categorizagcdo do paciente como
proteindrico, foi estabelecida somente apds a exclusédo de fatores pré e pds-renais de
perda urinaria de proteinas e, também, ap0s confirmacdo de sua persisténcia pela

determinacdo do valor da razdo proteina creatinina urinaria (UP/C) em diferentes
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momentos ou atendimentos clinicos (duas a trés ocasides com intervalo minimo de 15
dias). Da mesma maneira, 0os valores da presséo arterial sistolica foram confirmados

apos trés aferigbes realizadas em momentos ou atendimentos diferentes.

Cabe ressaltar que, diante das dificuldades em se diagnosticar a DRC em
pacientes ndo azotémicos, em razdo da auséncia de sinais clinicos e necessidade da
realizacdo de exames que comprovassem a reducdo da taxa de filtragdo glomerular, o
grupo de pacientes DRC estadio 1 nao fez parte deste protocolo experimental.
Também, ndo foram incluidos no grupo/ subgrupos de doentes renais crbnicos,
pacientes com historico de transfusbes sanguineas ou tratamento com quaisquer
farmacos indutores de hematopoiese (Nandrolona, RhG-CSF, Timomodulina e/ou

eritropoietina).

4.2 Determinacao das parcelas experimentais

4.2.1 Bioquimica Sérica e Urinéria

As provas bioquimico-séricas e urinarias para a classificacdo e sele¢do das
parcelas experimentais foram realizadas no Laboratério de Patologia Clinica

Veterinaria, acima referido.

As amostras de soro foram processadas para determinagdo dos niveis de
creatinina (método Jaffé modificado) e de ureia (método enzimatico) séricas. As
dosagens seguiram as recomendacdes do sistema Labtest para diagnéstico e as
leituras foram realizadas em espectrofotbmetro semi-automatico para provas

bioquimicas.

4.2.2 Afericdo da Pressdo Arterial Sistolica

A pressao arterial sistolica sanguinea, de cada unidade experimental, nos
diferentes momentos de avaliacdo, foi aferida junto ao Hospital Veterinario “GLN” da
UNESP, Campus de Jaboticabal, SP, por método ultrassénico com Doppler vascular

(Microem®- Ribeirdo Preto, SP, Brasil), conectado a um manguito de ocluséo e a um
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esfigmomanémetro (Latex Pri®). Ap6s aclimatacéo do paciente, foram realizadas cinco
afericbes sequenciais, das quais foram descartados o maior e o menor valores obtidos,
registrando-se o valor da média aritmética das trés leituras intermediarias

remanescentes.

4.2.3 Determinacdo do Sangue Oculto

Para verificar a presenca de sangue oculto nas fezes utilizou-se o teste da
Benzidina (ONORIO & PINHEIRO, 2010), onde, sobre um papel de filtro, foi colocada
uma quantidade de fezes (2 a 3 gramas) e adicionadas trés gotas de solucdo de
benzidina (benzidina a 1% em acido acético diluido a 50%). Em seguida, eram
acrescidas duas gotas de agua oxigenada a 10 volumes. A presenca de sangue oculto
nas fezes era confirmada pela formacdo de um halo verde-azulado no derredor da

mancha das fezes.

Interpretacdo do Exame:

e Sem desenvolvimento de cor: Reacéo negativa.
e Coloracao esverdeada: Tracos de sangue.

e Coloracéao verde clara:+

e Coloracéao verde escura: ++

e Coloracao verde azulada: +++
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Figura 3. llustracao da interpretacdo do teste de sangue oculto. A. Sem desenvolvimento de cor: Reagao
negativa; B. Coloragdo azulada: Tragos de sangue; C. Coloracdo azul clara:+; D. Coloragéo

azul escura: ++; E. Coloragéo verde azulada: +++.
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4.3 Anélises laboratoriais para avaliacdo das parcelas experimentais

As amostras de sangue periférico foram obtidas por venipuncéo jugular e foram
envasadas em tubos contendo citrato de sodio, para obtencdo de plasma destinado as
provas de coagulacédo; K,EDTA, para obtencdo do hemograma e sem anticoagulante
para obtencdo do soro. As aliquotas de plasma e soro foram refrigeradas até o
momento do processamento. O sangue preservado em EDTA foi processado

imediatamente para obtencéo do trombograma/Plaquetograma.
4.3.1 TTPA, TP e Fibrinogénio plasmatico

As determinacdes de TTPA, TP e Fibrinogénio, foram conduzidas com o auxilio
de um coaguldometro Quick Timer (Drake — Sao Paulo/Brasil). O modelo determina o
tempo de coagulacdo de uma amostra de plasma sanguineo (150uL) utilizando um
sistema otico que detecta a variacdo brusca da densidade Otica da amostra no instante
da coagulacdo. Para a determinacdo de tais variaveis, foi utilizado o teste TP

Hemostasis Labtest®, TTPA Hemostasis Labtest® e Fibrinogen Hemostasis Labtest®.
4.3.2 Plaquetograma

As contagens globais de plaquetas foram obtidas com o auxilio de um contador
automatico de células (ABC Vet HORIBA ABX — Sdo Paulo/Brasil), que integra o parque
de equipamentos do Laboratério de Patologia Clinica Veterinaria “Prof. Dr. Joaquim
Martins Ferreira Neto” do Hospital Veterinario “GLN” da UNESP, Campus de
Jaboticabal, SP.

4.4 Analise estatistica

Para os dados obtidos foi feito inicialmente uma analise de estatistica descritiva,
eliminando previamente os outlier (valores atipicos) para cada variavel. Os estatisticos
obtidos foram: a média, desvio padrdo e os valores maximos e minimos. Finalmente

foram estimadas as correlacdes de Pearson, entre as variaveis Creatinana e Ureia com
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as variaveis de coagulacao sanguinea (TTPA, TP, Fibrinogénio plasmatico e Paquetas),
em cada um dos estadios da doenca renal cronica. Para determinar a significancia da

correlacgéao foi feito o teste de t com diferentes valores de alfa (0,01=*** 0,05=**, 0,1=%*).
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5 RESULTADOS

5.1 Estatistica Descritiva

La estatistica descritiva para os tempos de tromboplastina parcial ativado (TTPA)
e de protrombina (TP) em segundos, para a concentracdo plasmética de fibrinogénio
(g/L), contagem de plaquetas (10° pL) e sangue oculto fecal, em pacientes da espécie
canina, portadores de doenca renal cronica, em diferentes estadios (segundo a IRIS,
2009), estaddio 2 (DRC2), estddio 3 (DRC3) e estadio 4 (DRC4) encontram-se
apresentados na Tabela 3 e 4.

Tabela 3. Médias e respectivos desvios-padréo, valores minimos e maximos do tempo
de tromboplastina parcial ativado (TTPA) e do tempo de protrombina (TP),
em segundos, bem como da concentracao plasmatica de fibrinogénio (g/L),
em pacientes da espécie canina, sadios (GC) ou portadores de doenca renal

cronica, em diferentes estadiamentos (segundo a IRIS). Jaboticabal, 2011.

GRUPOS TTPA TP Fibrinogénio
(segundos) (segundos) (g/L)

GC 11,510+0,297 ® 6,600+0,129 * 0,280+0,013 ¢
(10,10-13,50) (6,0-7,20) (0,20-0,30)

DRC2 12,833+0,639 % 7,044+0,446° 0,322+0,032 ¢
(10,60-16,70) (6,10-10,30) (0,2040,50)

DRC3 11,296+0,660 6,850+0,266 * 0,310+0,276 *
(8,4-16,10) (6,0-8,70) (0,20-0,50)

DRC4 10,130+1,221° 7,270+0,512 * 0,322+0,022 %
(6,20-20,40) (6,20-11,10) (0,20-0,40)

*Medias seguidas por letras mindsculas iguais, nas colunas, ndo diferem entre si (p>0,05) e estabelecem a

comparacao entre os diferentes grupos avaliados (Teste T).

Os resultados obtidos para contagem global de plaquetas (x10%/L) e a presenca
de sangue oculto fecal para o grupo controle, DRC2, DRC3 e DRC4 acham-se

ilustrados na Tabela 4.
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Tabela 4. Médias e respectivos desvios-padréo, valores minimos e maximos do niumero
de plaquetas (x10%puL) e do sangue oculto fecal em cédes sadios (GC) ou
classificados em diferentes estadios da doenca renal crénica (segundo a
IRIS), estadio 2 (DRC2), estadio 3 (DRC3) e estadio 4 (DRC4). Jaboticabal,

2011.
GRUPOS Plaquetas Sangue Oculto
(10*/uL)
GC 268,5+28,28 " 0°

(161,0-426,0)

DRC?2 426,8+54,36 % 1,66 +0,28"
(200,0-657,0) (0-3)

DRC3 284,8+28,59 " 1,3+0,33"
(171,0-468,0) (0-3)

DRC4 278,6+48,98 " 2,7+0,21°
(112,0-532,0) (0-3)

No DRC2, a média geral obtida para TTPA foi de 12,83 segundos, com um
desvio padrao de 0,63, um valore minimo de10,60 e maximo de 16,70. Para TP, a midia
foi de 7,04 segundos, com um desvio padrao de 0,44, valor minimo de 6,10 e Maximo
de 10,30. No caso do fibrinogénio plasméatico, a média geral foi de 0,32 g/dL, desvio
padrdo de 0,032, valor minimo de 0,20 e Maximo de 0,50. Para as plaquetas a midia foi
de 426,8 (10° /uL), com desvio padrédo de 54,36, valor minimo de 200,0 e Maximo de
657,0. Para o teste de SOF, a média geral foi de 1,66, com desvio padrédo de 0,28, valor

minimo de 0 e Maximo de 3.

Para o DRC3, no caso do TTPA, a média obtida foi de 11,29 segundos, com um
desvio padrao de 0,66, valor minimo de 8,4 e maximo de 16,10. TP mostrou uma média
de 6,85 segundos, um desvio padrdo de 0,26, valores Maximo e minimo de 6,0 e 8,7
respectivamente. No caso do fibrinogénio plasmético a média foi de 0,31 g/dL, com
desvio padrao de 0,27, valor minimo de 0,20 e Maximo de 0,50. Para as plaquetas, a

média foi de 284,8 (10°/ pL), com desvio padréo de 28,59, com valor minimo de 171,0 e
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maximo de 468,0. Para o SOF, a média foi de 1,3, com desvio padrdo de 0,33, valor

minimo de 0 e Maximo de 3.

No caso do DRC4, para o TTPA a média geral foi de 10,13 segundos, com
desvio padréo de 1,22, valor minimo de 6,20 e maximo de 20,40. O TP, com média de
7,27 segundos, um desvio padrédo de 7,27, valor minimo de 6,20 e maximo de 20,40. O
fibrinogénio plasmético com uma midia de 0,32 g/dL, um desvio padrdo de 0,022, valor
minimo de 0,20 e maximo de 0,40. As contagens de plaguetas apresentaram uma
média de 278,6 (10%/uL), com um desvio padrdo de 48,98, valor minimo de 112,0 e
maximo de 532,0. O SOF alcancou uma média de 2,7 e um desvio padréo de 0,21, com

valores minimo e Maximo de 0 e 3 respectivamente

Conforme pode ser observado, o TTPA dos animais do grupo de doentes renais
cronicos, estadiamento 2 (DRC2), apresentou valores estatisticamente diferentes e
maiores do que aqueles do grupo DRC4. Porém nao houve diferencas entre os animais
DRC2 e controle e DRC3, assim como, entre animais DRC4 e controle (GC) e DRC3.

J4, com relacdo ao TP e a concentracdo plasmatica de fibrinogénio, os quatro

grupos em questédo nao apresentaram diferencas significativas.

Com relacdo as plaquetas, os animais do grupo DRC2 evidenciaram maior

namero de plaquetas quando comparados aos animais dos demais grupos.

Por fim, para a variavel sangue oculto fecal, todos os animais doentes renais
cronicos, ou seja, DRC2, DRC3 e DRC4, apresentaram diferengas significativas quando
comparados aos animais controle (GC). Além disso, animais dos grupos DRC2 e DRC3
apresentaram menor escore de sangue oculto fecal quando comparados aqueles do
grupo DRCA4.

A representacdo grafica do teste t de comparacao de medias para as variaveis
nos diferentes estadios da doenca renal cronica segundo a IRIS (2009) séo

apresentadas na Figura 4.



e

Figura 4. Representacao grafica do teste t de comparagdo de medias com um alfa de 5% para as
variaveis nos diferentes estadiamentos da doenca segundo a IRIS (2009). GC (grupos
controle), DRC2 (Doente Renal Crdnico estadiamento 2), DCR3 (Doente Renal Crdnico
estadiamento 3) e DRC4 (Doente Renal Cronico estadiamento 4). a) Tempo de

Tromboplastina Parcial Activada, b) Tempo de Protrombina, c) Fibrinogénio e d)
Plaquetas.
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Os valores das correlagcdes de Pearson junto com o teste de t sdo apresentados na

tabela 6.

Tabela 5. Correlacdes de Pearson para as variaveis creatinina e ureia vs as diferentes

variaveis avaliadas TTPA (Tempo de tromboplastina parcial ativada), TP

(Tempo de protrombina), fibrinogénio plasmatico e plaquetas nos grupos

DRC2, DRC3 e DRCA4.

DRC?2
TTPA TP FIB. PLAQ.
CREATININA -0,046 -0,168 -0,45 -0,085
ns ns ns Ns
UREIA -0,586 0,076 -0,102 0,487
* ns ns Ns
DRC3
CREATININA -0,146 -0,457 0,141 -0,013
ns ns ns Ns
UREIA -0,328 -0,116 0,217 -0,198
ns ns ns Ns
DRC4
CREATININA 0,321 0,522 -0,222 -0,31
ns ns ns Ns
UREIA 0,566 0,497 -0,423 -0,649

*

ns

ns

*%

Teste de t. ns (ndo significativo) = p > 0.1; * = p<0.1; **= p< 0.05; **=p < 0.01

Nas figuras 4 e 5 representam-se graficamente as correlagdes da tabela 6 para o

grupo DRC2. Na qual

a creatinina ndo apresento correlacdo estatisticamente

significativa com as variaveis avaliadas TTPA, TP, Fibrinogénio plasmatico e plaquetas.

No caso da ureia somente apresentou uma correlagdo positiva com o TTPA ( p>0,1).
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Figura 5. Representacdo gréfica das correlagbes da creatinina sérica dos animais do grupo DRC2 com

TTPA, TP, fibrinogénio plasmatico e plaquetas.
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Figura 6. Representacéo grafica das correlagBes da uréia sérica dos animais do grupo DRC2 com TTPA,

TP, fibrinogénio plasmatico e plaquetas.

Nas figuras 6 e 7 representam-se graficamente as correlagdes da tabela 6 para o
grupo DRC3. Na qual nem a creatinina nem a ureia apresentaram correlacao

estatisticamente significativa com as varidveis avaliadas TTPA, TP, Fibrinogénio

plasmético e plaquetas.
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Figura 7. Representacéo gréfica das correlagdes da creatinina sérica dos animais do grupo DRC3 com

TTPA, TP, fibrinogénio plasmético e plaquetas.
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Figura 8. Representagéo gréfica das correlagdes da Uréia sérica dos animais do grupo DRC3 com TTPA,

TP, fibrinogénio plasmatico e plaquetas

Como descrito, os animais do grupo DRC3 nao evidenciaram correlacdo

significativa entre as variaveis estudadas.

Nas figuras 8 e 9 representam-se graficamente as correlacdes da tabela 6 para o
grupo DRC4. Na qual a creatinina ndo apresento correlagdo estatisticamente
significativa com as variaveis avaliadas TTPA, TP, Fibrinogénio plasmatico e plaquetas.
No caso da ureia apresentou uma correlacao positiva com o TTPA ( p>0,1) e com as

plaquetas (p< 0.05).
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6 DISCUSSAO

Os sinais clinicos secundarios a alteracdo dos rins incluem manifestacdes extra-
renais variaveis (Di BARTOLA, 2004), dentre elas as diateses hemorragicas, tais como
equimoses, epistaxe, sangramento por mucosas, especialmente de trato gastrintestinal
(TGI) entre outros, que caracterizam a uremia (VAISBICH et. al., 1995; POLZIN et al.,
2004). Estas complicacdes parecem ser devidas a mdultiplos fatores como:
anormalidades na agregacédo, adesividade e liberacdo de plaquetas, consumo anormal
de protrombina e geragdo anormal de tromboplastina (WILLOUGHBY & CROUCH,
1961).

Até o presente momento, o impacto da severidade da DRC nas caracteristicas
do sangue oculto fecal (SOF) é desconhecido. Devido a DRC poder estar associada ao
sangramento gastrointestinal de lesdes comuns da mucosa, pode ser sugerido que a
avaliagdo do SOF seja um dado importante na determinacdo do progndstico e até
gradacdo desses pacientes. BINI et al. (2006), asseveraram que a presenca de SOF
aumenta conforme a gravidade da DRC, o que pode ser observado neste estudo, onde
0s animais do grupo DRC4 apresentaram rea¢do mais forte para SOF. Esses achados
suportam a indicacdo da determinacdo do SOF como teste de triagem em pacientes
com DRC. Resultados assim sdo de grande importancia clinica ja que a incidéncia e
prevaléncia da DRC em cées, bem com a progressdo dos estagios mais avancados

estdo aumentando.

Como o teste de SOF possui algumas limitacdes, elas devem ser consideradas
no momento da interpretacdo de seus achados, por exemplo, 0 sangramento
gastrointestinal pode estar relacionado a alteracGes paralelas a DRC como a presenca
de parasitas intestinais, de neoplasias gastrointestinais e da dieta do paciente, entre
outras. Tem sido postulado que o aumento da incidéncia de hemorragia gastrointestinal
é um reflexo da hemostasia insuficiente no cenario de anormalidades da mucosa do

trato gastrointestinal e da hipergastrinemia (AVTAR et al., 2006). Como referido,
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pacientes com DRC podem apresentar diminuigdo da funcdo das plaquetas, apesar de
numericamente normais, que pode estar correlacionada a presenca de quantidades

insuficientes do complexo fator VIII-FVW na circulacao.

Para a classificacdo das parcelas experimentais foi feita uma avaliacdo da
presenca de sangue oculto fecal, o qual foi o principal sintoma indicativo do
comprometimento da hemostasia e que foi evidenciado em todos os grupos de doentes
renais DRC2, DRC3 e DRC4, revelando, de tal forma, um quadro de hemorragia
conhecida como gastropatia urémica no qual estdo presentes os disturbios de
coagulacéo.

A etiologia da alteracdo hemostéatica é complexa, e diferentes mecanismos tém
sido propostos como causa do sangramento urémico (JURK & KEHREL, 2007; SHEN &
FRENKEL, 2007; GALBUSERA et al., 2009). Neste senso, a uremia € reconhecida
como uma causa de disfuncdo plaguetaria em animais e seres humanos. Varias
moléculas, em diferentes vias estdo envolvidas nos defeitos de adesdo, agregacgéo e
secrecao plaquetaria (FRY, 2010).

Neste trabalho alem da avaliacdo da integridade dos fatores de coagulacdo
mediante os testes de Fibrinogénio plasmatico, TTPA e TP, também foi realizada a
plaguetometria. O TTPA dos animais do grupo de doentes renais cronicos,
estadiamento 2 (DRC2), apresentou valores estatisticamente diferentes do que aqueles
do grupo DRC4, podendo estar relacionado com o comec¢o da doeng¢a no estadio DRC2
0 qual apresento valores mais altos e, possivelmente, um estado menos comprometido
do paciente, com uma resposta mais forte; muito pelo contrario no grupo DRC4 no qual
existe maior comprometimento do estado do paciente com outras alteracfes alem da
doenca renal tais como hipertensdo, as quais aumentam o risco de hemorragia. Mesmo
0 paciente apresente um numero de plaquetas normal, como foi visto neste trabalho, no
caso do estadio 4, a via intrinseca da coagulacdo e a interagdo com a parede do vaso
se encontram mais prejudicadas no caso desses pacientes, em grande parte devido ao
aumento de substancias como a ureia, retencdo de solutos como creatinina, acidos

fendlicos e metilguanidina._Apresentacdo de defeitos em todas as fases da funcao
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plaguetaria tem sido descritos (SUE & BETHAM, 2011). VOLL (2011), constataram que
em 40 cdes com DRC, os resultados de TTPa acima dos valores de referéncia foram
observados em 15% (6/40) dos animais azotémicos nao classificados. BRASSARD et
al. (1994) relatam que o prolongamento no tempo de sangramento observado em caes
azotémicos com contagem de plaquetas e testes de agregacdo normais sustenta a
presenca de uma disfuncdo plaquetéria adquirida associada a interferéncias sobre a
excrecdo renal mais, ndo foram feitos teste de avaliacdo de hemostasia secundaria
para descartar a presenca duma deficiéncia nos fatores de coagulagéo.

Os resultados obtidos neste ensaio ndo revelaram diferengas significativas entre
o0 grupo de animais doentes e o grupo controle no teste de TTPA, indicando que a
hemorragia presente (verificada pelo teste de sangue oculto nas fezes), ndo era devido
a disturbios na hemostasia secundaria e inerentes as vias intrinseca e comum as quais
sao avaliadas pelo referido teste. Desta mesma forma, na avaliacdo do TP, os animais
do grupo controle, DRC2, DRC3 e DRC4, ndo apresentaram valores estatisticamente
diferentes, mostrando que a presenca da hemorragia evidenciada no teste de SOF,
também ndo era devida a distarbios nas vias extrinseca e comum da hemostasia

secundaria, comunmente aferidas pelo TP.

Os testes laboratoriais para avaliar os fatores plasméaticos da coagulagdo séo
considerados apropriados para predizer o sangramento clinico em pacientes com
distarbios coagulativos (STEINER et al. 1979). BRASSARD et al. (1994) induziram
insuficiéncia renal em cées e verificaram a ocorréncia de resultados normais nos testes
de coagulacdo (TP e TTPA), semelhantemente aos achados deste ensaio, além de
provas de agregacdo e contagem plaquetaria também dentro da normalidade,
similarmente ao que tem sido visto em pacientes humanos urémicos e compativel com
a presenca de uma disfungcédo plaquetaria adquirida associada a interferéncias sobre
excrecao renal. O prolongamento do tempo de protrombina, asseverado por outros
autores (LEWIS 1956; RATH et. al., 1957), tem se revelado inconsistente.

Em nenhum dos grupos encontrou-se valores de plaquetas diminuidos, muito

pelo contrario, foram observados valores aumentados de plaguetas.Os achados deste
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ensaio discordam dos de NICODEMO et al. (1990) que descreveram a presenca de
trombocitopenia leve na uremia. Segundo PACE (2010) habitualmente a contagem
global de plaquetas, avaliacdo dos tempos de protrombina e da tromboplastina parcial
ativada se encontram dentro dos valores normais nos pacientes com DRC e as diateses
hemorragicas sao decorrentes de disfuncdo plaquetaria, com diminuicdo na producdo
do fator 3 de adesividade plaguetaria e uma alteracdo na interagdo das plaquetas com
o endotélio dos vasos, concordando com FRY (2010), que descreve que a uremia €

reconhecida como uma causa de disfungéo plaquetaria em animais e humanos.

Quanto ao fibrinogénio plasmatico, estudos precedentes tem revelado que a
hiperfibrinogenemia é frequentemente observada em pacientes com doenca renal
cronica, associada com enfermidade cardiovascular, cujo mecanismo ainda é
desconhecido (BERTHIL et al., 2003). Neste trabalho nao foram verificadas diferencas
estatisticamente significativas de valores de fibrinogénio plasmético, entre os animais
de diferentes grupos experimentais. Contrariamente, segundo HONG (1993) a taxa de
fibrinogénio ndo somente ndo esta aumentada, mas frequentemente diminuida na

uremia .

Nos pacientes com doenca renal crbnica, a correlagdo dos achados laboratoriais
€ muito importante no momento do diagnostico e prognostico da DRC, ja que os
resultados podem indicar qual € o melhor tratamento ou procedimento em cada caso. A
andlise de correlacdo € um indicador que atende a necessidade de se estabelecer a
existéncia ou ndo de uma relacdo entre variaveis. Para a analise de correlacdo foram
utilizadas a creatinina e a ureia séricas para a comparacdo com as demais variaveis.
Nessa analise nenhum dos grupos apresentou correlagdo entre a creatinina e nimero
de plaquetas, concentracdo de fibrinogénio, tempos de protrombina e tromboplastina

parcial ativada.

No caso da ureia, o estudo de correlagéo evidenciou que no grupo DRC 2 existe

correlagdo negativa entre ureia e TTPA; ndo existindo uma correlacdo para as demais
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variaveis em questdo. Para o grupo DRC 3, ndo ficou evidenciada correlagéo entre a
ureia e as diferentes variaveis e, para o grupo DRC 4, evidenciou-se uma correlacao
positiva entre a ureia e as plaguetas; ou seja que as variaveis crescem no mesmo
sentido. Em um estudo envolvendo oito caes com leséo renal induzida, BRASSARD et
al. (1994) encontraram uma correlagdo positiva entre o tempo de sangramento e taxa
de ureia sanguinea e afirmaram que a tendéncia ao sangramento associada a uremia
ndo pode ser atribuida a deficiéncias no FvW, visto que niveis sanguineos elevados
deste fator tem sido observados em pacientes humanos com doenga renal
(ZWAGINGA et al. 1990). A adeséo ineficaz ao subendotelio decorre da expresséo
reduzida de receptores Gplb e de uma afinidade reduzida para o fator de Von
Willebrand (VWHT).

A etiologia multifatorial do sangramento urémico e as possiveis associacdes para
o diagndstico e o prognostico, entre 0 sangramento, exames de facil acesso como o
hemograma , andlises quantitativas séricas de creatinina e ureia, relacdes entre
indicadores laboratoriais associados a azotemia e a presenca de alteracbes
hemostaticas em cades naturalmente afetados (VOLL, 2011), incentivaram a
necessidade de confirmar ou excluir uma didtese hemorrégica causada pela DRC em
cédes, a qual representa uma situacdo pouco comum na pratica clinica veterinéria, mas,
pelo fato de se dificultar o diagnostico e das complicacdes que implica a perda de
sangue € preciso a otimizacdo da avaliacdo clinico laboratorial que dependera,
fundamentalmente, de uma histéria clinica bem conduzida, do exame fisico dirigido
para a procura de sinais indicativos de disturbios da hemostasia, e da solicitacdo e
interpretacdo corretas dos exames utilizados na avaliacdo laboratorial do sistema

hemostéatico.

Neste trabalho, foi evidenciada a presenca unicamente de SOF e, embora néo
tenham sido observadas outras alteracdes hemostéticas, cabe ressaltar que nem
sempre o encontro de SOF num paciente com doenca renal cronica, significa que a
doenca renal seja responséavel pelo referido comprometimento da hemostasia . Mesmo

ndo sendo um teste de rotina na pratica veterinaria, a mensuragéo da antitrombina Il no
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plasma de pacientes com DRC pode ser importante para a determina¢do de estados de
hipercoagulabilidade em tais pacientes, ja que se trata de uma proteina de baixo peso
molecular e que a perda urinaria pode acontecer facilmente. Alias, até o presente
momento o impacto da positividade de sangue oculto nas fezes com relacdo a
gravidade da DRC é ainda desconhecido, devido a que pode estar associado ao
sangramento gastrointestinal com lesfes clinicamente importantes de colon, e sem
relacdo direta com estagios mais graves da doenca renal. Consequentemente, mesmo
gue o sangramento gastrointestinal superior seja uma das consequéncias da doenca
renal cronica, como tem sido descrito, ha possibilidades outras do sangramento ser o

resultado de doencas independentes.

Enfim, as alteragcbes no TTPA, TP e fibrinogénio plasmatico, ndo foram
significativas, semelhante ao observado nos resultados de FRY 2010 e VOLL 2011, que
descreveram animais com didtese hemorragica sem alteragfes significativas nesses

tempos.
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7. CONCLUSOES

Tendo em conta os resultados obtidos neste estudo podemos concluir que os
valores de TTPa, TP, fibrinogénio plasmatico e numero de plaguetas em pacientes com
doenca renal cronica segundo a IRIS (2009), DRC2, DRC3 e DRC4 encontram-se

dentro dos valores normais.

Se conclui que nédo existe correlagao significativa entre a creatinina serica e 0s
tempos de tomboplastina parcial ativada e de protrombina, concentracéo de fibrinogénio
nem com a contagem global de plaguetas. Os supracitados testes ndo poderam ser
utilizados como predictivos de sangramento em cées azotemicos. Mesmo tenham se
apresentado correlagbes estatisticamente significativas entre a ureia e o TTPA do
DRC2 e do DRC4, ndo foram o suficientemente fortes para concluir que realmente

esteja influenciada uma variavel com a outra.

N&o existiu correlagéo significativa entre a ureia e os tempos de tromboplastina
parcial ativada e de protrombina e concentragdo de fibrinigénio. Encontrou-se uma
correlacdo estatisticamente significativa, com um valor maior, expressando uma
correlacdo mais forte, embora ndo tenham sido feitos testes do tempo de sangramento,
sugeri-se nos proximos estudos, a avaliacdo laboratorial da hemostasia primaria

completa, junto com um estudo morfofuncional e de agregacao plaquetaria.

Por meio deste estudo experimental, conclui-se que a diatese hemorragica que
se apresenta em pacientes caninos com doencga renal crbnica, ndo se encontra
relacionada com alteragGes na hemostasia secundaria avaliada com os testes de TTPA,

TP e fibrinogénio plasmético nem com alteracfes na contagem global de plaquetas.
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