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THOMAZINI, C.M.; “Aplicagao da tromboelastometria na avaliagdo hemostatica
em frangos de corte” - Botucatu/SP (2012), Mestrado - Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia

RESUMO

A hemostasia € um mecanismo de equilibrio delicado que depende de
diversas interagcdes de componentes interdependentes. A medicina de aves e o
interesse nos estudos fisiopatoldgicos desses animais vem aumentando nos
ultimos anos, porém de forma lenta. A rotina laboratorial ainda é uma
dificuldade para o avango do conhecimento e do diagndstico de doengas nas
aves, em especial na analise da hemostasia, uma vez que testes de
coagulagao utilizados para mamiferos, nem sempre podem ser usados nesses
animais. Este presente estudo utilizou a tromboelastometria para avaliar as
caracteristicas viscoelasticas do sangue de frangos de corte, ativado por
diferentes agonistas como as tromboplastinas homéloga e heteréloga para a
via extrinseca, que também foram comparadas em diferentes temperaturas (37
e a 40°C). A tromboelastometria demonstrou ser uma metodologia eficiente em
detectar as alteragbes viscoelasticas do sangue que sofreu a influéncia de
temperaturas e de especificidade de agonistas. Avangos na utilizacdo de
métodos laboratoriais devem ser incentivados na rotina da patologia clinica
veterinaria, porque dessa forma poderemos melhor compreender os
mecanismos do equilibrio e desequilibrio da coagulagdo e assim progredir no
diagnostico de disturbios que acometem as aves.
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ABSTRACT

Hemostasis depends on a delicate balanced mechanism of several
interactions between components of blood that are interdependent. The avian
medicine and the interest in pathophysiological studies of these animals have
increased, but slowly. Routine laboratory is still a difficulty in advancing
diagnosis of diseases in birds. Tests for coagulation analysis used in mammals,
can’t always be used in these patients. This study used thromboelastometry to
evaluate viscoelastic properties of poultry blood, that was activated with
different agonists to extrinsic pathway activator, as homologous and
heterologous thromboplastins, and also different temperatures were compared
(37 and 40°C). The thromboelastometry is an efficient method to detect
changes in blood viscoelasticity that was influenced by temperature and
specificity of agonists. Advances in the use of laboratory methods should be
encouraged in the routine of veterinary clinical pathology, because in that way,
we better understand the mechanisms of balance and imbalance of coagulation

and thus progress in diagnosis of diseases that affect these animals.



1. INTRODUCAO

A hemostasia € um mecanismo fundamental para manter o fluxo
sanguineo em equilibrio fisiolégico em todos os vertebrados, controlando a
fluidez do sangue e o reparo tecidual localizado ao microambiente da lesdo
vascular. Este mecanismo envolve complexas interacbes entre os
componentes do sangue como o endotélio vascular, os trombdcitos, as células
brancas como os mondcitos predominantemente, e as proteinas plasmaticas
como os fatores de coagulagao, inibidores e substancias fibrinoliticas (Harr,
2010; Oldenburg et al., 2008; Powers, 2000). Alteragdes que ocorram nesse
equilibrio fisiolégico vascular podem causar disfungbes que levam a quadros
hemorragicos e/ou trombaticos (Gentry, 2004; Stockham e Scott, 2008).

No entanto, a medicina aviaria cresce com o interesse nas aves como
animais de estimagao, além de a avicultura ser uma das maiores industrias de
producao de carne do mundo. E somado a esses fatores, os disturbios na
coagulacdo sanguinea das aves sao de grande importancia e cada vez mais
sao evidenciados na clinica. Na industria de producédo de carne de aves, 0s
disturbios hemorragicos também apresentam relevancia econdmica, pois além
de causar aumento na condenagdo de carcaga, provocam aumento da
mortalidade na granja (Thomson et al., 2002).

O processo fisiologico da coagulagdo nas aves assemelha-se ao que
ocorre nos mamiferos, no entanto, todas essas interacbes decorrem da
propagacao de complexos mecanismos que sao interdependentes, o que vem
levando a discussdes sobre as verdadeiras similaridades entre a hemostasia
de aves e de mamiferos. Por mais que a maior parte dos fatores de coagulacao
ndo apresente especificidade entre espécies (Harr, 2010; Lumeij, 2008), é
sabido, como sugeriu Sturrie (1967), que ha diferengas entre as classes.

A avaliagao diagndstica dos disturbios da coagulacido em aves ainda é
um desafio na patologia clinica veterinaria. Métodos laboratoriais de rotina
utilizados para mamiferos nem sempre podem ser aplicados nas aves, e
poucos sao os testes também validados para aplicagao diagndstica nesses
animais. Diferencas no processo de coagulagdo entre aves e mamiferos,
principalmente nas fungdes e estruturas das proteinas envolvidas, provocam

divergéncias nas analises laboratoriais de aves. Diversas metodologias de



analises como a técnica manual ou automatizada por meio de equipamentos,
diferentes reagentes e disponibilidade no mercado contribuem para a
variabilidade de resultados obtidos para esses animais. As discrepancias de
resultados encontradas na literatura sugerem que sao necessarias
metodologias especificas de avaliacdo laboratorial, além de maiores
esclarecimentos sobre a fisiologia da coagulagao para uma abordagem clinica
adequada para com esses pacientes (Harr, 2010; Oldenburg et al., 2008;
Powers, 2000).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hemostasia

O estudo da hemostasia de aves teve inicio em meados dos anos 30,
em um experimento conduzido por Dam (1935), que avaliou o papel das
vitaminas na dieta de frangos. Foram observadas hemorragias em animais que
apresentaram deficiéncia em vitamina K na dieta. Desde entdo, a pesquisa em
hemostasia de aves apresenta um avanco lento quando comparada a
hemostasia dos animais mamiferos (Harr, 2010; Oldenburg et al., 2008;
Powers, 2000).

O processo fisiolégico da coagulacdo nas aves assemelha-se ao que
ocorre nos mamiferos - com agregacdo dos trombdcitos e a formagédo do
coagulo, ativacdo e desencadeamento da cascata da coagulacéo, resultando
no tampao hemostatico no local da injuria vascular e por fim a dissolugcédo do
coagulo com o reparo do tecido vascular. Todo este processo € decorrente da
propagacao de complexos mecanismos que sao interdependentes, o que leva
a discussoes sobre as verdadeiras similaridades entre a hemostasia de aves e
de mamiferos (Harr, 2010; Lumeij, 2008).

Assim como as plaquetas, os trombdcitos das aves s&o as principais
células atuantes no processo de coagulagdo. Eles s&o originados de
precursores presentes na medula 6ssea, localizados supostamente nos
sinusoides medulares. Porém, este precursor € originario de uma linhagem
mononuclear e é conhecido como tromboblasto, que segue na maturagao

celular pelo estagio de trombdcito imaturo até chegar a sua forma madura por



meio de divisbes celulares sem endomitose. Os tromboblastos sé&o células
semelhantes ao eritroblasto, e quando comparados aos trombadcitos maduros,
apresentam maior tamanho celular e nuclear, além de um citoplasma mais
basofilico (Campbell et. al., 2010).

O conhecimento cientifico sobre a origem da produgdo celular, a
hematopoiese, em vertebrados teve seu inicio em estudos experimentais
primeiramente realizados em embrides de aves. E, a partir desse ponto de
partida, expandiu-se para os animais vertebrados em geral. Com isso,
verificou-se que a hematopoiese primitiva no embrido de frango é localizada no
saco vitelinico e tem inicio a partir do segundo dia de incubagao, constituido
apenas da producao de células vermelhas e de trombdcitos. A produgdo de
células sanguineas ocorre no saco Vvitelinico por quase todo o estagio
embrionario, até o estabelecimento da hematopoiese pela medula d6ssea. A
hematopoiese definitiva passa a ocorrer a partir do quinto dia de incubacéo na
area do mesénquima dorsal (fossa adrtica e para-aodrtica), e dura até o oitavo
dia de incubacgdo. Do dia 9 ao 18, as células hematopoiéticas migram e
colonizam o bacgo, e somente no dia 12 de incubagao é que a medula éssea
passa a apresentar atividade hematopoiética, seguindo até a vida adulta das
aves. Diferentemente dos mamiferos, o figado ndo é o principal 6rgao
hematopoiético durante a fase fetal (Claver e Quaglia, 2009).

Morfologicamente, os trombdcitos maduros tém formato ovdide a
discoide, e tamanho menor que os eritrécitos. Seu nucleo apresenta uma
cromatina bastante condensada que € de aparéncia mais picnética do que as
outras células sanguineas, e também acompanha o formato celular que varia
de redondo a oval. Os trombdcitos possuem uma moderada quantidade de
citoplasma podendo apresentar granulos e/ou vacuolizagdes (Powers, 2000), e
quando ativados, os trombdcitos formam proje¢des citoplasmaticas conhecidas
como pseudépodes (Du Plessis e Van Wilpe, 2009). Analises em microscopia
eletrdbnica demonstraram que os trombdcitos possuem, além do nudcleo, um
desenvolvido complexo de Golgi, mitocbndrias, escasso reticulo
endoplasmatico, granulos, lisossomos e um sistema de vesiculas que se ligam
a membrana celular (Claver, 2005). Os componentes dos granulos dos
trombdcitos, tais como proteinas basicas, acidos graxos insaturados, agucares

ligados a proteinas ou lipideos, e a fosfatase acida estdo relacionados a



atividade fagocitaria. A presenga de atividades de peroxidase e catalase
também foram observadas em trombdcitos de frango (Meseguer et al., 2002).

Os trombdcitos das aves apresentam fungao analoga a das plaquetas
dos mamiferos, porém morfologicamente, os trombdcitos apresentam pequena
semelhanga quando comparados (Claver, 2005; Powers, 2000). As plaquetas
sdo células derivadas de prolongamentos do citoplasma de seus precursores
polipldides, os megacariocitos, que localizam-se principalmente na medula
O0ssea, mas também sao encontrados em outros 6rgaos como bago, figado e
pulmdo, podendo produzir plaquetas em casos de necessidade. O
megacariodcito, durante sua maturagado, sofre um processo de endomitose ao
qual gera uma poliploidia nuclear que esta diretamente relacionada a
quantidade de plaquetas a serem produzidas por este precursor. As plaquetas
sdo entdo produzidas a partir da derivagdo de projegdes citoplasmaticas do
megacariécito e langcadas diretamente para a circulagdo sanguinea pelos
capilares sinusoides da medula éssea (Boudreaux, 2010).

A fagocitose atribuida aos trombdcitos € bastante discutida entre os
especialistas da area e também foi encontrada em crustaceos, anfibios e
répteis. Entretanto, esta capacidade é limitada nos trombdcitos em aves, como
demonstrado em microscopia eletrbnica por DaMatta et al. (1998), os
trombdcitos apresentaram pequena capacidade em fagocitar bactérias, somada
a auséncia de fagocitose de protozoarios como Trypanossoma cruzi e
Toxoplasma gondii; uma maior capacidade fagocitica foi observada nos
mondocitos. Relatos da importancia dos trombdcitos em participar da depuragao
de substancias indesejaveis do sangue foram observados em experimentos in
vivo e in vitro, e sugerem que os trombdcitos sdo a primeira célula de
fagocitose. Awadhiya et al. (1980) encontraram maior quantidade de
trombdcitos com material fagocitado apds a administragdo de carbono coloidal
em poedeiras, e a partir de duas horas houve uma inversao de atividade com
0S monocitos.

Os trombdcitos também sdo capazes de migrar através dos capilares
(Claver, 2005), e esta habilidade migratéria excede a dos linfécitos timicos. A
regulacdo desse mecanismo € realizada pelo inibidor de migracdo dos
trombdcitos (ThrlF) que é sintetizado por ambos os linfécitos, B e T (Stinson et

al., 1979). Aléem da atividade fagocitaria e da reatividade a estimulos externos



outras fungdes também sdo investigadas nos trombadcitos, como a possibilidade
dos trombdcitos serem capazes de substituir as células vermelhas em casos de
anemias severas (Lane, 19917).

Na hemostasia, os trombdcitos sdo as células que apresentam fungao
fundamental, suportando a fase inicial da coagulagdo para a formagéo do
coagulo. Este mecanismo decorre da ativagdo dos trombdcitos, os quais irdo
aderir na parede vascular lesionada e consequentemente provocar a
agregacao dos trombdcitos presentes na regido afetada. A adesdo dos
trombdcitos no local da lesdo ocorre em resposta a pequenas injurias
vasculares, desencadeando o mecanismo de agregacédo dos trombdocitos com
consequente formagao do tamp&o hemostatico localizado (Harr, 2010; Lumeij,
2008). Injurias vasculares maiores também geram uma vasoconstricdo reflexa
com a finalidade de auxiliar no processo de agregac¢ao dos trombdcitos.

O processo de agregagao € mediado pela ligacdo do fibrinogénio em
receptores especificos nos trombdcitos. Estes receptores sado glicoproteinas
GPllb-llla expressas na membrana citoplasmatica, assim como nas plaquetas
dos mamiferos. A agregacdo € provocada pela atuagdo de diferentes
substancias ativadoras como a trombina, a serotonina e o colageno. E
desencadeia uma reacao de liberacdo dessas substancias para o plasma
sanguineo. Diferentemente ao que ocorre com as plaquetas dos mamiferos,
nao ha agregacao dos trombadcitos em resposta ao ADP ou ATP (Claver, 2005).

Apods a formagédo do tampao hemostatico, € necessario a estabilizagcédo
do mesmo que € decorrente do desencadeamento de um mecanismo em
cascata que envolve a ativagcido de diversas proteinas e que resulta na
formacgao da fibrina. Esse processo da coagulagao pode ser iniciado por duas
vias distintas - pelo fator tecidual e pela via de contato, ou extrinseca e
intrinseca respectivamente. No entanto, as proteases envolvidas circulam em
suas formas inativadas (ou zimogénios) no sangue de animais saudaveis, e
necessitam ser ativadas para assim promover o processo de coagulagao
(Gentry, 2004).

Nas aves a via da coagulagao mais rapida e eficiente € a via extrinseca,
assim como na maioria dos vertebrados. Esta via € iniciada a partir da reacao
com o fator tecidual e atua como via primaria para a geragao de trombina,

sendo necessaria apenas uma pequena quantidade de fator VIl para iniciar a



formacgao do coagulo (Thomson et al., 2002). O fator tecidual ou tromboplastina
tecidual (fator Ill) € uma glicoproteina transmembrana lipideo dependente
presente em células endoteliais e mondcitos, e também livre no plasma.
Quando ocorre um trauma no tecido vascular ou um estimulo inflamatdrio, o
fator tecidual € exposto na membrana plasmatica dessas células e reage com o
fator VIl ou fator VIl ativado, que irdo transformar o fator X em sua forma
ativada — Xa (Gentry, 2004). A via do fator tecidual € a de maior relevancia
fisiolégica nos vertebrados, uma vez que deficiéncias nesta via estédo
associadas a severos quadros hemorragicos. As deficiéncias na via de contato
(calicreina — fator XIl) ndo apresentam a mesma associagcdo com hemorragias
ou tromboses em humanos (Foley et al., 2012).

A via de contato é relatada como ausente nas aves, tendo elas perdido
os genes para os fatores Xll e XI durante o processo evolutivo (Doolittle, 2010).
A calicreina e pré-calicreina foram encontradas em avestruzes em baixas
concentragbes (Frost et al., 1999). Porém, as evidéncias de atividade dos
fatores VIl e IX em frangos sustentam a sugestao de atividades analogas aos
fatores humanos no sistema intrinseco (Doerr e Hamilton, 1981). Hipoteses
sugerem, inclusive, que aves podem possuir uma forte via alternativa suprindo
a deficiéncia de fatores (Powers, 2000).

A trombina é a enzima de maior importancia, sendo gerada em demanda
as duas vias de ativagdo da coagulagdo. Ela representa o grau de
complexidade dos componentes da coagulacdo, com fungdes distintas e
opostas. Uma delas é a fungao pro-coagulante que envolve a transformacao do
fibrinogénio em fibrina insoluvel, a agregacado dos trombdcitos, a estabilizacdo
do coagulo com a ativagao do fator Xlll, e o feedback de sua prépria geragao a
partir da ativacdo da protrombina pelos fatores V e VI, e também do Xl, no
caso dos mamiferos. A outra fungéo exercida pela trombina é a anticoagulante
por meio da conversao da proteina C em uma forma ativa, que juntamente com
a proteina S ira clivar e inativar o fator Va. A trombina apresenta meia-vida
curta na circulagao, sendo depurada pela antitrombina (Di Cera et al., 1997).

Ao contrario dos mamiferos, poucas proteinas foram isoladas em aves.
A protrombina é uma das proteinas mais estudadas, sendo reconhecida como
substrato das proteinas dependentes de vitamina K (Frost et al., 2000).

Segundo Banfield e MacGillivray (1992), o cDNA da protrombina de frangos €&



homologa a dos mamiferos em apenas 72%. A antitrombina e a trombina
isoladas de avestruz também sao bastante similares em propriedades cinéticas
e fisico-quimicas com outras espécies (Frost et al., 2002). Todas as proteases
(fatores 1l, VII, IX e X) e os co-fatores (V e VIII) de mamiferos foram
encontrados em aves e apresentam a mesma origem genética (Harr, 2010),
incluindo a proteina C (Davidson et. al., 2003).

Fatores como a protrombina (fator Il), o VII, IX (fator Christmas) e X
(fator Stuart), além da proteinas C e S sdo dependentes da vitamina K para sua
ativacao (Harr, 2010; Lumeij, 2008; Oldenburg et al., 2008). A vitamina K esta
envolvida no processo de coagulagdo, além do metabolismo 6sseo (por meio
do calcio) e outros processos. Sua forma hidroquinona participa da
carboxilagao que ativa os fatores de coagulagao, e funciona como doadora de
elétrons para a enzima gama — glutamil carboxilase que modifica os fatores
dependentes da vitamina K (Oldenburg et al., 2008).

Dentre as proteinas que participam da coagulagcdo sanguinea, o
fibrinogénio é a proteina que apresenta maior informacao disponivel sobre seus
aspectos bioquimicos e fisiolégicos. E uma molécula que consiste de 3 cadeias
polipeptidicas nao-idénticas chamadas a, B e y ligadas por pontes de
dissulfeto. A sintese de cada cadeia é controlada por diferentes genes do
organismo, e que apesar disso, parece que apenas a cadeia a apresenta
variagao estrutural nesta proteina entre as diferentes espécies de vertebrados.
O fibrinogénio é uma proteina de fase aguda positiva e que também esta
associada a condi¢des inflamatérias nao-infecciosas e algumas doencgas
metabdlicas nas aves, proporcionando uma resposta por hiperfibrinogenemia
sanguinea. O aumento da producéao de fibrinogénio decorrente de um estimulo
inflamatério pode contribuir para 0 aumento da migracéo e proliferagédo de
fibroblastos, além de facilitar a adesao entre leucocitos e células endoteliais e a
transmigragcédo aos sitios inflamatérios. Desse modo, esta proteina deve ser
rotineiramente avaliada nos exames hematolégicos, assim como ocorre com 0s
mamiferos domésticos, para a avaliagdo da hiperfibrinogenemia devido a
relevancia na clinica de aves (Gentry, 2004, Hawkey e Hart, 1988).

O mecanismo que completa o ciclo da manutengdo da hemostasia é o
processo de fibrindlise que promove a degradagao da fibrina. Este mecanismo

ainda é pouco estudado nas aves, porém foram identificadas algumas serina
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proteases nessa classe, como € o exemplo da uroquinase, do ativador do
plasminogénio tecidual e o plasminogénio (Harr, 2010). A az-antiplasmina e
também o dimero-D foram encontrados em avestruzes em niveis semelhantes
aos humanos, indicando que o sistema fibrinolitico pode ser assim comparavel
(Frost et al., 1999).

2.2 Testes Diagnosticos

A avaliagdo dos trombdcitos deve ser realizada de rotina, e sua
contagem é geralmente realizada por estimativa em esfregago sanguineo.
Porém, ha na literatura a descricdo da diluigdo manual com contagem em
camara de Neubauer, seguindo o método de Natt e Herrick. O valor de
referéncia utilizado em aves é de 20.000 a 30.000/uL (Campbell e Ellis, 2007).

A avaliagdo do perfil de coagulagdo das aves ainda apresenta
dificuldades na rotina laboratorial e tem como principal desafio a aplicagéo
direta de métodos diagnosticos e reagentes disponiveis no mercado para a
descoberta de coagulopatias das aves (Harr, 2010). Estudos pioneiros
comparando a hemostasia dos animais vertebrados documentaram que tanto o
tempo de sangramento in vivo como o tempo de coagulagdo in vitro com
sangue total eram semelhantes entre aves, peixes e carnivoros. No entanto, as
observacbes realizadas atualmente diferem desses resultados especialmente
quando comparam-se exames in vitro das vias extrinsica e intrinsica para a
geracao de trombina (Gentry, 2004).

O tempo de protrombina (TP) é um teste bastante utilizado na
hemostasia de aves e serve para avaliar as vias extrinsica e comum da cascata
de coagulacdo. O exame consiste da adicdo de uma mistura de fator tecidual —
calcio — fosfolipideo ou tromboplastina ao plasma do animal para desencadear
a reacdo e gerar o tempo de coagulacdo do sangue. E sabido que a
tromboplastina tecidual apresenta especificidade por espécie, com isso, a
utilizacdo de preparagdes homologas apresenta resultados melhores e mais
fidedignos. As tromboplastinas disponiveis no mercado sao geralmente
extraidas de tecido de coelho, ndo havendo a disponibilidade de
tromboplastinas aviarias comerciais. O uso de tromboplastinas ndo homodlogas

como as de mamiferos acarreta em um aumento dos valores de TP em aves,
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gerando um questionamento de seu uso na medicina desses animais (Gentry ,
2004; Harr, 2010; Lumeij, 2008).

Dessa forma, podem existir discrepancias de resultados na literatura que
em parte sdo devidas ao uso de reagentes comerciais de fator tecidual nao
homodlogo. Testes in vitro confirmaram que ha uma baixa reatividade
enzimatica entre as proteinas da coagulagao de frangos e humanos (Thomson
et al., 2002). Outra causa da variabilidade dos resultados é devido as diferentes
formas de analise do exame, como a leitura manual por meio da observacao da
formacgao do coagulo por um individuo que deve ser bem treinado e experiente,
ou a leitura automatizada com o auxilio de equipamentos proprios para
realizacéo desses exames (Doerr et al., 1975).

O tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPA) pode ser aplicado na
avaliagdo de fatores que né&o o fator VII, pela ativagdo da coagulagao na via de
contato ou intrinsica. Porém também apresenta limitacbes ao uso dos
reagentes comerciais, compostos por uma substancia nao-fisiolégica de carga
negativa como é o caso da caolin, celite e 0 acido elagico que irdo ativar o fator
XIl, o qual ird converter o fator XI em Xla e seguir para ativagado do fator IX.
Discrepancias de resultados na literatura sdo decorrentes especialmente da
deficiéncia dos fatores Xl e XI que as aves apresentam (Harr, 2010; Gentry,
2004). O tempo de coagulacédo ativada (TCA) é outro teste laboratorial que
também pode ser utilizado para avaliar as vias intrinseca e a comum da
coagulacao (Harr, 2010).

A avaliacao dos fatores de coagulagdo também é possivel em aves, por
meio de técnica laboratorial capaz de quantificar os niveis de atividade dos
diferentes fatores. Correlacionando-os com a habilidade do plasma analisado
em corrigir o tempo de coagulagdo de um plasma humano deficiente no fator
especifico a ser avaliado. Portanto, a aplicacdo desse teste na medicina
veterinaria, assume que ha similaridade suficiente na estrutura das proteinas
humanas e de outras espécies. E apesar das divergéncias encontradas, este
método é usado na aplicacdo diagndstica em aves, uma vez que deve ser
analisado um plasma de um animal controle saudavel em conjunto na mesma
bateria de exames com 0 mesmo reagente, para servir de comparagao (Gentry,
2004).
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A mensuragcdo do fibrinogénio pode ser realizada pela técnica de
precipitacdo a 56°C preferencialmente associada a leitura em analisador
bioquimico pelo método do biureto, uma vez que a utilizacdo do refratdbmetro
nao apresenta acuracia suficiente (Fudge, 2000). No entanto, esta técnica é
mais sensivel para casos de normo ou hiperfibrinogenemia, com o valor de
referéncia variando de 100 a 300mg/dL (Harr, 2010). Como em quadros
hemorragicos o que se espera € uma hipofibrinogenemia, uma opg¢ao sensivel
seria a avaliagdo de sua concentragdo por meio do Tempo de Trombina (TT)
(Stockham e Scott, 2008).

Testes disponiveis demonstram que ha uma limitagdo para o
entendimento da coagulagcdo in vivo. Atualmente, os testes hemostaticos
convencionais usados na rotina laboratorial, avaliam fases ou componentes
isolados da coagulacao. Testes como o TP e o TTPA utilizam apenas o plasma
e ndo englobam os elementos celulares em suas avaliagdes. Estudos recentes
nessa area demonstram que ha importadncia na contribuicdo das células
durante a coagulagao. E os modelos de estudo baseado em células fornecem
dados com énfase nas plaquetas e nas células que liberam fator tecidual, e
também levam em consideracdo a superficie de membrana, o sistema
enzimatico e as microparticulas, além das células endoteliais. Esses modelos
demonstram que as células contribuem em todo o processo de coagulagao (Kol
e Borjesson, 2010, McMichae e Smith, 2011).

Com a utilizagdo da tromboelastometria na avaliagdo da hemostasia, &
possivel documentar a interagcao das plaquetas com os fatores de coagulacao
desde o inicio do processo da formagao do coagulo. O coagulo apresenta uma
caracteristica viscoelastica com formacao e retragdo do coagulo que séao
captadas pelo teste. A quantificagdo das alteragdes na viscosidade sanguinea
durante a formacgao do coagulo, é sugerida desde 1889 por Hayem para servir
de base para o monitoramento do processo de coagulagdo. Desde entao,
diversas tecnologias vém sendo desenvolvidas e aprimoradas para contribuir
para o avanco de novos conhecimentos sobre a hemostasia e seus disturbios.
Esta avaliacido € a que melhor reflete a participagdo celular na coagulagao,
fornecendo dados sobre as cinéticas da geragdo de fibrina por meio da
ativacdo dos fatores, além de resultados que refletem as propriedades
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mecanicas e viscoelasticas do coagulo em formagdo, com a consequente
retragdo do coagulo e por fim a fibrindlise (McMichae e Smith, 2011).

A utilizacdo da tromboelastometria foi iniciada por Hartert na Alemanha
no final da década de 1940 e vem sendo utilizada na medicina veterinaria. Esta
tecnologia é capaz de fornecer informagdes acuradas da coagulagdo por um
principio de deteccdo Optica que monitora os movimentos do sangue através
de um pino suspenso. Com a formacao da fibrina, a oscilagdo do pino diminui e
capta a impedancia da rotagao por um sistema de transdugao que converte os
momentos da coagulagdo em tracejados que por fim geram um grafico. Nesse
grafico, pode-se observar resultados como o tempo de coagulagdo (TC) dado
em segundos que esta relacionado ao tempo levado para o inicio da formacéao
do coagulo, a partir da ativagdo dos fatores de coagulagdo e a cinética da
fibrina. Seguidamente é gerado o valor do tempo de formacdo do coagulo
(CFT) dado em segundos, o qual esta relacionado a interacédo entre os fatores
de coagulacédo e as plaquetas na formacao e estabilizacdo do coagulo. Essa
alteracao na viscoelasticidade do sangue ao atingir sua resisténcia maxima no
pino suspenso, gera no grafico uma amplitude maxima que € dada em
milimetros considerada a firmeza maxima do coagulo (MCF). A partir do MCF e
do inicio do CFT é gerado uma angulagdo chamada de angulo alfa dado em
graus, o qual também auxilia na interpretacdo da viscoelasticidade sanguinea.
Dessa forma, a tromboelastometria é a avaliacdo capacitada a detectar com
acuracia tanto o estado de hipocoagulabilidade sanguinea com risco
hemorragico quanto a hipercoagulabilidade de risco trombdtico (Kol e
Borjesson, 2010, McMichae e Smith,2011).

3. TRABALHOS CIENTIFICOS
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Resumo

O uso de aves e outras espécies animais como modelo experimental para o
estudo de hemostasia representa um desafio a pesquisa cientifica. A dificuldade
decorre da falta de testes especificos e reagentes homdlogos comerciais para acessar
0s mecanismos funcionais da coagulagdo das aves. As diferengas entre as aves e os
mamiferos estdo presentes especialmente na estrutura e fungcdo das proteinas
envolvidas na coagulagdo. A tromboelastometria € o exame que melhor reflete a
participacdo celular na coagulagdo fornecendo uma avaliagdo completa do sistema
hemostatico a partir dos dados sobre as cinéticas da geragdo do coagulo até o
processo de fibrindlise. O interesse no uso da tromboelastometria vem aumentando,
especialmente pelo potencial desta avaliacdo em captar eventos hemorragicos e
trombdéticos com antecipacdo, porém a utilizacdo de reagentes heterdlogos pode
comprometer o diagnéstico das coagulopatias. O objetivo desse estudo foi comparar
as tromboplastinas de ave e mamifero como ativadores da coagulagdo em duas
temperaturas diferentes para a realizacdo da tromboelastometria de aves. As amostras
de sangue total citratado foram coletadas da veia jugular de cinco frangos de corte
machos de 31 dias de idade e submetidas a tromboelastometria (ROTEM®) a 37 e a
40°C dentro de 15 a 20 minutos apos a coleta. A tromboplastina comercial derivada de
mamifero (Extem®) foi obtida do fabricante (ROTEM®) e a aviaria foi extraida do
encéfalo de frango de corte. Os resultados mostraram que a tromboplastina homdloga
apresentou um TC (Tempo de Coagulagdo) mais curto e um MCF maior (Firmeza
Maxima do Coagulo) em ambas as temperaturas. A tromboplastina homodloga resultou
num MCF maior (Firmeza Maxima do Coagulo) a 37°C do que a 40°C, a despeito
desta ser a temperatura corporal das aves. O CFT (Tempo de Formagao do Coagulo)
e 0 angulo alfa ndo demonstraram nenhuma diferenca com a mudanga do fator
tecidual ou temperatura. Estas diferengcas podem implicar em baixa sensibilidade ou
especificidade nos resultados dos testes quando utilizados diferentes tipos de
tromboplastinas e temperaturas na tromboelastometria como ferramenta de estudo e
diagndstico da hemostasia de aves. Os autores reforgam a importancia da escolha de
protocolos e reagentes no estudo de hemostasia comparada utilizando o modelo

aviario.
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Introdugéo

A avaliagdo da coagulagdo das aves ainda apresenta dificuldades nos
dias atuais da rotina laboratorial. O principal desafio € a aplicacao direta de
métodos diagndsticos e reagentes disponiveis no mercado (Harr 2010).
Métodos laboratoriais de rotina utilizados para mamiferos ndao podem sempre
ser aplicados nas aves, e também poucos sédo os testes validados para a
aplicacdo diagnostica nesses animais. Diferengas nas caracteristicas da
coagulacao entre aves e mamiferos, principalmente nas fungdes e estruturas
das proteinas envolvidas nesses processos, provocam divergéncias de
padrdées nas analises laboratoriais de aves (Oldenburg et al. 2008; Powers
2000). Estudos comparados nesses animais utilizando diferentes
tromboplastinas, originaria das aves e também dos mamiferos, como agonistas
para a ativacao da via extrinseca confirmaram a especificidade do fator tecidual
(Kase et al. 1980; Tahira et al. 1977).

Testes disponiveis demonstram que ha uma limitagdo para o
entendimento da coagulacéo in vivo. Atualmente, os conceitos de modelos de
interacao celular e tecidual fornecem novos caminhos para a visualizagdo de
variagcdo farmacolégica da hemostasia, que podem ser extrapolados para
diferentes espécies (Brooks et al. 2011). Os testes convencionais avaliam fases
ou componentes isolados da coagulagdo. Testes como o Tempo de
Protrombina (TP) e o Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado (TTPA) utilizam
apenas o plasma e nao englobam os elementos celulares em suas avaliagdes.
Estudos recentes nessa area demonstram a importancia da contribuicado das
células durante a coagulagdo. Os modelos de estudo baseados em células
fornecem dados com énfase nas plaquetas e nas células que liberam fator
tecidual, também levando em consideragdo a superficie de membrana, o
sistema enzimatico e as microparticulas (MPs) liberadas, além das células
endoteliais (Kol e Borjesson 2010; McMichae e Smith 2011).

Esses modelos demonstram que as células contribuem em todo o
processo de coagulagdo. Com a utilizagdo da tromboelastometria na avaliagao
da hemostasia, é possivel documentar a interacdo das plaquetas com as

células sanguineas e os fatores de coagulagdo, desde o inicio do processo de



17

formacgao até a retragcdo do coagulo. Essa caracteristica viscoelastica é captada
pelo teste, podendo ser avaliada nas diferentes vias de ativacdo e em

diferentes temperaturas (Wiinberg e Kristensen 2010).

Varias fungoes fisioldgicas estao interligadas ou dependem da regulacao
constante da temperatura adequada do animal, considerada a temperatura
termoneutra. O organismo dispde de mecanismos capazes de controlar a
temperatura dentro de pequenas variacbes corporeas, € assim manter a
homeostase na finalidade de otimizagcdo de suas reag¢des bioquimicas. Nas
aves a temperatura corpoérea € de 41,1°C e seu equilibrio pode ser baseado em
duas variaveis, sendo uma relacionada as reacdes ao aumento da temperatura,
especialmente pelo ambiente, e uma outra relacionada a redugao da
temperatura corpérea (Macari et al. 2004). O objetivo desse estudo foi avaliar a
coagulagdo de frangos de corte ativada por tromboplastina homologa e
heter6loga nas temperaturas de 37°C e de 40°C, temperatura considerada

préxima a termoneutra das aves.
Materiais e Método

Amostras citratadas de sangue total (1:10) foram coletadas da veia
jugular de cinco frangos de corte machos de 31 dias de idade. O sangue total
foi recalcificado e submetido a tromboelastometria (ROTEM®) a temperatura
padrdao de 37°C e a 40°C, temperatura maxima alcangada pelo equipamento,
dentro de 15 a 20 minutos apds a coleta. Para o teste, 300 yL de sangue
citratado foi adicionado de 20 pL calcio a 0,2M e de 20 yL de fator tecidual
como ativador da via extrinsica da coagulagdo. Duas diferentes
tromboplastinas foram utilizadas, sendo uma comercial derivada de mamifero
(Extem®) obtida do fabricante (ROTEM®) e uma tromboplastina aviaria que foi
extraida de macerado de encéfalo de frango usando solugdo acetona. Uma
solugdo de uso foi preparada a partir do sobrenadante de 0,1g do pd6 de

encéfalo em 5 mL de solugao salina a 0,85% (Denson 1976).

Foram coletados os dados da viscoelasticidade do coagulo como o
Tempo de coagulacéo (TC, em segundos), o Tempo de formagédo do coagulo
(CFT, em segundos), o angulo alfa (a, em graus) e a Firmeza maxima do

coagulo (MCF, em milimetros).
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Os resultados foram submetidos a analise do teste t para amostras
pareadas. O nivel de significancia de 5% para analises bioldgicas foi utilizado

nesse estudo.
Resultados

Os resultados mostraram que a coagulagédo ativada por tromboplastina
homodloga apresentou um encurtamento significativo do TC e um aumento do
MCF em ambas as temperaturas quando comparada a tromboplastina

comercial ou mamifera.

As amostras com tromboplastina aviaria resultaram em MCF maior a
37°C do que a 40°C, a despeito desta ser a temperatura corporal das aves. O
CFT e o angulo alfa ndo demonstraram nenhuma diferenca com a mudanga do

fator tecidual ou temperatura.
Discusséo

A hemostasia € um mecanismo delicadamente equilibrado por diversos
componentes do sangue que devem interagir em harmonia para manter a
homeostase com a finalidade de evitar disturbios hemorragicos e ou
trombéticos. E sabido que a tromboplastina tecidual apresenta especificidade
por espécie, com isso, a utilizacdo de preparagdes homologas apresenta
resultados melhores e mais fidedignos ao padréo que ocorre in vivo (Kase et al.
1980; Tahira et al. 1977). No entanto, as tromboplastinas disponiveis no
mercado sao de mamiferos, geralmente extraidas de tecido de coelho, n&o

havendo a disponibilidade no comércio de tromboplastinas aviarias.

O fator tecidual é essencial para o desenvolvimento vascular e da
coagulagdo. O fator tecidual & exposto in vivo por células perivasculares no
animal e inicia a formacao de fibrina por meio da ativagdo da cascata de
coagulagdo. O fator VIl se liga ao fator tecidual e forma um complexo
enzimatico capaz de ativar os fatores IX e X. A ativacado das plaquetas também
participa do mecanismo de geragdo de trombina. No entanto, a geragdo de
trombina por esta via é limitada pela inibicdo pelo inibidor da via do fator
tecidual (Brooks et al. 2011).
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A especificidade das proteinas € evidente, e assim como em outros
trabalhos (Kase et al. 1980; Tahira et al. 1977), a ativagado da coagulagao por
tromboplastina extraida da mesma classe, ou seja homdloga, resultou em um
encurtamento no tempo necessario para a formagdo do coagulo. Contudo,
como a tromboelastometria € capaz de fornecer uma avaliacdo da
viscoelasticidade do coagulo, foi possivel verificar que a especificidade do fator
tecidual também interfere na estabilidade do coagulo, partindo do aumento do
MCF que representa a firmeza maxima do coagulo. O MCF é a amplitude
maxima da curva, definida pela firmeza maxima do coagulo e depende da
ativagdo dos trombécitos e do fibrinogénio além da funcdo do fator XiIli
(McMichae e Smith 2011). Desse modo, o uso de tromboplastina homéloga
deve ser considerada como uma ativacdo mais fidedigna a que ocorre

fisiologicamente no animal.

A manutencdo constante da temperatura corpérea € também um
mecanismo essencial para todos os animais homeotermos, promovendo as
condicbes Otimas para as propriedades celulares e das reagdes enzimaticas e
bioquimicas. A temperatura padrdo usada para testes hemostaticos na rotina
laboratorial € a de 37°C para os mamiferos e que também é expandida para os
outros animais. No entanto, no caso das aves, esta temperatura extrapola o
limite da variacdo da homeostase termoneutra essencial para a vida das aves,

que é proxima a 41,1°C (Macari et al. 2004).

A tromboelastometria mostrou-se capaz de detectar variacbes na
viscosidade sanguinea em pequenas variagdbes de temperaturas. Na
comparagdo da viscoelasticidade do coagulo de aves ativado por
tromboplastina homdéloga em tromboelastometria na temperatura de 37 e 40°C,
verificamos que houve um aumento da firmeza maxima do coagulo na
temperatura de 37°C. Esta variagao na viscosidade do sangue ocorre com a
variagcao da temperatura corpérea, e esta de acordo com pesquisas anteriores
em que frangos foram submetidos a condi¢des adversas de temperaturas
ambiente. A temperatura ambiente é capaz de influenciar a temperatura
corporea do frango e dessa forma, os animais que sofreram um estresse
hipotérmico apresentaram um aumento na viscosidade do sangue (Fontes et al.

2000). E no caso dos animais que foram submetidos a alta temperatura,
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tiveram uma diminuicdo da viscosidade do sangue devido a expansao do
volume plasmatico (Zhou et al. 1999). Os padrdes da viscosidade sanguinea se

assemelham ao encontrado em nosso estudo.

Temperaturas baixas no ambiente de criangdo de frangos de corte
podem ser um fator predisponente para doengas como a sindrome da
hipertensdo pulmonar que pode representar até 50% do total de condenacdes
dos meses mais frios (Macari et al. 2004). A mudanga na viscosidade
sanguinea também é reportada em algumas patologias de frangos de corte,
como na sindrome da hipertensao pulmonar e nos casos de ascites. O manejo
da temperatura do ambiente na criacdo desses animais € fundamental para

controle da mortalidade na granja (Zhou et al. 1999).
Concluséo

A temperatura e a especificidade das proteinas que participam da
coagulagao interferem ativamente na cinética do coagulo. Essas diferengas
podem implicar em baixa sensibilidade ou especificidade nos resultados dos
testes quando utilizados diferentes tipos de tromboplastinas e temperaturas na
tromboelastometria como ferramenta de estudo e diagndstico da hemostasia de
aves. Os autores reforgam a importancia da escolha de protocolos e reagentes

no estudo de hemostasia comparada utilizando o modelo aviario.
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Resumo

Disturbios hemorragicos sdo relevantes na medicina aviaria devido sua
importancia econdbmica e na pratica privada. Métodos diagndsticos na rotina
laboratorial nem sempre podem ser usados na hemostasia de aves, uma vez que o
processo hemostatico nao é esclarecido nesses animais. A tromboelastometria vem
sendo amplamente aplicada na medicina veterinaria para detectar hipocoagulabilidade
com acuracia. A sulfaquinoxalina pode causar processo hemorragicos por deficiéncia
de vitamina K, portanto, o objetivo desse estudo foi verificar a presenca de
hipocoagulabilidade por meio da tromboelastometria, em frangos submetidos ao
tratamento de sulfaquinoxalina. Frangos saudaveis de 28 dias de idade foram
submetidos ao tratamento com sulfaquinoxalina (30 mg/kg) por cinco dias. Os animais
foram divididos em dois grupos: um grupo controle (Gl) sem tratamento (n=15) e um
grupo (Gll) que recebeu sulfaquinoxalina continua misturada em agua (n=15). A dieta
continha um nivel normal de vitamina K. As amostras foram coletadas antes do
tratamento, 48 horas e cinco dias apds o inicio do tratamento. A tromboelastometria foi
analisada por meio do ROTEM® a 40°C para avaliar as vias instrinsicas e extrinsicas
entre 15 e 20 minutos apds a colheita do sangue. Uma tromboplastina homdéloga
extraida de cérebro de frango foi usada como reagente para ativar a via extrinseca e
um reagente comercial para ativar a via intrinseca (INTEM®). Na analise estatistica
aplicada foi o teste de Kruskal-Wallis e o teste de Wilcoxon para checar a significancia
a cada 2 grupos. Os resultados mostraram que ndo houve estado de
hipocoagulabilidade significativo no grupo tratado. Os autores reforgam de que a
avaliagdo da hemostasia em sangue total deve ser criteriosa, especialmente em aves

por ndo apresentarem protocolos definidos que estabelecam um padrao adequado.
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Introdugéo

O aprofundamento no estudo da fisiopatologia do sistema hemostatico
de aves é de grande importancia econémica e clinica, uma vez que eles estao
sujeitos a disturbios sanguineos de causas variadas. Alteragdes hemorragicas
de origem genética, como a sindrome hemorragica do figado gorduroso e a
hemorragia muscular pelo crescimento rapido de perus e frangos de corte sé&o
descritas. Outras coagulopatias que acometem as aves podem ter origem
ambiental como a intoxicagdo por rodenticidas dicumarinicos e administragao

excessiva de 6leo de canola na alimentagcédo (Thomson et al., 2002).

Ha também as coagulopatias relacionadas a deficiéncia da vitamina K
que prejudicam a ativagao dos fatores Il, VII, IX e X dependentes da vitamina.
A deficiéncia pode ocorrer por baixos niveis da vitamina na dieta ou por
intoxicagdo com rodenticidas ou farmacos anticoagulantes, embora as aves
apresentem maior limiar de resisténcia a intoxicagdo pelos dicumarinicos do
que os mamiferos. Coagulopatias decorrentes de doencgas hepaticas ou
associadas a aflatoxicose e infec¢gdes virais, principalmente pelo poliomavirus,
além de septicemia bacteriana, coagulagdo intravascular disseminada e
trombocitopenia de causas variadas causam quadros hemorragicos que podem
ser graves (Powers, 2000). As alteragdes dos trombdcitos sdo raramente
diagnosticadas e disturbios de funcdo ainda ndo foram descritas am aves
(Claver e Quaglia, 2009).

A sulfaquinoxalina pode provocar a deficiéncia da vitamina K por inibicdo
de sua sintese pelas bactérias do intestino além de ser um potente inibidor da
epoxido redutase que transforma a vitamina K para a sua forma hidroquinona,
necessaria como substrato para a carboxilase dependente de vitamina K
(Preusch et al.,, 1989). A sulfaquinoxalina € usada na terapia em aves,
principalmente para a coccidiose, e € um composto derivado sulfonamidico de
rapida absor¢cdo e de excre¢cao mais lenta. Ela € administrada por via oral,
apresenta boa distribuicdo pelos tecidos ultrapassando a barreira
hematoencefalica e possui meia-vida plasmatica de até 18 horas nas aves
(Paes, 2012).
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Ha testes que sdo comumente usados para a triagem de
alteragdes na hemostasia, sendo eles a contagem de trombdcitos, o tempo de
protrombina (TP) e o tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPA), os
produtos de degradacdo da fibrinalfibrinogénio e o fibrinogénio. A
tromboelastografia € capaz de fornecer alta relagdo entre os resultados desses
testes, no entanto contém informagcdes adicionais sobre a cinética da
coagulagdo (Zuckerman et al., 1981). O objetivo desse estudo foi utilizar a
tromboelastometria para verificar a presengca de hipocoagulabilidade em

frangos submetidos ao tratamento de sulfaquinoxalina.
Materiais e métodos
Delineamento experimental

Frangos de corte da linhagem Cobb, adquiridos com um dia de vida de
criador comercial, foram alojadas em gaiolas em ambiente climatizado e
alimentadas com ragédo para frangos de corte adequadas para sua idade e
niveis de vitamina K em sua composicdo. Agua e alimento foram

disponibilizados ad libitum aos animais.

As aves foram divididas em dois grupos, sendo o Grupo 1 o
Grupo Controle (n=15) sem tratamento e o Grupo 2 (n=15) com frangos
tratados com sulfaquinoxalina na dose de 30 mg/kg veiculada na agua ao longo
do dia. O tratamento foi realizado por cinco dias consecutivos a partir do 28°

dia de vida.

As coletas de sangue foram realizadas: no 28° dia de vida (no momento
0), antes de instituir o tratamento; apés 48 horas do inicio da terapia com
sulfaquinoxalina (momento 1); e ao final de cinco dias do tratamento (momento
3). A colheita de sangue foi realizada em veia jugular ou ulnar, por pungéo
unica e regular para garantir a qualidade da amostra. O sangue foi coletado em
citrato de sodio a 3,8% na proporcao de 10:1 de anticoagulante para a
tromboelastometria e com EDTA-K3 a 5% para o hemograma.
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Exames Laboratoriais
Hemograma

O hemograma foi realizado por técnica manual com diluicdo de 10 pL de
sangue em 1 mL de azul de toluidina a 0,01%. A contagem das células foi
determinada em camara de Neubauer conforme o método de Natt e Herrick, e
incluiu eritrécitos, leucdcitos totais e trombadcitos. A contagem de eritrocitos foi
realizada nos 5 quadrantes do reticulo central da camara de Neubauer e os
leucdcitos e trombdcitos foram contados nos quatro reticulos localizados no
vértice do quadrado geral. A leitura de hematdcrito foi realizada em capilar pelo
método do microhematécrito, e a determinagdo das proteinas plasmaticas

totais por refratometria.
Perfil Hemostéatico

A tromboelastometria (ROTEM®) foi analisada a 40°C para avaliar as
vias instrinsecas e extrinsecas. Uma tromboplastina aviaria foi extraida de
macerado de encéfalo de frango usando solugado acetona. Uma solugao de uso
foi preparada a partir do sobrenadante de 0,1g do p6 de encéfalo em 5 mL de
solucdo salina a 0,85% (Denson, 1976). Um reagente comercial (INTEM®) foi
utilizado para ativar a via intrinseca. Para a tromboelastometria, 360 pyL de
sangue citratado foi recalcificado com 20 uL calcio 0,2M e analisado entre 15 e
20 minutos apos a colheita do sangue. Foram coletados os dados do Tempo de
coagulagédo (TC, em segundos), o Tempo de formacado do coagulo (CFT, em
segundos), o angulo (a, em graus) e a Firmeza maxima do coagulo (MCF, em

mm).
Analise Estatistica

Os resultados laboratoriais foram comparados pelo teste Kruskal-Wallis
usando a diferenca dos valores entre os momentos (M1-M0 e M2-M1), afim de
excluir o vies de variagao entre os grupos. Em associacao foi utilizado o teste
de Wilcoxon para checar a significancia a cada 2 grupos. O nivel de

significancia de 5% para analises bioldgicas foi utilizado nesse estudo.

Resultados
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Ndo houve alteragcbes significativas nos valores hematologicos e
hemostaticos neste presente estudo. Os resultados estdo apresentados nas
tabelas que seguem os valores da tromboelatometria com agonista da via
extrinseca (Tabela 1), tromboelastometria com agonista da via intrinseca

(Tabela 2) e os valores hematoldgicos (Tabela 3).

Tabela 1. Valores de tromboelastometria ativada com agonista da via
extrinseca, para cada momento por grupo, demonstrados por mediana + desvio

padrao

Momento Grupo | Grupol ll
(Controle) (Tratados)
0 172+15,10 136+20,92
EXTC (s) 1 175+£71,18 155+30,69
2 154,5+32,70 121+7,05
0 52+7,79 49+11,71
ExCFT (s) 1 48+142,26 66+13,65
2 44,5+37,05 48+3,35
0 80+1,50 80£1,75
ExXALFA (°) 1 80+5,23 774211
2 81+3,89 80+0,62
0 724172 671,18
ExMCF
1 7314,00 6511,16
(mm)

2 72+1,82 691,27
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Tabela 2. Valores de tromboelastometria ativada com agonista da via

intrinseca, para cada momento por grupo, demonstrados por mediana * desvio

padrao

Momento Grupo | Grupo Il
(Controle) (Tratados)
0 803+443,36 7051£227,74
InNTC (s) 1 893+358,03 10762117,04
2 495+218,49 362+63,76
0 258+241,59 186+174,95
INCFT (s) 1 311+£134,11 514+143,53
2 184,5+328,90 128+25,73
0 5515,84 60+6,71
INALFA (°) 1 535,58 444589
2 6015,14 68+2,87
0 62+3,02 5914,20
INMCF (mm) 1 62+3,52 53+2,10
2 64,5+3,07 62+1,77




Tabela 3. Valores hematolégicos de cada

demonstrados por mediana + desvio padréo
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momento por grupo

Momento Grupo | Grupo |l
(Controle) (Tratados)
0 30+0,89 30+0,69
Hematocrito 1 3010,92 2810,72
(%) 2 290,78 280,41
0 21715+3038,67 21715+£1965,9
Trombocitos
1 26260+2916 26512,5+2236,7
(/uL)
2 25376,25+3461,76 20200+3272,56
0 13635+3381,65 8080+956,80
Leucdcitos
1 11362,5+1639,20 8332,5+663,25
(/uL)
2 10478+954,58 7322,5+697,40
0 2191700+115166  2004850+59784,51
Hemacias
1 1959400+72835,5 1929100+59025,4
(/uL)
2 1954350+111444,3 1727100+50344,57
Proteinas 0 3+0,15 3+0,07
p|asméticas 1 3+0,21 2,8+0,08
totais (g/dL) 2 340,06 2,8+0,07
Discusséo

O disturbio hemostatico por deficiéncia da vitamina K é causado pela

nao ativagao dos fatores VII, IX, X e da protrombina da cascata de coagulagéo,

ocorrendo assim um prolongamento no inicio da formagdo do coagulo. Essa



30

alteracdo pode ser avaliada laboratorialmente por meio de testes que
determinam o tempo levado pela amostra para a formagédo do coagulo. Esses
testes podem utilizar plasmas citratados como é no caso do tempo de
protrombina (TP), que avalia a via extrinseca ou via do fator tecidual, e do
tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPA), que avalia a via intrinseca da
coagulagao ou via de contato. O TP funciona como melhor marcador para as
aves ja que a via extrinseca é mais bem definida nesses animais. Além disso, a
variagao entre espécies dos mecanismos relacionados a via intrinseca ainda
nao estd bem esclarecida. Ha hipéteses de que as aves possuam uma fraca

via de contato ou mesmo uma via alternativa (Harr, 2010; Lumeij, 2008).

A deficiéncia de fatores pode ser observada na tromboelastometria,
dependendo o grau de intensidade, pois esta técnica inclui a avaliagcdo das
duas vias de ativagdo da coagulagado. Nielsen et al. (2005) demonstraram o
perfil da coagulagao intrinsica e extrinsica por tromboelastografia de plasmas
deficientes de fatores de coagulagdo, e concluiram que a deficiéncia dos
fatores afetam diferentes parametros da tromboelastografia dependendo tanto
do fator como da via de ativagéo. Deficiéncias com niveis de atividade < 1%
para os fatores VIl e X impedem a formacdo de coagulo ativado por fator
tecidual. Na deficiéncia do fator Il ou protrombina ( < 2% de atividade) néo
houve a formagdo do coagulo em ambas as vias. O prolongamento no tempo
para a formacado do coagulo é proporcional a intensidade da deficiéncia, e

sendo variavel de acordo com a resposta de cada fator.

A deficiéncia de vitamina K provocada pela sulfaquinoxalina €
documentada na literatura e considerada uma das causas de hemorragia em
frangos de corte (Harr, 2010; Lumeij, 2008). Em nosso estudo, a
sulfaquinoxalina administrada em doses terapéuticas de 30 mg/kg nao foi
capaz de provocar um estado de hipocoagulabilidade significativo, mesmo em
cinco dias de tratamento, um periodo superior ao comumente utilizado que é de
trés dias. Houve um prolongamento nao significativo do tempo de formagao do
coagulo (CFT) nas primeiras 48 horas em ambas as vias e logo apds um

retorno a valores semelhantes aos iniciais.
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Contudo a coagulagdo € um mecanismo multifatorial que sofre a
interferéncia de diferentes fatores como a coleta, tempo de armazenamento,
temperatura entre outras. A avaliagdo da hemostasia em sangue total deve ser
criteriosa, especialmente em aves por ndao apresentarem protocolos definidos

que estabelecam um padrao adequado.
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4. DISCUSSAO GERAL

Diversos modelos animais sdo usados para os estudos da hemostasia.
Para o avango da medicina veterinaria e também a humana. Sao realizadas
pesquisas basicas e aplicadas que utilizam animais como modelos de
experimentacdo, que funcionam como um sistema substituto utilizado para
acessar de forma mais fidedigna os processos biolégicos comuns aos
organismos, como é o caso dos mecanismos moleculares e celulares da
hemostasia (Brooks et al., 2011).

O processo fisioldgico da coagulacdo nas aves assemelha-se ao que
ocorre nos mamiferos (Harr, 2010, Powers, 2000), no entanto, todas essas
interagbes decorrem da propagag¢ao de mecanismos interdependentes em um
conjunto de complexas interagcbes entre células, enzimas, cofatores
enzimaticos, inibidores de proteases e nao-proteases e proteinas de matriz.
Essas interagcdes devem ser analisadas com critério, e extrapolagao dos dados
obtidos de modelos animais, devem partir de uma selegdo adequada para a
validade e o significado desses resultados. Devem ser considerados a
anatomia, a biologia celular e molecular, a fisiologia e a bioquimica que sera
comparada (Brooks et al., 2011).

Tanto na medicina humana quanto na veterinaria, o interesse no uso da
tromboelastometria vem aumentando, especialmente pelo potencial desta
avaliagdo em captar eventos hemorragicos e trombdticos com antecipagao
(Wiinberg e Kristensen, 2010). Esta avaliagdo vem sendo utilizada na medicina
veterinaria no acompanhamento clinico de animais como cavalos e caes. Sua
aplicagao também é citada em vacas, porcos, ovelhas, ratos, porquinhos-da-
india e em algumas espécies de peixes. Contudo ainda ndo existem protocolos
apropriados para o uso clinico nessas espécies (Kol e Borjesson, 2010), e a
aplicagao de testes utilizando a participacao celular na analise da hemostasia,
exige maior consideracdo com o local de coleta do sangue, o volume da
amostra e a viabilidade de reagentes espécie-especifico ou que promovam

reagdes cruzadas (Brooks et al., 2011).
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5. CONCLUSOES GERAIS

Contudo, a hemostasia de aves necessita uma maior compreensao para
a medicina veterinaria. Um maior conhecimento relacionado ao funcionamento
natural do processo de coagulagdo desses animais e a descoberta de
disturbios hemostaticos e suas fisiopatologias, representam a finalidade de
melhor abordar clinicamente esses pacientes.

A medicina de aves ainda carece de uma amplificacdo da abordagem
diagndstica na patologia clinica veterinaria, especialmente em se tratando de
coagulacao e seus disturbios.

A tromboelastometria € uma metodologia eficiente em detectar as
alteragdes viscoelasticas do sangue que sofreu a influéncia de temperaturas e
especificidade de agonistas. O limitante relacionado aos métodos de avaliagao
laboratorial da coagulagdo, € a disponibilidade de encontrar comercialmente
reagentes homologos para esses pacientes. Avangos mais precisos devem ser
realizados para melhor compreender os mecanismos do equilibrio e

desequilibrio da coagulagao desses animais.
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