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“ALTERAGOES NO FENOMENO DA COAGULAGAO NA VIGENCIA DO
MASTOCITOMA CUTANEO EM CAES”

RESUMO - O mastocitoma caracteriza-se por transformacdes neoplasicas de
mastocitos e consiste em uma das neoplasias malignas que acometem com maior
frequéncia a espécie canina. Os sinais clinicos dos mastocitomas decorrem da
liberacdo dos granulos citoplasmaticos dos mastocitos, que quando sensibilizados,
culminam na producao e liberagcdo de varios mediadores presentes nestes granulos,
tais como histamina, heparina, proteases e outros. No mastocito neoplasico, estas
substancias podem estar aumentadas 25 a 50 vezes em relacdo a um mastocito
normal. A heparina forma um complexo ternario com a antitrombina Il e inibe a
formacdo de trombina, que pode levar a um aumento no tempo de coagulagéo.
Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a hemostasia primaria e
secundaria dos animais com mastocitoma e correlacionar estes resultados com o
grau histopatoldgico do tumor, utilizando a classificagdo de Kiupel e colaboradores,
mais utilizada atualmente. Para isso, foram avaliados 50 caes, dentre eles 20 caes
higidos (grupo controle - GC) e 30 caes com mastocitoma cutaneo (grupo doente -
GD) — estes diagnosticados por meio de avaliagédo citologica e histopatolégica do
tecido acometido. Entre os cades do GD, consideramos dois subgrupos da
classificagao de Kiupel et al.: grupo SK1 (12 animais com mastocitoma de alto grau)
e grupo SK2 (18 animais com mastocitoma de baixo grau). Para avaliacdo da
hemostasia primaria, foram feitas contagens de plaquetas em contador automatico
imediatamente apds a obtencdo da amostra de sangue. Para avaliacdo da
hemostasia secundaria, a partir do sangue venoso coletado, foram determinados os
valores de fibrinogénio, tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPA) em coaguldbmetro. Com base no grau de malignidade do
tumor, comparamos os resultados dos seus respectivos painéis de coagulagao e
submetemos suas correspondéncias a analise multivariada. Verificou-se que, dentre
0s parametros avaliados, os valores de TTPA foram significativamente maiores nos
animais acometidos, principalmente nos classificados em mastocitomas de alto grau.
Os valores de TP e as plaquetas mostraram-se pouco alterados nos animais do GD,
porém; quando ocorreram, tais modificacbes foram fortemente associadas aos
mastocitomas de alto grau. Concluiu-se que o mastocitoma parece pouco alterar a
hemostasia primaria; porém, os valores dos tempos de coagulagdo que compdem a
hemostasia secundaria foram alterados em pelo menos 70% dos caes do GD.

Palavras-chave: hemostasia, heparina, mastdcitos, neoplasia, TTPA
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“HEMOSTATIC CHANGES IN DOGS WITH MAST CELL TUMORS”

ABSTRACT - Mast cell tumor is characterized by neoplastic transformation of
mast cells. This tumor is one of the malignancies that most often affect dogs. The
clinical signs result from the release of granules contained in the cytoplasm of mast
cells. When these granules are sensitized, it causes the production and release of
several mediators from these beads (such as histamine, heparin, proteases and
others). In neoplastic mast cells, these substances may be increased 25 to 50 times
compared to a typical mast cell. Heparin forms a ternary complex with antithrombin 1l|
and inhibits the formation of thrombin, which may lead to an increase in clotting time.
In this context, the aim of this study was to evaluate primary and secondary
hemostasis of animals with mast cell tumor and correlate these findings with the
tumor histological grade, using the Kiupel et al. (2011) classification for mast cell
tumors. For this, were used 50 dogs, including 20 healthy animals (Control Group -
GC) and 30 dogs with cutaneous mast cell tumors (Disease Group - GD) - those
diagnosed by cytological and histopathological evaluation of the affected tissue.
Among the GD dogs, was considered two subgroups of Kiupel classification: SK1
group, composed of 12 animals with high-grade mast cell tumor; SK2 group,
consisting of 18 animals with low-grade mast cell tumor. To evaluate primary
hemostasis, platelets were counted with an automatic counter immediately after
collection of the blood sample. To evaluate secondary hemostasis, collected venous
blood was used to determined fibrinogen values, prothrombin time (PT) and activated
partial thromboplastin time (APTT) in coagulometer. Based on tumor grade, it was
compared to the results of their respective clotting panels and then its
correspondences were submitted to multivariate analysis. It was found that among
the evaluated parameters, the APTT values were significantly higher in affected
animals, particularly in high-grade mast cell tumors. TP values and platelets proved
to be less altered in the animals of GD, however, such changes have been strongly
associated with high-grade mast cell tumors. We concluded that the mast cell tumor
appears to slightly alter primary hemostasis; however, the values of the coagulation
time that compose the secondary hemostasis has been altered in at least 70% of the
dogs from GD.

Keywords: APTT, hemostasis, heparin, neoplasia
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CAPITULO | - Consideracées Gerais

1.1. INTRODUGAO

O tumor de mastdcitos ou mastocitoma caracteriza-se pela ocorréncia de
transformacdées morfologicas, com proliferacdo anormal de mastocitos. O
mastocitoma consiste em uma das neoplasias malignas cutaneas que com maior
frequéncia acometem a espécie canina e os animais domésticos de modo geral.

Os sinais clinicos dos mastocitomas decorrem da liberagdo dos constituintes
granulares contidos no citoplasma dos mastdcitos, que, quando sensibilizados por
fatores externos, liberam varios mediadores presentes nestes granulos, tais como
histamina, heparina e proteases, entre outros. Os mastdcitos neoplasicos podem
conter cerca de 25 a 50 vezes mais destas substancias em relagdo a um mastécito
tipico. Tais mediadores liberados induzem inumeros eventos, incluindo o aumento
da permeabilidade vascular, vasodilatagao e anticoagulagao.

A heparina apresenta efeitos inibitérios na ativagdo da trombina, e sobre o
fator X, que ocupa uma posigcao fundamental na cascata de coagulagéo. O fator X da
via comum é importante tanto para o sistema intrinseco como para o extrinseco da
coagulagdo. Assim, a liberagdo macica da heparina pode causar graves efeitos
sistémicos como, por exemplo, as coagulopatias.

Desordens hematoldgicas sao frequentes em pequenos animais com tumores
e podem ser resultado direto dos efeitos do crescimento tumoral ou da sindrome
paraneoplasica. Alteragcdes hemostaticas subclinicas em caes com cancer parecem
ser comuns; porém, avaliacdes laboratoriais para identificacdo de alteragdes na
hemostasia primaria ou secundaria nao sao realizadas rotineiramente em pacientes
portadores de neoplasias.

Neste contexto, os objetivos do presente estudo foram: avaliar
laboratorialmente as hemostasias primaria e secundaria em animais com tumor de
mastocitos e correlacionar tais resultados com o grau histopatolégico do tumor,

utilizando a classificagao de Kiupel (2011), mais utilizada atualmente.



1.2. REVISAO DE LITERATURA

1.2.1. Mastocitoma Cutianeo

Estudos realizados no Brasil demonstram que as neoplasias tem sido a
segunda maior causa de mortes em animais de companhia (BENTUBO et al., 2007)
e a principal causa em animais idosos (FIGHERA et al., 2008). Essa afirmacgao é
atribuida ao aumento da expectativa de vida desses animais, somada a melhorias
na profilaxia de doengas infecciosas e parasitarias, uma nutricdo balanceada,
terapéutica e pratica médica mais atuais (WITHROW, 2007). Ainda, em caes com o
sistema imune deprimido, como ocorre nos animais mais idosos, as células tumorais
podem escapar a vigilancia protetora desse sistema e permitir o desenvolvimento do
processo neoplasico (MODIANO & BREEN, 2007).

Os mastocitomas cutaneos surgem dos mastdcitos teciduais localizados na
derme ou subcutaneo (BLACKWOOQOD et al., 2012) e sdo as mais frequentes lesdes
cutaneas nos caninos e nos animais domésticos de modo geral. A prevaléncia deste
tipo de tumor vem crescendo significativamente nos ultimos anos, tornando o
mastocitoma uma das principais causas de mortalidade entre os caes (WITHROW,
2007).

1.2.1.1. Epidemiologia

Os mastocitomas sao responsaveis por 7 a 21% dos neoplasmas cutaneos da
especie canina, sendo geralmente tumores solitarios, embora haja um numero
significativo de caes com presengca de multiplos tumores. Os mastocitomas
normalmente acometem caes mais velhos (idade média de nove anos), mas podem
ocorrer em caes com até menos de um ano de idade. Nao ha relatos de predilegcao
sexual; porém, quanto a raca, caes Boxer, Retrievers, Pug e Pit Bull apresentam um
risco maior de desenvolverem esta neoplasia, sendo que, em Boxers e Pugs é
comum que os mastocitomas sejam histologicamente classificados em graus baixo
ou intermediario, levando a um progndstico mais favoravel. Por outro lado, Shar-

Peis, particularmente individuos jovens, sao predispostos a desenvolverem
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mastocitomas pouco diferenciados e biologicamente agressivos (BLACKWOOD et
al., 2012).

A etiologia dos mastocitomas em cées € desconhecida. Muitos suspeitam de
uma etiologia viral devido ao sucesso da realizagao de um transplante de células e
extratos celulares de mastocitoma a cées de laboratorios suscetiveis (extremamente
jovens ou imunodeprimidos). Evidéncias recentes mostram que uma porcentagem
significativa de caes com mastocitoma de alto grau apresenta mutagdes genéticas
no c-kit (receptor de células tronco), o que pode ser responsavel pela génese e
progressdo do mastocitoma nessa espécie. Porém, nem todos os cdes com
mastocitoma apresentam mutagdes no c-kit, 0 que sugere que ele ndo € o unico
mecanismo para seu desenvolvimento e progressao (BERGMAN, 2008). Além da
expressao do c-kit, estudos recentes demonstram anormalidades na via supressora
de tumores p53 (HAYASHI & INOUE, 2004; TURIN et al., 2006; WEBSTER et al.,
2007).

1.2.1.2. Sinais Clinicos

Os mastocitomas podem se desenvolver em qualquer lugar do corpo, mas
normalmente aparecem sob a forma cutanea (dermal) ou subcutanea. A aparéncia
externa dos mastocitomas €, até certo ponto, correlacionada com o seu grau
histolégico; sendo que um tumor com caracteristicas externas de malignidade é
quase sempre de desenvolvimento agressivo. Porém, um tumor que parece
inofensivo ndo deve ser considerado benigno. Sinais clinicos que sugerem um
comportamento agressivo incluem: crescimento rapido, irritagdo ou inflamacgao local,
infiltracado local ou pobre demarcacao dos tecidos adjacentes, ulceracdo, presenca
de nédulos satélites e sinais paraneoplasicos (BLACKWOOQOD et al., 2012).

Raramente, o mastocitoma pode se apresentar na forma visceral disseminada
e caracterizar-se, principalmente, por massas neoplasicas no baco, figado, pulmao e
linfonodos (POLLACK et al, 1991; TAKAHASHI et al., 2000). Os tumores de
mastocitos ocorrem, com maior frequéncia, na parte posterior do corpo do animal,
sendo flanco e escroto os locais mais comuns (JONES et al., 1997), mas podem ser

vistos com grande frequéncia em jungdes mucocutaneas (vulva, prepucio,



conjuntiva, cavidade oral), em focinho, regido perioral (figura 1) ou oral, e tecido
subcutédneo no geral, apresentando diferentes prognosticos e tempos de sobrevida,
conforme a sua localizagao (GARRETT, 2014).

Figura 1. Nédulo ulcerado correspondente a um mastocitoma de grau |l em c&o da raga Boxer
(Fonte: http://argos.portalveterinaria.com/noticia/3528/)

A forma da doenga originada no subcutaneo consiste de uma massa de
consisténcia mole, pouco definida, que geralmente possui pelos, raramente é
ulcerada ou avermelhada e pode ser confundida com um lipoma (figura 2). A
metastase dos mastocitomas ocorre por disseminacgao linfatica ou hematogena e
pode atingir linfonodos regionais, bago, figado, rins, visceras e medula éssea, sendo

incomum a metastase pulmonar (ROCHA et al., 2004).



Figura 2. Mastocitoma de grau Il em membro pélvico esquerdo de um céo, com aspecto
macroscopico semelhante ao de um lipoma (Fonte:
http://argos.portalveterinaria.com/noticia/3528/)

Do ponto de vista clinico, as trés consequéncias mais importantes do
mastocitoma sdo: o surgimento de ulceras gastroduodenais, coagulopatias e o
retardo nos processos de cicatrizagao (LEMARIE et al., 1995). Os sinais clinicos dos
mastocitomas decorrem da liberagao de granulos de histamina, heparina e outras
aminas vasoativas (LONDON; SEGUIN, 2003). Estes mediadores da inflamacéo
podem desencadear sindromes paraneoplasicas associadas aos mastocitomas.
Localmente, a liberagcdo de histamina pode estar associada com edema e eritema no
tumor e tecidos adjacentes, e pode causar ulceragdo gastroduodenal, levando a
anorexia, émese, melena, anemia e, em alguns casos, perfuragdo intestinal e
peritonite (DOBSON & SCASE, 2007). A ocorréncia dos efeitos gastrointestinais da
liberagdo dos granulos de histamina foi estimada em mais de 80% dos cédes com
mastocitoma (HOWARD et al., 1969). Reacgdes anafilaticas agudas causadas pela
liberacdo repentina e massiva de histamina pelas células neoplasicas sdo incomuns,
mas episodios de colapso podem ser vistos em cides com lesdes extensas
(DOBSON & SCASE, 2007). Segundo Kenyon et al. (1983), a histamina se liga aos
receptores H1 e H2 dos macrofagos, levando a liberacdo do fator supressor
fibroblastico, o qual diminui a fibroplasia e, consequentemente, a cicatrizagao das

feridas, sendo que este retardo apds a excisao de mastocitomas € de ocorréncia
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comum e tem sido atribuido aos efeitos locais de enzimas proteoliticas e aminas
vasoativas liberadas pelos mastocitos (TAMS & MACY, 1981).

A heparina, liberada dos granulos mastociticos, € uma enzima com agao
anticoagulante, e constitui a principal causa das coagulopatias em caes com
mastocitoma (CHILDRESS et al., 2012). Alteragbes na coagulagdo sao
frequentemente associadas aos mastocitomas. Lemarie et al. (1995) sugeriram que
coagulopatias sistémicas com alteragcées nos fatores de coagulagdo em decorréncia
de mastocitoma sao incomuns, exceto na ocorréncia de uma coagulagao
intravascular disseminada associada ao desenvolvimento do tumor. E importante
salientar que em algumas situagdes, estes sinais descritos como paraneoplasicos
podem chegar a provocar um quadro sistémico mais grave e urgente que o proprio
tumor (MERLO, 2000).

1.2.1.3. Diagnéstico

O diagnéstico geralmente é estabelecido através de exame citolégico ou
histopatolégico, em conjunto com sinais clinicos (JOHNSON et al., 2002, RECH et
al., 2004). A citologia aspirativa por agulha fina é vantajosa, pois € um método
menos invasivo, com poucos riscos para o paciente, reduzida injuria ao processo
neoplasico e auxilia de forma importante no diagndstico desta neoplasia
(GOLDSCHMIDT & HENDRICK, 2002, LAVALLE et al, 2004). Geralmente ha
relacdo da citologia com a histopatologia, porém nos mastocitomas indiferenciados
esta relacdo nem sempre € possivel de ser realizada (LAVALLE et al, 2004). A
citologia aspirativa pode sugerir o grau de malignidade, porém a classificagdo quanto
a malignidade s6 pode ser realizada no exame histopatolégico (SUEIRO et al.,
2002).

O grau histolégico dos mastocitomas é determinado apds a bidpsia incisional
ou excisional do tumor. De acordo com Patnaik et al. (1984), o tumor pode ser
classificado em trés graus, sendo que a determinacao se da pelas caracteristicas
das células neoplasicas, numero de figuras de mitose e invasdo do tumor nos
tecidos subjacentes. O grau | caracteriza um tumor bem diferenciado, sendo as

células neoplasicas muito semelhantes a células de mastécitos normais, o grau Il é
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constituido por células intermediariamente diferenciadas, enquanto o grau Il é
caracterizado por células pouco diferenciadas, com granulos pouco visiveis
(PATNAIK et al., 1984).

Recentemente, Kiupel et al. (2011) propuseram um novo sistema de
classificagdo dos mastocitomas, que parece trazer menos discordancia entre os
patologistas, e se correlaciona com o tempo de sobrevida. Esta nova classificagao
divide estes tumores em apenas dois graus de malignidade (alto grau e baixo grau),
e exclui o grau intermediario da classificagdo histopatolégica. Assim, os tumores de
alto grau de malignidade estimam a sobrevida do paciente em aproximadamente
3,65 meses, enquanto que os tumores avaliados em baixo grau de malignidade
estimam uma sobrevida média de 23 meses. Os critérios para determinacdo dos
mastocitomas de alto grau séo a presenca de sete ou mais mitoses para cada 10
campos de grande aumento (CGA); trés ou mais células multinucleadas/ para cada
10 CGA; 3 ou mais nucleos bizarros para cada 10 CGA, cariomegalia (10% dos
nucleos em pelo menos dois campos). A lesdo deve ser avaliada nos campos de

maior atipia e indice mitotico (KIUPEL et al., 2011).

1.2.2. Hemostasia em Caes

O sistema cardiovascular distribui 0 sangue para os tecidos de todo o corpo e
esta predisposto, diariamente, a diversos tipos de agressao. Porém, os individuos
sem anormalidades tém um mecanismo bem controlado que impede a perda
sanguinea, mantém o fluxo do sangue e permite o reparo dos vasos lesionados,
denominado hemostasia (BAKER, 2007).

Os elementos que constituem o sistema hemostatico incluem as plaquetas, os
vasos sanguineos, as proteinas da coagulagdo, os anticoagulantes naturais do
organismo e o sistema de fibrindlise (FRANCO, 2001).

O processo de hemostasia pode ser dividido, de modo didatico, em trés
partes: hemostasia primaria, hemostasia secundaria e hemostasia terciaria (BAKER,
2007).



1.2.2.1. Hemostasia primaria

Na hemostasia primaria, logo apds a lesao vascular, ocorre vasoconstricao
reflexa local, o que reduz instantaneamente o fluxo de sangue no sitio acometido
(DAY et al.,, 2001). Depois ocorre a interagdo entre as plaquetas e o endotélio
vascular lesionado, formando o tamp&o plaquetario primario. Este tampao
inicialmente é frouxo, porém, geralmente significativo para o controle da hemorragia
se a lesdo vascular for pequena. Nos capilares e vénulas, o tampao plaquetario
primario associado a vasoconstricdo local pode promover adequada hemostasia. Em
vasos, onde o fluxo sanguineo e a pressao sao maiores, € essencial estabilizar este
tampao com um aglomerado de fibrina insoluvel, formada pelo processo da
hemostasia secundaria (DAY et al., 2001).

A parede vascular é a primeira barreira fisica contra uma hemorragia. A rede
vascular compde-se da micro e da macrocirculagdo. A microcirculacdo compreende
0S vasos menores: 0s capilares, as arteriolas e as vénulas, enquanto a
macrocirculagao € formada pelos grandes vasos: artérias e veias. Os capilares sao
vasos extremamente finos, cuja parede € formada por uma camada unica de células
endoteliais apoiadas numa membrana basal, e € neles que ocorrem as trocas
metabdlicas com os tecidos adjacentes. A célula endotelial desempenha um papel
extremamente importante na hemostasia, porque ativa as hemostasias primaria e
secundaria e o sistema fibrinolitico, bem como participa da resposta inflamatdria. As
células endoteliais também tém a capacidade de inibir e limitar a formagao do
trombo ao local da lesdo (SILVA & HASHIMOTO, 2006).

O endotélio é inerte, mas quando o sangue €& exposto ao colageno
subendotelial, os mecanismos hemostaticos sao ativados, com consequente adesao
e agregacao plaquetaria, liberagdo de mediadores e em seguida a ativagéao do fator
XII' (hemostasia secundaria). Além disso, as células endoteliais sdo ricas em
tromboplastina, que também ativa o sistema de coagulagéo (LOPES et al., 2007).

As propriedades antitrombodticas dos vasos sdo expressas para impedir ou
reverter a agregacgao plaquetaria, inibir a ativacédo dos fatores de coagulagdo e a
formacao de fibrina, e com isto manter a fluidez do sangue (SILVA & HASHIMOTO,
2006).
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A funcao primaria das plaquetas € a manutencao da hemostasia por meio da
interagdo com o endotélio, mantendo a integridade vascular. Adesao, agregacgao e
secrecao plaquetarias sdo eventos que podem ocorrer simultaneamente ou
independentemente, conforme as condi¢gdes de estimulos e circunstancias (LOPES
et al., 2007). Para manter a hemostasia, os capilares necessitam, além da
vasoconstricao local, da presenca e funcionamento normal das plaquetas,
responsaveis pela hemostasia primaria, ou seja, a formagao de um tampao ou “plug”
provisorio, que procura evitar uma hemorragia maior, enquanto a fibrina se forma. O
primeiro passo na formacgéo do “plug” € dado pela adesdo das plaquetas a parede
vascular, que se faz principalmente sobre as fibrilas de colageno (THRALL et al.,
2007).

Toda vez que ha lesdo em um vaso sanguineo, as plaquetas sao aderidas ao
local injuriado. A lesédo vascular pode ocorrer por alteragdes do fluxo sanguineo,
aumento da turbuléncia, traumatismo e processo inflamatério. A lesdo expde ao
sangue periférico a matriz subendotelial e as plaquetas se ligam ao colageno (SILVA
& HASHIMOTO, 2006). Quando ha exposi¢cao do tecido subendotelial, ocorre a
ligacdo das plaquetas ao colageno tecidual da membrana basal (adesao plaquetaria)
por intermédio de um receptor de superficie (glicoproteina Ib), que se liga ao Fator
de von Willebrand, e este se liga ao colageno. Esta ligagdo provoca alteragdes
morfolégicas na plaqueta e induz a liberagdo de substancias vasoativas e
agregantes (adrenalina, ADP, serotonina, tromboxane A2, entre outras).
(TAKAHIRA, 2003).

Apos a adesao, a liberagao de substancias provindas das plaquetas permite a
ligacao entre elas por meio da interacdo do fibrinogénio com os receptores de
superficie (lIb e llla), induzida pelo ADP (THRALL et al., 2007).

As plaquetas também sao importantes na hemostasia por fornecerem um
fosfolipideo plaquetario que atua como receptor de fatores de coagulagdo, e por
carrear varios fatores de coagulacdo em sua superficie. Apés a formagdo da
primeira camada, inicia-se um depdsito dos fatores de coagulagao, culminando com
a transformacéo do fibrinogénio em fibrina, que se deposita sobre as plaquetas,
formando um tampao hemostatico estabilizado, que constitui a fase terminal do
evento (LOPES et al., 2007).
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A liberacdo de ADP na presencga de calcio induz a agregagéao plaquetaria, que
€ mediada pela emissao de pseudopodes, fibrinogénio e FYW (JOHNSTONE, 2002;
SILVA E HASHIMOTO, 2006; LOPES et al.,, 2007). Estas plaquetas agregadas
liberam adenosina trifosfato (ATP), que é transformada em ADP e facilita a maior
agregacao das plaquetas no local da parede do vaso lesionado, sendo o suficiente
para deter a hemorragia (LOPES et al., 2007). A agregacgéao plaquetaria determina a
emissao de pseuddpodes, a secregao plaquetaria e a retragado do coagulo (SILVA &
HASHIMOTO, 2006). A agregacao também ¢é induzida pela reagao de liberagao, que
esvazia o conteudo de granulos plaquetarios, transferindo-os ao plasma. Os fatores
de coagulagdo armazenados nos granulos asseguram a formacdo de fibrina,

necessaria para a estabilizacdo do tampao de plaquetas (THRALL et al., 2007).

1.2.2.2 - Hemostasia secundaria

A hemostasia secundaria consiste na coagulagcdo sanguinea. O termo
coagulagao sanguinea, muitas vezes usado de forma ampla, como se representasse
toda a hemostasia, na verdade refere-se apenas aos fatores plasmaticos de
coagulagao (SILVA & HASHIMOTO, 2006).

O objetivo dessa coagulagédo é a geragcédo de fibrina insoluvel, que forma
ligagcbes cruzadas, resultando em uma malha estabilizadora do tampao plaquetario
formado na hemostasia primaria. A formacéao de fibrina é o produto de uma cascata
de reagbes enzimaticas, incluindo fatores de coagulacgdo, iniciada pelo trauma
tissular e a liberagédo do fator tecidual (DAY et al., 2001).

Os fatores de coagulagdo sado didaticamente classificados em algarismos
romanos, de | a Xlll (Tabela 1). Sua concentragdo no plasma € muito baixa (u/mL) e
a maioria é representada por proteases inativas. Tais fatores sdo ativados,
principalmente, pela exposi¢cao a tromboplastina tecidual (fator tecidual ou fator Ill),
expressa na superficie de células endoteliais ou fibroblastos extravasculares. A
relacado dos fatores envolvidos na cascata de coagulagao esta presente na Tabela 1.



Tabela 1. Propriedades e especificagdes dos fatores de coagulagao.
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Fator Nome comum Local de | Meia-vida Dependéncia a | Quadro
sintese plasmatica vitamina K clinico
| Fibrinogénio Figado 1,5-6,3 dias Nao Grave
Il Protrombina Figado, 2,1-4,4 dias Sim Discreto
macréfago
] Tromboplastina Lipoproteinas Nao
tecidual (Endotélio,
mondcitos e
macrofagos)
\Y Calcio Néo
V Pro-acelerina Figado, 15-24h Nao Variavel,
macréfagos geralmente
discreto
VII Pro-convertina Figado, 1-6h Sim Discreto
macréfagos
VI Fator anti- Figado 2,9 dias Nao Variavel
hemofilico
IX Fator Christmas Figado 24h Sim Geralmente
(componente de grave
tromboplastina
plasmatica)
X Fator Stuart Figado, 32-48h Sim Grave
macrofagos
Xl Antecedente de Figado 30h Nao Discreto
tromboplastina
plasmatica
Xl Fator Hageman Figado 48-52h Nao Nenhum
Xl Fator estabilizante Figado 4,5-7 dias Nao
de fibrina
Precalicrein | Fator Fletcher Figado 35h Nao Nenhum ou
a discreto
Cininogénio | Fator Fizgerald Figado 6,5 dias Nao
de APM

Fonte: modificado de THRALL et al. (2007)

Apds a ativagao inicial, os fatores de coagulagdo sao ativados em uma

cascata de eventos que exacerbam o estimulo desencadeador. O ponto culminante

da ativagéo dos fatores de coagulagéo € a conversao de fibrinogénio em fibrina e a

formagcao de um coagulo de fibrina estavel junto as plaquetas. A disfungdo (ou
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auséncia) de qualquer fator de coagulagéo retarda a formacgao de fibrina (THRALL et
al., 2007).

A cascata ou ativagdo sequencial dos mecanismos de coagulagédo e o
esquema de amplificacdo da hemostasia tradicionalmente seguem a hipotese de
Macfarlane e Davie & Ratnoff, que propuseram a participacao de trés vias diferentes
no desenvolvimento da coagulagéo: intrinseca, extrinseca e comum. Assim,
didaticamente a coagulacido é dividida em uma via extrinseca (envolvendo
componentes intra e extravasculares) e uma via intrinseca (componentes
intravasculares), que convergem no ponto de ativagdo do fator X (via comum). Na
via extrinseca, o fator VIl plasmatico (na presenga do fator tecidual ou
tromboplastina) ativa diretamente o fator X. Na via intrinseca, a ativacao do fator XIlI
ocorre quando o sangue entra em contato um uma superficie de cargas elétricas
negativas (ativagado por contato) e requer outros componentes do plasma, como a
pré-calicreina e o cininogénio de alto peso molecular (FRANCO, 2001). E conhecido
que o sistema extrinseco € o principal caminho para o inicio da cascata de
coagulagdo do sangue “in vivo”, e que a ativagdo do sistema intrinseco é mais
importante para sustentar o processo (DAY et al., 2001). Os resultados de analises
cinéticas recentes de fatores individuais sugerem um esquema no qual a ativagao
inicial pela tromboplastina tecidual induz a formacao de pequena quantidade de
trombina, seguida de amplificagdo pela subsequente ativacdo de circuitos
secundarios das vias intrinseca, extrinseca e comum. O importante nessa ativagao
de circuitos é a ativagcado da trombina (fator lla), dos fatores VII, XlI e dos fatores de
aceleracdo V e VIl Isso indica que a contribuicdo da ativagao por contato nao é
essencial para a ativagao dos fatores de coagulagao, e que o sistema intrinseco é
principalmente um circuito de amplificagdo que se ativa apés a formacédo de

trombina a partir da agdo da tromboplastina tecidual (THRALL et al., 2007).
1.2.2.2.1. Fator tecidual (Tromboplastina tecidual ou Fator Ill)
A tromboplastina tecidual (Fator Ill) ou fator tecidual (FT), proporciona uma

superficie adequadamente carregada para a ligagédo tanto do calcio como do fator

Vlla para formar um complexo enzimatico que ativa o fator X. A atividade do fator VII
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pode ser aprimorada pela ag¢ao da calicreina, plasmina, fator Xlla, e fator 1Xa, e
também pelo fator Xa. O complexo formado pelo fator tecidual, fator Vlla, e o calcio
pode também ativar o fator IX em fator IXa num processo de coagulagdo normal
(JAIN, 1993). O fator tecidual ndo esta presente normalmente em células em contato
direto com o sangue (endotélio e leucdcitos), mas é expresso em fibroblastos
subjacentes ao endotélio vascular. Também é encontrado em queratindcitos, células
epiteliais do trato respiratorio e trato gastrointestinal, cérebro, células cardiacas e
glomérulos renais. Células endoteliais e mondcitos, que normalmente nao
expressam o FT, podem expressa-lo na vigéncia de injuria endotelial ou presenga de

endotoxinas e citocinas no sangue (FRANCO, 2001).

1.2.2.2.2. Fatores de Ativagao por Contato

Tradicionalmente, os fatores de ativagao por contato (fator XlI, precalicreina e
cininogénio de alto peso molecular) eram conhecidos por iniciar o ramo intrinseco da
coagulacao, mas apesar dos fatores de contato serem importantes nos testes de
coagulagdo “in vitro”, a significancia desses fatores na coagulagcéo “in vivo” é
duvidosa, pois as deficiéncias destes fatores ndo estdo associadas com disturbios
hemorragicos. Estas trés proteinas plasmaticas podem se ligar a superficies
carregadas negativamente (como a membrana basal subendotelial exposta durante
a injuria) ou complexos moleculares, onde interagem para iniciar uma série de
respostas. O objetivo dos ativadores de contato é converter o fator Xll na sua forma
ativada. O fator Xlla é capaz de iniciar a via intrinseca da coagulacéo pela
conversao do fator XI em fator Xl| ativado. O fator Xlla também converte a
precalicreina em calicreina, que entdo converte o cininogénio de alto peso molecular
em bradicinina, um mediador da inflamacéo. “In vivo”, os fatores de ativacédo por
contato sdo mais importantes para o inicio da inflamacéao e da fibrinélise do que para
a coagulagao (DAY et al., 2001).



14

1.2.2.2.3. Funcionamento da Cascata da Coagulagao

Experimentos conduzidos nas ultimas trés décadas demonstraram que as
vias extrinseca e intrinseca ndo sdo independentes e atuam de modo altamente
interativo in vivo (FRANCO, 2001). Para fins didaticos, demonstra-se o
funcionamento individual de cada via. A via intrinseca, que é um processo
relativamente lento, comecga na circulagdo com a ativagao do fator Xl (GASPARD,
2010), mediante associagao do fator Xll, pré-calicreina e cininogénio de alto peso
molecular (CAPM). O fator Xlla ativa o fator Xl, que permanece ligado a preé-
calicreina e ao CAPM na circulacdo. Na presenca de calcio, o fator Xla ativa o fator
IX. O fator IXa se liga ao fosfolipidio, ao calcio e ao fator Vllla, complexo que ativa o
fator X (GENTRY, 2006).

A via extrinseca, que é um processo muito mais rapido, comeg¢a com
traumatismo do vaso sanguineo ou de tecidos circundantes e a liberagdo do fator
tecidual (FT) (GASPARD, 2010), que fica exposto sobre a superficie celular em
configuracdo que permite sua ligagcdo com uma molécula do fator VII circulante. Tal
complexo, ligado a membrana, € ativado na presenga de calcio, o qual converte o
fator X em sua forma ativa (GENTRY, 2006).

O fator Xa forma um complexo protrombinase com o fator Va, fosfolipidio e
calcio que cliva lentamente a protrombina, transformando-a em trombina; entretanto,
quando combinado com fosfolipidio, um cofator protéico (Va) e com o calcio, o fator
Xa ativa rapidamente a protrombina (complexo tenase) (GENTRY, 2006).

No final do processo, a trombina converte o fibrinogénio em monémeros de
fibrina que se polimerizam em um gel insoluvel, envolvendo as plaquetas e outras
células circulantes em um tampao hemostatico secundario definitivo, os polimeros
de fibrina séo ligados covalentemente e estabilizados pelo fator Xllla, que também é
ativado pela trombina (MITCHELL, 2010).

Os fatores de coagulacdo sdo, em sua maioria, proteinas sintetizadas no
figado. A vitamina K (usada como cofator) é necessaria para a sintese dos fatores I,
VII, IX e X e da proteina C. O célcio (fator IV) é necessario em todas as etapas do

processo da coagulagdo, exceto as duas primeiras (GASPARD, 2010). O
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mecanismo pelo qual os fatores V e VIl s&o ativados permanece obscuro (GENTRY,
2006).

O fator de Von Willebrand (FVW) é uma grande molécula, de alto peso
molecular, que carreia as moléculas do fator VIII (fator anti-hemofilico). Ambos os
fatores sdo fundamentais para a adesido plaquetaria da hemostasia primaria

(TAKAHIRA, 2003). Toda a cascata de coagulagéo esta demonstrada na Figura 3.

Superficie carregada . . ] ) ]
negativamente I:l\fla Extrinseca D\ha Intrinseca D\ha Comum
Xl :“>\x‘lla
X ——— > Xla Fator tecidual (llI)
\ Vil ——— "~ Vi
X —— > IXa

Vil ———"> Villa

Complexo fator

Complexo IXa + Vllla + cilcio tecidual + calcio + Vila
X T—— > Xa

vV :>Va——>l

Complexo Xa + Va + célcio + fosfolipideos
plaquetérios = Protrombinase

Protrombina (I1) —-— Trombina (lla)

Fibrinogénio C_ — Fibrina soluvel
lla
Xl —— = Xllla— »

Fibrina estavel

Figura 3. Esquema demonstrando a cascata da coagulacéo (Fonte: modificado de JAIN, 1993).

Uma via nao suporta a deficiéncia da outra, ou seja, se o defeito estiver na via
extrinseca e a via intrinseca estiver normal, o paciente tera uma doenca
hemorragica. O mesmo vale para a via intrinseca: um paciente hemofilico tem vias

extrinseca e comum normais, mas tem hemorragia. A via extrinseca por si s6 nao
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sustenta a formac¢ao do coagulo de fibrina, ela necessita da via intrinseca, porque o
fator IX ativado é fundamental na manutencdo dos niveis de fator Vlla. A via
extrinseca ativa fatores IX e X e a pequena formagao de trombina ativa os fatores V,
VIII, IX e Xl. A partir deste ponto, a cascata de coagulagao torna-se autocatalitica.
Somente sera desativada por mediadores como o sistema fibrinolitico, inibidores
fisioloégicos da coagulagao e pela agao anticoagulante das células endoteliais (SILVA
& HASHIMOTO, 2006).

1.2.2.3. Hemostasia Terciaria

A hemostasia terciaria consiste no processo de fibrindlise, que controla a
deposi¢cado de fibrina. Na presenga da fibrina, o plasminogénio é ativado pela
protedlise limitada do ativador de plasminogénio tecidual (t-PA). Este plasminogénio
produz plasmina, que degrada a rede de fibrina. O t-PA ¢é inibidor pelo inibidor do
ativador de plasminogénio (PAI-1 e PAI-2). Ao contrario das enzimas envolvidas na
coagulagao, a plasmina tem uma grande especificidade de agédo e pode degradar,
além da fibrina, fibrinogénio e outras proteinas. Além disso, ha outros componentes
do processo de anticoagulacdo que também inibem a cascata da coagulagdo em
diferentes pontos de atuacdo. A antitrombina Ill, que tem sua acédo potencializada
pela formagao de um complexo com a heparina; e as proteinas C e S, que interagem
com seus respectivos receptores e inativam fatores de coagulagcéo pertencentes as
vias extrinseca e comum (BOUCAS et al., 2006).

Apos ter exercido sua fungao, que é a de evitar o extravasamento de sangue
para fora do leito vascular, o coagulo precisa ser dissolvido, para ndo se tornar um
trombo (SCHALM, 1975; GENTRY, 2006). Esse processo €& conhecido como
fibrindlise e comega pouco depois da formacdo do coagulo, permitindo o
restabelecimento do fluxo sanguineo e o reparo permanente do tecido (GASPARD,
2010). Didaticamente, é possivel citar trés mecanismos principais de anticoagulagao,
que sao responsaveis por interromper a formagéao do coagulo em diferentes pontos
de atuacdo na cascata de coagulacdo. Estes mecanismos sao realizados pela
plasmina, pela antitrombina Ill e as proteinas C e S (TAKAHIRA, 2003).

O sistema fibrinolitico é constituido por uma série de proteinas (ativadoras e

inibidoras) produzidas principalmente pelo figado, endotélio vascular (COELHO;
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MOREIRA, 2001), como também pelos rins (GASPARD, 2010). E iniciado por um
processo no qual os filamentos de fibrina do coagulo e determinados fatores de
coagulagao, como o fibrinogénio, o fator V, o fator VIII, a protrombina e o fator XII
(GASPARD, 2010) sao digeridos em pequenos fragmentos e peptideos mediante a
agao da plasmina (LANGER; WOLOSKER, 1969; BAKER, 2007), que é uma enzima
gerada pelo catabolismo enzimatico do plasminogénio inativo (SCHALM, 1975), ou
por uma via dependente do fator XIlI ou por ativadores de plasminogénio (BAKER,
2007; MITCHELL, 2010).

O mais importante dos ativadores de plasminogénio é o t-PA (ativador do
plasminogénio tecidual), que € sintetizado principalmente pelas células endoteliais e
possui afinidade pela fibrina, agindo melhor em locais com formacéo recente de
trombos. Outro ativador de plasminogénio € o u-PA (ativador do plasminogénio
semelhante a urocinase), que pode ativar a plasmina na fase liquida (MITCHELL,
2010; GASPARD, 2010).

A producdo de plasmina confina-se a area de trombose (COELHO;
MOREIRA, 2001), e a lise do coagulo ocorre primariamente de dentro para fora e
evita em grande parte a geragao sistémica de plasmina (SCHALM, 1975).

Os fragmentos originados da degradacdo da fibrina sdo denominados
produtos de degradacao da fibrina (PDF) e séo retirados da circulagéo pelo sistema
monocitico fagocitario. Estes PDF também atuam como anticoagulantes na
circulagao (GASPARD, 2010).

Para evitar que o excesso de plasmina lise os trombos indiscriminadamente
em varias partes do corpo, a plasmina livre é rapidamente inativada pelo inibidor a,-
plasmina. As células endoteliais também modulam o  equilibrio
coagulacao/anticoagulagcao através da liberacdo do inibidor do ativador de
plasminogénio (IPA), que bloqueia a fibrindlise através da inibicdo da ligagcédo do t-PA
e o u-PA a fibrina (MORRIS, 2000; MITCHELL, 2010).

A antitrombina Il (AT-Ill) € o principal inibidor fisiolégico da coagulagao
encontrado no plasma, assim como em sitios extravasculares. E uma glicoproteina
produzida pelo figado, com uma meia-vida de menos de dois dias, e age contra os
fatores ativados XII, XI, IX, X e Il. A antitrombina Ill também age contra a plasmina e

a calicreina. A acgédo da antitrombina Il é altamente potencializada pela heparina
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(JAIN, 1993), pois a interacdo destas duas moléculas induz a uma mudanga
conformacional da AT-Ill, que acelera em mais de mil vezes a inibicdo da trombina,
assim como de outras proteinases da cascata de coagulagdo. Nestas condigdes, €
formado um complexo ternario envolvendo o co-fator Il da heparina e a antitrombina.
Este complexo € responsavel por efeitos anticoagulantes que podem prolongar o
tempo de coagulagdo sanguinea (SAMPAIO et al., 2006). A heparina, produzida
exclusivamente em granulos de armazenamento dos mastocitos, € um
anticoagulante que pode exigir a monitoragao constante do tempo de tromboplastina
ativado (TTPA) quando é administrado por via exdégena. Também causa efeitos
anticoagulantes variados, inabilidade de inibir a trombina ligada ao coagulo, e
aumenta a ocorréncia de trombocitopenia em alguns pacientes (NADER et al.,
2001).

A proteina C (PC) e proteina S (PS) sdo proteinas plasmaticas
anticoagulantes dependentes de vitamina K, que circulam no plasma como
precursores inativos. As células endoteliais possuem receptores de membrana para
proteina C e trombina denominados trombomodulinas, que se ligam a trombina.
Quando a trombina gerada na cascata da coagulagdo e a PC ligam-se a
trombomodulina nas células endoteliais intactas, a trombina ligada perde sua
atividade procoagulante e, entdo, torna-se uma potente ativadora da proteina C
(DAY et al.,, 2001). A PC ativada interage com seu cofator, a PS, formando um
complexo que inativa os fatores Va e Vllla por protedlise limitada e, nestas
condigdes, interrompe o processo de coagulagdo (BOUCAS et al, 2006). A agéo dos

inibidores da coagulacao esta descrita na Figura 4.



19

Superficie carregada
ﬁe:&tl'{amtﬁt:‘ D Via Extrinseca D‘u‘iu Intrinseca D'ﬂ’ln Comum
-
\i.

Wl '"Z:Z:'_:Za-\ Xlla

S
“u 23 Fator tecidual (1l
X = Xe ATIN 14
s Vil 1> Vi

X - # IXa

PC-PS

Vil o "\ Villa

Complexo fator
Complexo [Xa + Villa + célcio teclidual + célcio + Vila

¥ = Va

O <a

Complexo Xa + Va + célcio + fosfolipided
PC'PS plaguetdrios = Protrombinase
./
Protrombina (11} . Trombin##{lla)

Fibrinogénla —

Fibrina solivel

|

Fibrina estawvel

n .
i1 [ = ¥illa

Figura 4. Pontos de agao dos inibidores fisiolégicos de coagulagao na cascata de coagulagao (Fonte:
modificado de JAIN, 1993; adaptado de SILVA & HASHIMOTO, 2006). Abreviacdes: ATIII,
antitrombina-Ill; PC-PS, complexo proteinas C e S; IVFT, inibidor da via do fator tecidual.

A ativacdo da proteina C pela trombina-trombomodulina é proporcional a
quantidade de trombina presente e da extensdo da resposta de coagulagdo. O
complexo proteina C e S ativado também inicia a fibrindlise (DAY et al., 2001).

O inibidor da via do fator tecidual (IVFT) € um inibidor especifico da via
extrinseca e forma um complexo ternario com o fator lll e fator Vlla. O fator tecidual
tem um papel importante na inflamacao. Células endoteliais normais sintetizam
oxido nitrico, que promove vasodilatacao, fibrindlise devido a sintese de t-PA e PAI-
1, sintetiza e secreta componentes como o inibidor da via do fator tecidual e o sulfato
de heparina. O IVFT também é uma proteina que se liga a heparina (BOUCAS et al.,
2006), é liberado pelas células endoteliais, e inibe o complexo do fator tecidual +

fator Vlla + fator Xa, essencialmente desligando a iniciagdo do complexo fator
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tecidual + fator Vlla de coagulagéo, e afetando, principalmente, a via extrinseca da
cascata de coagulagdo (KONKLE, 2013).

1.2.2.4. Papel da heparina na cascata de coagulagao

As acgbes bioldgicas da heparina podem ser divididas em mediadas ou ndo
pela antitrombina. As atividades anti-fator Xa e anti-fator lla estdo entre as
dependentes de antitrombina. Ja a liberagao de IVFT, o aumento na expresséo de
sulfato de heparina das células endoteliais, a interacao com co-fator Il, a inibicdo da
agao procoagulante de leucdcitos, a promogao da fibrindlise e a modulacdo do
endotélio vascular mediado ou nao por receptor, entre outras, sao acodes
independentes da antitrombina (BOUCAS et al., 2006).

A heparina apresenta efeitos inibitérios sobre a agdo da trombina, e sobre o
fator Xa, que possui uma posigédo central na cascata de coagulagdo. O fator Xa é
importante tanto para o sistema intrinseco como para o extrinseco da coagulacéo, e
influencia também na agregacéao plaquetaria. Os testes de coagulacao baseados na
medida do tempo de coagulagdo do sangue total ou plasma sao, teoricamente,
sensiveis a heparina. No entanto, os testes plasmaticos como o tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA), tempo de trombina (TT) e determinacao da
atividade residual do fator Xa possuem maior sensibilidade e precisdo
(HAMERSCHLAK & ROSENFELD, 1996).

O TTPA é bastante sensivel a concentragao dos fatores da via intrinseca e da
via comum, e é o teste de escolha para monitorizacdo do uso da heparina, apesar
de o tempo de protrombina (TP) também ser alterado com o uso da heparina;

porém, em menor intensidade (CLE, 2010).
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1.2.3. Avaliagao da Hemostasia em Caes com Neoplasias

Desordens hematoldgicas sao frequentes em pequenos animais com
tumores, e podem ser resultado direto dos efeitos do crescimento tumoral ou da
sindrome paraneoplasica (CHILDRESS, 2012). Alteragées hemostaticas subclinicas
em caes com cancer parecem ser comuns, (ANDREASEN et al., 2012) e podem
estar associadas tanto com aumento como diminuicdo no numero de plaquetas.
Porém, avaliagbes laboratoriais para identificacdo de alteragdes na hemostasia
primaria ou secundaria ndo sao realizadas rotineiramente em pacientes oncolégicos
(KRISTENSEN et al., 2008).

O crescimento tumoral esta altamente associado ao desenvolvimento do
estado de hipercoagulabilidade, o que sugere que pacientes oncologicos
apresentem um processo continuo de formagao e remocgao de fibrina em diferentes
niveis. A fibrina e outros componentes do coagulo desempenham papel ndo s6 na
trombogénese como também na adesdo e propagacdo de trombos, e no
desenvolvimento de metastase tumorais. Estudos ja demonstraram a presenca de
fibrina e plugs plaquetarios dentro e ao redor de varios tipos de tumores, o que
sugere uma ativagdo local da coagulagdo sanguinea e um envolvimento dos
mecanismos da coagulacdo no crescimento de tecidos malignos. Células malignas
podem ativar a coagulacdo de varias formas: 1) produzindo atividades pro-
coagulantes, fibrinoliticas e pré-agregadoras; 2) liberando citocinas inflamatdrias e
angiogénicas; 3) interagindo diretamente com as elementos do sangue e dos vasos
(como células endoteliais, leucdcitos e plaquetas), por meio de moléculas de adesao
(PRANDONI et al., 2005).

Outros estudos demonstraram que alguns tipos de tumores também levam a
um estado de hipocoagulabilidade, causada por uma redugdo no numero de
plaquetas, alteracdo na fungdo plaquetaria, diminuicdo nas concentragcbes ou
alteracao funcional das proteinas plasmaticas da coagulacao, producao tumoral de
substancias anticoagulantes, alteragdes na viscosidade plasmatica ou a combinagao
de todos estes fatores citados. Trombocitopenia & frequentemente vista em
pacientes caninos com cancer, ocorrendo em mais de 36% dos caes com neoplasias

nao tratadas. Os mecanismos causadores de trombocitopenia relacionados a
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presenca de tumores incluem a reducédo na producdo de plaquetas, um aumento no
sequestro e destruicdo plaquetarias, e aumento no consumo ou utilizagdo das
plaquetas (CHILDRESS, 2012).

Outra possivel causa do estado de hipocoagulabilidade em pacientes caninos
oncoldgicos € a liberagdo dos granulos de heparina de mastocitos neoplasicos, que,
quando estimulados, podem desencadear uma reagéo anticoagulante na circulagéo
sisttmica em pelo menos alguns dos cdes com mastocitoma. Variagbes na
quantidade desta liberagcéo estariam ligadas ao tamanho do tumor e ao numero de
granulos produzidos pelos mastécitos, e a velocidade de formacdo do complexo
heparina-histamina, que pode ocorrer quando ha degranulagdo de mastécitos. Este
complexo pode inativar a acado da heparina sobre a circulagdo sistémica
(HOTTENDOREF et al., 1965).

Desta forma, pacientes com neoplasias podem estar sujeitos ao
desenvolvimento de disturbios hemostaticos, tanto por excesso, como por

deficiéncia do processo de coagulagao.
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CAPITULO 2 — Aumento do tempo de tromboplastina parcial ativada em cées

com mastocitoma cutineo

Resumo

Os sinais clinicos dos mastocitomas decorrem da eliminagdo dos granulos dos mastdcitos,
que, quando estimulados, provocam a producdo e liberagdo de varios mediadores, como
histamina e heparina. No mastocito neoplasico, estas substancias estdo aumentadas em 25 a
50 vezes, comparado a um mastocito tipico. A heparina forma um complexo ternario com a
antitrombina III e inibe a formagao de trombina, que pode levar a um aumento no tempo de
coagulagdo. O objetivo do presente estudo foi avaliar laboratorialmente a hemostasia primaria
e secundaria dos animais com tumor de mastdcitos e correlacionar tais achados com o grau
histopatologico do tumor, utilizando a classificagdo de Kiupel (2011) para mastocitomas. Para
isto, foram avaliados 50 cdes, sendo 20 animais higidos que compuseram o grupo controle
(GC), e 30 caes com mastocitoma cutaneo, que constituiram o grupo doente (GD). Os testes
hemostaticos realizados em todos os animais foram o tempo de tromboplastina parcial ativada
(TTPA), tempo de protrombina (TP), fibrinogénio e numero de plaquetas. Os tumores dos
animais do GD ainda foram classificados histologicamente em Alto Grau de malignidade
(grupo SK1) e Baixo Grau de malignidade (grupo SK2). Verificou-se que a heparina liberada
dos granulos dos mastocitos neoplédsicos ativados parecem ser capazes de interferir na
hemostasia secundaria, uma vez que a heparina age na via intrinseca. Dentre os parametros
avaliados, houve aumento no TTPA em um numero significativo de animais do GD e,
portanto, esta foi considerada a varidvel que sofreu a maior modificagdo no GD,
principalmente no grupo SK1. J4 o TP e as plaquetas também se mostraram pouco alterados;
mas tais modificacdes foram fortemente associadas apenas ao grupo SK1. Concluiu-se que o
mastocitoma parece pouco alterar a hemostasia primaria; porém, a hemostasia secundaria foi

alterada em pelo menos 70% dos animais do GD.

Palavras-chave: hemostasia, heparina, mastocitos, neoplasia, TTPA.
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“Increase in activated partial thromboplastin time in dogs with cutaneous

mastocytoma”

Abstract

Clinical signs of mast cell tumors arise from the removal of the mast cell granules, which,
when stimulated, causes the production and release of several mediators, like histamine and
heparin. In neoplastic mast cells, these substances are increased by 25 to 50 times, compared
to a typical mast cell. Heparin forms a ternary complex with antithrombin III and inhibits the
formation of thrombin, which may lead to an increase in clotting time. The aim of this study
was to evaluate laboratory primary and secondary hemostasis in animals with mast cell tumor
and correlate these findings with histological grade of the tumor, using the Kiupel (2011)
classification for mast cell tumors. For this, there were 50 dogs, 20 healthy animals comprised
the control group (GC), and 30 dogs with cutaneous mast cell tumors, which constituted the
sick group (GD). Hemostatic tests performed on all animals were activated partial
thromboplastin time (APTT), prothrombin time (PT), fibrinogen and platelet counts. Tumors
of GD animals were further histologically classified in High-grade malignancy (SK1 group)
and Low-grade malignancy (SK2 group). In the results, it was found that the heparin released
from the granules of activated neoplastic mast cells seem to be able to interfere in secondary
hemostasis, since that heparin acts in the intrinsic pathway. Among the evaluated parameters,
there was an increase in APTT in a significant number of animals of GD, and, therefore,
APTT was considered the variable that suffered the biggest change in GD, mainly in tumors
classified into High-grade. Already the PT and platelets also showed little change; but these
changes were strongly associated only with the SK1 group. It was concluded that the mast cell
tumor appears to slightly alter primary hemostasis; however, secondary hemostasis has been

changed by at least 70% of the animals from GD.

Keywords: APTT, hemostasis, heparin, neoplasia.
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2.1. Introducio

Os mastocitos tém sido, primariamente, associados a reagdes ou desordens alérgicas
(LONDON & SEGUIN, 2003). No entanto, a degranulagdo dos mastocitos também pode ser
induzida por eventos quimicos, fisicos ou neuroldgicos. Cada mastdcito apresenta cerca de
1000 granulos secretdrios contendo substancias biologicamente ativas, tais como heparina,
histamina e enzimas proteoliticas. Estas substidncias sdao liberadas no processo de
degranulacdo e suscitam os sintomas associados a hipersensibilidade do tipo I (BROSTOFF &
HALL, 1992). Os mediadores liberados induzem intimeros eventos, incluindo-se o aumento
da permeabilidade vascular, vasodilatagdo, espasmos de musculos lisos, prurido,
anticoagulacdo, secre¢do de muco, ativacdo de eosindfilos e neutrofilos, entre outros
estimulos (ABBAS et al., 2000).

De forma semelhante aos mastdcitos normais, os mastocitos neoplasicos apresentam
granulagdes citoplasmaticas com quantidade varidvel de aminas vasoativas como heparina e
histamina. Muitas vezes estas substancias podem estar aumentadas 25 a 50 vezes em relagao
a um mastdcito tipico (ROGERS, 1996). A liberacdo maciga dessas substancias pode causar
graves efeitos sistémicos como ulceragdo gastrointestinal (VAN PELT, 1986) e coagulopatias
(MACY, 1986).

A histamina também causa danos ao endotélio vascular de arteriolas e vénulas,
levando a liberacdo de fibrolisina (HOLEMAN & LANGDELL, 1964). Supde-se que tal
evento possa danificar os vasos sanguineos da submucosa gastrica pela dilatagao de vénulas e
capilares, aumento de permeabilidade endotelial e, consequentemente, trombose intravascular
e necrose isquémica da mucosa (TAMS & MACY, 1981; CALVERT, 1984; MACY, 1985).

Em algumas ocasides, os defeitos de coagulagdo local causados pelos mastocitomas
podem ser tdo importantes que conferem a massa tumoral uma aparéncia de hematoma ou
tumor vascular (MERLO, 2000).

Alteragdes na coagulacdo sao frequentemente associadas aos mastocitomas, sendo um
dos sinais clinicos produzidos pelas ulceras gastroduodenais. Estas podem ser o primeiro
motivo da consulta, visto que os proprietarios ndo relacionam a presenca de vOmitos ao
surgimento de uma massa cutanea, que pode ter tido uma evolugdo lenta e pouco aparente

(O’KEEFE, 1990).
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A causa mais frequente de disfungdo dos fatores de coagulagdo na oncologia
veterinaria ¢ provavelmente a producdo e liberagdo da heparina pelos mastocitomas. A
heparina, como cofator para a antitrombina, ¢ a atividade combinada destas moléculas
inativam o fator Xa, prevenindo a conversao da protrombina em trombina. Sangramentos
prolongados podem ocorrer apos citologia aspirativa com agulha fina, bidpsia ou excisao
cirargica de mastocitomas. Hemorragias espontaneas também podem ser observadas em
alguns destes pacientes (CHILDRESS, 2012).

A heparina age como um componente anticoagulante porque forma um complexo
ternario com a antitrombina III e diferentes proteases da cascata de coagulagdo. A inibicdo da
trombina pela antitrombina ¢ acelerada em mais de mil vezes na presenga da heparina. A
heparina também ¢ capaz de potencializar o efeito do co-fator II da heparina, que € especifico
para a trombina. Também libera e aumenta a sintese do inibidor da via do fator tecidual pelas
células endoteliais, interrompendo a via extrinseca da cascata de coagulacdo (NADER et al.,
2001).

Hottendorf et al. (1965) concluiram que a heparina ou um produto ativo da heparina ¢
liberado do mastocitoma na circulagdo sistémica em pelo menos alguns dos cdes com esta
neoplasia, mesmo que parte destes animais apresentem tempos de coagulacdo normais. A
ligacdo de heparina as proteinas pareceu reduzir ou eliminar sua atividade anticoagulante
(JAQUES, 1943). O complexo heparina-histamina pode inativar fisiologicamente a heparina
(LARSSON, 1957). Alguns estudos mostraram que a heparina é rapidamente removida da
circulagdo sistémica (OLSSON, 1963), e variacdes na velocidade de remoc¢do da heparina
poderiam afetar o tempo de coagulagdo. Paff and Bloom (1949) demonstraram ainda que, em
células de mastocitoma cultivadas in vitro, a liberacdo de heparina é resultado de
modificacdes degenerativas dos mastocitos, corroborando com a possibilidade de os efeitos de
hipocoagulabilidade no mastocitoma serem relacionados a classificagdo e gradacdo do
mastocitoma. Pode-se supor que mastocitomas mais indiferenciados podem liberar na
circulacao saguinea mais granulos de heparina que os demais, devido a um maior grau de
degeneracdo celular (HOTTENDOREF et al., 1969; PAFF & BLOOM, 1969), embora os
mastocitomas bem diferenciados € que apresentem um maior niimero de granulos de heparina
em seu citoplasma (BICHARD & SHERDING, 1998). Foi verificado que o grupo de caes
com mastocitoma que apresentaram os tempos de coagulacao prolongados tinham tumores de

tamanho intermediario (HOTTENDOREF et al., 1965).
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Diante de todas as confirmagdes de disturbios hemostaticos associados aos processos
neoplasicos e, especialmente aos mastocitomas, devido aos seus granulos de heparina, ¢ de
fundamental importancia que as alteragdes hemostaticas sejam estudadas e reconhecidas no
paciente canino acometido por este tipo de neoplasia. Sendo o mastocitoma um tumor
frequente em caes, e seu tratamento majoritariamente cirurgico, o0 médico veterindrio deve
saber quais os tipos de alteracdes hematoldgicas atribuidas ao desenvolvimento desta
neoplasia, para que possa indicar a realizagdo de exames laboratoriais com antecedéncia, e
prevenir ou estar preparado  para  possiveis  complicagdes  hemostaticas.

Nesse contexto, objetivou-se avaliar a hemostasia primaria e secundaria em caes
diagnosticados com mastocitoma cutaneo, na auséncia de qualquer tratamento prévio.
Também foi avaliada a relacdo entre os distiirbios hemostaticos e o grau histopatologico do
tumor, com base na classificagdo mais utilizada atualmente para esta neoplasia, a de Kiupel

(2011).

2.2. Material e Métodos

O projeto de pesquisa que originou o presente estudo foi aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias de
Jaboticabal (FCAV/UNESP), sob protocolo n° 22073/14.

Foram avaliados 50 cdes com ou sem raca definida, entre machos e fémeas,
distribuidos em dois grupos: grupo de animais sadios (grupo controle - GC): 20 caes, na idade
adulta, vacinados e desverminados, com perfis hematologico e bioquimico sanguineo
normais; grupo de animais com mastocitoma cutdneo (grupo doente — GD): 30 cdes com o
diagnostico de mastocitoma cutaneo confirmado por avaliagdo citoldgica e histopatoldgica do
tecido acometido. Dentre os animais do GD, subclassificamos os pacientes com mastocitomas
de Alto Grau em subgrupo SK1, e com mastocitomas de Baixo Grau em subgrupo SK2.

O diagndstico do mastocitoma canino foi confirmado através da citologia aspirativa
com agulha fina (CAAF) e da bidpsia incisional ou excisional, conforme a possibilidade de
cada caso.

Foram realizadas coletas de sangue venoso via pung¢ao da veia cefalica ou veia jugular

para avaliagcdo do estado da hemostasia primaria e secundaria. Todas as coletas citadas foram
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realizadas ap6s o diagnostico citoldgico do mastocitoma, antes de tratamento medicamentoso,
quimioterapico ou cirrgico.

As amostras para contagem automatizada de plaquetas foram armazenadas em tubos
estéreis com volume de aspiragdo de 4,0 mL, contendo 7,2 mg de EDTA (acido
etilenodiaminotetracético). As contagens de plaquetas foram realizadas em contador
automatico (Coulter T890®, Coulter Electronics, EUA) imediatamente apos a obtencdo da
amostra de sangue.

A partir do sangue venoso coletado, foram determinados os valores de fibrinogénio,
tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA). Todas as
amostras foram armazenadas em tubos estéreis com volume de aspira¢ao de 4,0 mL, contendo
citrato de sddio a 3,2%. As aliquotas de sangue venoso citratado foram centrifugadas (2500
rpm, durante 30 minutos) a temperatura de 8°C a 10°C. O plasma foi separado e armazenado
em tubos do tipo eppendorf, devidamente identificados, e mantido a temperatura de -40°C até
o momento das analises. Apds o término das coletas, as amostras de plasma citratado foram
descongeladas e analisadas em coagulometro (Coag 1000, WAMA Diagnostica, Brasil).

Todas as pecas tumorais excisadas dos animais acometidos foram fixadas em formol a
10% e encaminhadas para exame histopatoldgico para confirmagao diagndstica e gradagdo do
mastocitoma, conforme classificagdo de Kiupel (2011).

Para avaliar a associacdo entre as alteragoes hemostaticas e as diferentes classificagdes
de mastocitoma, foi utilizada a Andlise de Correspondéncia Multipla (ACM).

Para esta analise, foram utilizados os valores dos parametros hemostaticos dos animais
com mastocitoma, e associados com o grau de malignidade dos tumores, conforme a
classificagdo de Kiupel (2011), que os divide em alto grau e baixo grau. Os parametros
hemostaticos considerados foram o numero de plaquetas, o tempo de protrombina, o tempo de

tromboplastina parcial ativada e o fibrinogénio.

2.3. Resultados e Discussao

Conforme observado na descri¢do dos grupos no item Material e Métodos, os animais
doentes do grupo GD foram divididos em dois subgrupos, segundo a classificagdao
histopatologica do tumor estudado.

Conforme classificacdo de Kiupel, consideramos como subgrupos:
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SK1: 12 animais com mastocitomas de Alto Grau
SK2: 18 animais com mastocitomas de Baixo Grau

As variaveis hemostaticas consideradas para esta analise foram: nimero de plaquetas,
TTPA e TP. Devido ao pequeno numero de animais do GD com alteragdo no fibrinogénio
(3/30), optou-se por ndo incluir este parametro na analise multivariada, pois, em detrimento
do resultado final, sua pequena representagdo ndo alteraria a avaliagdo da hemostasia
secundaria, e poderia desconfigurar as demais categorias analisadas.

A analise de correspondéncia utiliza o qui-quadrado (x?) como conceito para
padronizagdo das frequéncias e formacgdo de base para as associacdes desejadas. O valor qui-
quadrado estuda a comparagdo entre o valor real e o valor esperado de uma célula de uma
tabela de contingéncia. Valores de qui-quadrado elevados quando a diferenca entre o valor
observado e esperado € positiva indicam preferéncia. Esses valores podem ser testados por
uma andlise de residuos, em que valores acima de 1,9 agrupam categorias fortemente
significativas; enquanto valores abaixo de 1,9 associam categorias fracamente significativas.
O Quadro 1 mostra os valores de residuos padronizados para cada categoria analisada dentro

dos dois grupos principais.

Quadro 1. Residuos padronizados e a correspondéncia entre os grupos controle ¢ doente. As células em vermelho
indicam valores fortemente significativos, e as células em azul indicam valores fracamente significativos.

GD GC SK1 SK2 TTPA<15| TTPA>15 | TP<12 | TP>=I2
GD
GC -3,46410
SK1 1,78885 | -2,19089
SK2 2,19089 | -2,68328 | -2,07846

TTPA<I5 -2,01375 | 2,46632 | -2,63818 | -0,44567
TTPA>15 2,36643 | -2,89828 | 3,10023 | 0,52372 | -3,48999
TP<I2 -0,63746 | 0,78072 | -1,60005 | 0,48348 | 0,94011 | -1,10476
TP>12 1,46059 | -1,78885 | 3,66617 | -1,10780 | -2,15407 | 2,53133 | -2,59230
Plaquetas<200 | 1,14578 | -1,40329 | 2,76276 | -0,77658 | -1,65337 | 1,94294 | -1,48886 | 3,41141
Plaquetas>200 | -0,67916 | 0,83180 | -1,63762 | 0,46032 | 0,98003 | -1,15168 | 0,88252 | -2,02211

O grupo doente mostrou estar associado a uma estrutura de dependéncia principal,
envolvendo Kiupel — Baixo Grau e TTPA>15 (p<0,01). Estas duas categorias foram as
categorias mais significativas dentro do grupo doente, pois o nimero de animais classificados
em Kiupel — Baixo Grau foi superior aos classificados em Alto Grau. Também, a alteracdo em

TTPA (=15 segundos) foi a mais encontrada nos animais do GD. Portanto, a primeira
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estrutura de dependéncia estd baseada na alta frequéncia destas caracteristicas nos animais do
experimento. Com uma associacdo menos importante, os animais classificados em Kiupel —
Alto Grau também foram relacionados ao GD nesta avaliacdo, mas o valor do residuo
padronizado para esta categoria foi inferior a 1,9 (vide Quadro 1), entdo representa uma
categoria fracamente significativa dentro do GD.

Além disso, ha outra estrutura de dependéncia ligada aos animais classificados em
Kiupel — Alto Grau. Foi possivel verificar uma forte associagdo deste grupo com TTPA>15
segundos, TP>12 segundos e plaquetas<200 mil/ pL de sangue.

A partir da construg¢do do quadro anterior, foi possivel criar um Mapa Perceptual, que
permite ao avaliador visualizar a proximidade entre as categorias propostas no trabalho de

pesquisa (Fig. 1).
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Figura 1. Mapa perceptual resultante da analise de correspondéncia multipla.

O mapa perceptual mostra associagdes de categorias com os grupos doente (GD) e
controle (GC) por proximidade espacial. Também ilustra as correspondéncias verificadas
entre as alteragdes hemostaticas encontradas com as categorias das duas classificacdes
utilizadas para mastocitomas.

As duas dimensdes representam 80,59% da inércia total: 54,69% decomposta na

primeira dimensdao e 25,90% da inércia restante decomposta na segunda dimensdo. As
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contribui¢des relativas de cada categoria a inércia (Quadro 2) sdo utilizadas para calcular a
qualidade da informagdo de cada uma das categorias no espago conjunto. Altas contribuigdes
a inércia correspondem as categorias determinantes para a identificagdo das dimensodes de
analise. A primeira dimensao do grafico do mapeamento perceptual exibe a maior quantidade

de inércia, sendo o mais relevante; a segunda dimensdo exibe a maior quantidade de inércia

depois da primeira, sendo o segundo mais importante.

Quadro 2. Inércia das categorias avaliadas de acordo com a Dimensao 1 e a Dimensao 2.

Coordin. Dim.1 Coordin. Dim.2 Dim 1 Dim 2
Grupo Doente -0,67425 0,44165 0,083132 0,075303
Grupo Controle 1,01137 -0,66247 0,124697 0,112955
Kiupel-Alto -1,37972 -0,73575 0,139241 0,083595
Kiupel-Baixo -0,20393 1,22658 0,004563 0,348500
TTPA<I15 0,73542 -0,06702 0,095603 0,001676
TTPA>15 -1,01558 0,09255 0,132023 0,002315
TP<12 0,32088 0,19980 0,026359 0,021576
TP>12 -1,68461 -1,04893 0,138386 0,113273
Plaquetas<200 -1,10732 -0,75202 0,097161 0,094611
Plaquetas>200 0,38906 0,26422 0,034138 0,033242

No presente estudo, as varidveis que mais contribuiram quanto a inércia foram:
TTPA>15 segundos, Kiupel Alto Grau, TP>12 segundos para os animais do GD na dimensao
1; além de TTPA<15 segundos e Plaquetas<200 mil/uL de sangue ligados ao Grupo Controle,
também na dimensdo 1. Na dimensdo 2, os animais classificados em Baixo Grau, e a categoria
de TP>12 segundos foram as categorias mais importantes para a inércia.

Quando se avaliou os subgrupos do GD e, ainda, com base no mapa perceptual
esquematizado acima (Fig. 1), foi possivel observar, de acordo com a proximidade entre as
categorias, que os resultados demonstram duas estruturas principais: numa delas, o Grupo
Doente ficou associado com TTPA>15 segundos, com o grupo SK2 e, menos
significativamente, com SKI1. Esta relacdo pode ser explicada, provavelmente, pelo alto
nimero de animais do Grupo Doente classificados em SK2 e com TTPA>15 segundos. Os
animais classificados em SK1 também foram significativos para o Grupo Doente e, de acordo

com o Mapa, estdo ainda mais proximos da alteracdo TTPA>15 segundos. A outra estrutura

de dependéncia mostra a proximidade entre as seguintes alteracdes hemostaticas: TTPA>15
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segundos, TP>12 segundos e Plaquetas<200 mil/puL de sangue, com os animais classificados
em Kiupel — Alto Grau, sugerindo que os tumores de maior malignidade foram os mais
associados com as alteragdes de coagulacao. Pelo Mapa, também ¢ possivel dizer que o TTPA
foi o parametro hemostatico mais alterado nos animais do GD, pois estabelece uma forte
relagdo com todos os animais do GD, e esta alterado tanto em animais classificados em Baixo
Grau, quanto em Alto Grau. Dos 30 animais avaliados no GD, 21 deles apresentaram
TTPA>15 segundos. Portanto, este parametro foi o mais significativo para o Grupo Doente e,
por isso, também estd proximo das outras alteragcdes de hemostasia dentro do Mapa.

Fazendo uma avaliagdo individual dos animais apenas do SK1, houve associacao desta
categoria com TTPA>15, TP>12 e plaquetas<200 mil/uL de sangue, indicando que as
maiores alteracdes hemostaticas provavelmente sao encontradas nos mastocitomas mais
malignos. As alteragdes em tempo de protrombina (TP) e nimero de plaquetas apresentam, no
mapa perceptual, estreita relagdo com os mastocitomas classificados em Alto Grau, o que
sugere que estas sdo alteragdes, no geral, menos encontradas nos animais com mastocitoma,
quando comparadas a alteragdo do TTPA. Isto porque no grupo SK2 praticamente nao houve
modificacdo no TP e no niimero de plaquetas, mas houve alteracio em TTPA também. Os
parametros TP e numero de plaquetas demonstram ser alteragdes menos significativas para o
GD, pois apresentaram residuos padronizados inferiores a 1,9 e estdo mais distantes do GD no
mapa perceptual; porém, também chegam a ser modificadas pela presenca de mastocitomas
muito malignos (grupo SK1), de quem estdo bem proéximos no mapa perceptual. O TP estava
alterado em oito, dos 30 animais do GD. Dentre estes oito animais, sete deles (87%) estavam
classificados em Alto Grau (SK1) e apenas um era do SK2. O mesmo ocorre para a categoria
de plaquetas<200 mil/uL de sangue. De 11 animais com plaquetas<200 mil/uL de sangue,
oito deles (72%) eram classificados em Alto Grau. Portanto, ¢ possivel afirmar que os
mastocitomas mais malignos compreendem as maiores alteragdes no perfil hemostatico
avaliado neste trabalho.

Ainda, também segundo a proximidade no Mapa, o Grupo Controle parece estar
associado com TTPA<15 segundos, TP<12 segundos e Plaquetas>200 mil/uL de sangue, que
sdo parametros dentro dos valores de normalidade para a espécie estudada.

Para a discussao do presente trabalho, ndo foram encontrados artigos recentes que
avaliassem a hemostasia dos mastocitomas, especificamente. A maioria dos trabalhos que

estudaram a hemostasia em pacientes com cancer fez analises que envolvessem mais de um
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tipo de tumor, com discussdes sobre a sindrome paraneoplasica e outras causas gerais de
disturbios de coagulacdo em neoplasias. Porém, poucos autores discorreram sobre possiveis
alteragdes hemostaticas causadas pelos granulos de heparina dos mastocitos, que sao vesiculas
exclusivas dos mastocitomas.

Comparando o perfil hemostatico dos animais do grupo doente em relagdo aos animais
do grupo controle, pode-se inferir que os valores de TTPa aumentados nos animais do GD,
independente de sua subclasse, podem estar relacionados com a liberacao da heparina pelos
granulos dos mastocitos neoplasicos ativados. A heparina se liga a antitrombina III e forma
um complexo anticoagulante, que atua nas vias intrinseca e comum da cascata de coagulagao
(BOUCAS et al., 2006). O aumento do tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) esta
fortemente associado com alteracdes na via intrinseca da cascata, o que pode justificar o
aumento deste tempo encontrado nos animais do GD. Conforme relatado por Paff & Bloom
(1969), a liberagdo da heparina na circulagdo sistémica por mastocitomas pode estar
relacionada com a modificacido degenerativa dos mastdcitos, processo que ocorre mais
frequentemente em tumores maiores ou menos diferenciados. Portanto, pode-se supor que
mastocitomas mais indiferenciados podem liberar na circulagdo sanguinea mais granulos de
heparina que os demais, devido a um maior grau de degeneragdo celular (HOTTENDORF et
al.,, 1969; PAFF & BLOOM, 1969), embora os mastocitomas bem diferenciados ¢ que
apresentem um maior numero de granulos de heparina em seu citoplasma (BICHARD &
SHERDING, 1998). Esta informacdo ¢ respaldada pela tabela de Burt (Tab. 1), na qual
podemos observar que, dos 12 animais do subgrupo SK1, todos eles apresentaram TTPa>15s,
enquanto que dos 18 animais do subgrupo SK2, apenas nove deles apresentaram TTPa>135s,

ratificando que a malignidade do tumor deve estar associada ao aumento do TTPa.
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Tabela 1. Tabela de Burt. Numero de animais nas categorias avaliadas, interligando os parametros hemostaticos

e as classificagdes de mastocitomas.

GD GC SK1 ~ SK2 TTPA<15 TTPA>15 TP<l12s TP>12 PIq<200 Plg=>200

GD 30 0 12 18 9 21 22 8 11 19
GC 0 20 0 0 20 0 20 0 2 18
SK1 12 0 12 0 0 12 5 7 8 4
SK2 18 0 0 18 9 9 17 1 3 15
TTPa<15 9 20 0 9 29 0 29 0 3 26
TTPa>15 21 0 12 9 0 21 13 8 10 11
TP<12 22 20 5 17 29 13 42 0 6 36
TP>12 8 0 7 1 0 8 0 8 7 1
Plg<200 11 2 8 3 3 10 6 7 13 0
Plq>200 19 18 4 15 26 11 36 1 0 37

Alguns autores citam que hé a possibilidade de a heparina ser liberada mesmo em caes
com mastocitoma que apresentem tempos de coagulagdo normais, pois a heparina livre na
circulacao sistémica pode se ligar a outras proteinas (JAQUES, 1943) e a histamina. A
formacdo de um complexo entre a heparina e a histamina pode reduzir sua atividade ou
mesmo inibir sua atividade anticoagulante (LARSSON, 1957). Outros estudos mostram que a
heparina isolada ¢ rapidamente eliminada da circulagao, e a velocidade com que essa expulsao
¢ realizada também interfere nas alteragcdes de coagulacdao (OLSSON, 1963). Em tumores
com maior malignidade, pode-se considerar que a quantidade de heparina liberada pelas
vesiculas de armazenamento seja excessiva, a tal ponto que pode ndo ocorrer uma formagao
suficiente de complexos que inibam sua atividade (HOTTENDORF, 1969). Por outro lado,
animais com tumores mais indiferenciados podem apresentar déficits metabolicos, organicos
ou imunologicos, que também podem interferir negativamente na resposta a formacao destes
complexos heparina-proteina ou heparina-histamina. Também ¢ valido ressaltar que o
tamanho do tumor parece estar relacionado com as alteragdes hemostaticas. Quanto maior a
area tumoral, maior a quantidade de granulos de heparina envolvida, e maior sua liberagao

sist€émica em quadros mais graves (CURRY et al., 1998; OLIVER et al., 1947).
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Considerando a associagdo do TP>12 em relagdo aos animais do grupo SK1, apesar de
fracamente significativo, o prolongamento deste tempo pode representar problemas na via
extrinseca da cascata de coagulacdo, uma vez que a inibi¢ao do fator X, promovida pela
heparina, também afeta esta via (SAMPAIO et al., 2006). Além disso, a heparina também
estimula a liberacdo de uma proteina — a partir das células endoteliais - chamada inibidor do
fator da via tecidual (IVFT), que desliga uma protease plasmatica responsavel por regular a
via extrinseca da cascata de coagulagao (BOUCAS et al., 2006), podendo ocasionar um
prolongamento do tempo de protrombina (TP). Portanto, a acdo deste inibidor pode
desempenhar um papel nos efeitos anticoagulantes da heparina isolada, que ¢ encontrada em
menor quantidade na circulagdo sistémica, devido a rapida formagdo de complexos
heparinicos (SAMPAIO et al., 2006). A atuacdo de complexos formados entre a heparina e
outras substancias (proteinas e/ou histamina) ocorre com maior frequéncia do que a agdo da
heparina isolada na circulagdo; por isso pode-se dizer que a alteragdo na via extrinseca ¢
menos significativa que a alteragdo na via intrinseca, mesmo que ambas possam ocorrer na
vigéncia do mastocitoma.

Com relagdo ao numero de plaquetas ter se mostrado fracamente associado aos
animais do SK1, pode-se considerar que sua diminui¢do nos animais com mastocitoma pode
ser decorrente de outras causas, como infecgdes concomitantes ou deficiéncias nutricionais,
por exemplo de folato, e ndo decorrente da presenca tumoral. Também pode ocorrer redugao
de plaquetas quando, em tumores mais agressivos, houver a invasdo metastatica da medula
ossea (GOLDSMITH, 2001). A trombocitopenia também pode ser atribuida a consumo e
destruicdo (processos auto-imunes), sequestro esplénico por esplenomegalia ou
hiperesplenismo (TAKAHIRA, 2008). Neste estudo, houve alteragdo na contagem plaquetaria
em apenas 36% dos animais doentes, sendo que destes animais, 72% deles estavam com
mastocitoma de Alto Grau. Importante ressaltar que nenhum dos cdes do GD apresentou
petéquias ou equimoses evidentes; portanto, apesar da variagdo numeérica na contagem
plaquetaria, ¢ provavel que esta alteragcdo na hemostasia primaria ndo seja clinicamente
relevante, considerando, para isso, apenas os resultados da casuistica deste trabalho. De
qualquer forma, a associacdo entre um déficit na contagem total de plaquetas e o grupo SK1
pode ser explicada pelo surgimento de déficits metabolicos, nutricionais e pela presenca de

metastases em animais com tumores mais malignos.
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O fibrinogénio mostrou ser uma variavel praticamente inalterada pela presenca do
mastocitoma, considerando o nimero de animais estudados no grupo doente desta pesquisa.

Este estudo mostrou a importancia da realizagao de plaquetogramas e coagulogramas
prévios a cirurgias de resseccao de mastocitomas cutaneos. Ainda sdo necessarios trabalhos
adicionais, que avaliem e associem o tamanho dos tumores, o tempo de aparecimento € a
velocidade de crescimento dos mesmos com seu grau de malignidade. E importante que sejam
realizadas novas pesquisas para detalhar o envolvimento da heparina em cada caso individual,
uma vez que os tempos de coagulacdo parecem se alterar conforme a quantidade e a

velocidade de liberagao desta substancia na circulagao sist€émica.

2.4. Conclusoes

Pode-se concluir que a contagem de plaquetas em cdes com mastocitoma parece ser
pouco alterada pela presenca do tumor, acontecendo, principalmente, em animais com
mastocitomas de Alto Grau. Quanto a hemostasia secundaria, houve aumentos no TTPA ¢ no
TP em um nUmero significativo de animais do GD (70% dos caes). Finalmente, os
mastocitomas classificados em Alto Grau de malignidade apresentaram as maiores alteragoes
na avaliacdo da hemostasia, tanto primaria quanto secundaria. Os mastocitomas de Baixo
Grau mostraram poucas alteracdes nos valores hemostaticos, e nesta classificacao de tumores,

o TTPA, ¢ que foi o parametro mais alterado.
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