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ROMAO, F. G. Analise do perfil hemostatico e do risco tromboembélico em
caes submetidos ao tratamento com prednisona. Botucatu, 2012. 72p.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus
de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Os disturbios trombdéticos e tromboembdlicos aparentemente sdo menos comuns em
felinos e caninos do que em humanos. A trombose foi reconhecida clinicamente
associada a algumas doencas, como o hiperadrenocorticismo (HAC). Varios
farmacos podem alterar o equilibrio hemostatico; dentre elas a prednisona,
corticosteroide amplamente utilizado na medicina veterinaria principalmente por seus
efeitos imunossupressivos e anti-inflamatorios. Além disso, sabe-se que o
hipercortisolismo pode estimular a formacéo de trombos pelo aumento de fatores de
coagulacédo e diminuicao da fibrindlise. O objetivo do presente estudo, portanto, foi
demonstrar o efeito da prednisona sobre o perfil hemostético. Para tanto, foram
constituidos dois grupos experimentais, sendo o grupo |, composto de 10 cées
higidos que receberam a dose de 1,0 mg/kg/BID por 15 dias, e ogrupo Il, composto
de 10 cées higidos que receberam a dose de 2,0 mg/kg/BID por 15 dias. Houve
diminuicao significativa dos niveis de antitrombina em ambos os grupos, aumento da
agregacdo plaquetaria e diminuicdo do fator de von Willebrand no grupo Il. Nao
foram observadas alteracdes estatisticamente significativas em relacdo ao tempo de
sangramento da mucosa oral (TSMO), tempo de protrombina (TP), tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA), tempo de trombina (TT), contagem
plaquetéria, e dos valores de fibrinogénio, fator VIl e produtos de degradacédo da
fibrina (PDFs) em nenhum dos grupos. Pode-se concluir que a prednisona pode
aumentar o risco tromboembdlico especialmente por diminuicdo de fatores

anticoagulantes, ndo importando a dose utilizada.

Palavras-chave: Plaquetas; Hemostasia; Prednisona; Tromboembolismo.



ROMAO, F. G.Analysis of the hemostatic profile and thromboembolic risk in
dogs treated with prednisone. Botucatu, 2012. 72p. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade
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ABSTRACT

Thrombotic and thromboembolic disorders apparently are less common in cats and
dogs than in humans.Thrombosis was clinically recognized associated with some
diseases, such as hyperadrenocorticism (HAC). Several drugs can change the
hemostatic balance, such as the corticosteroid prednisone, widely used in veterinary
medicine mainly by its immunosuppresive and anti-inflammatory effects. In addition,
it is known that hypercortisolism can stimulate the thrombi formation by the increase
of coagulation factors and reduced fibrinolysis.The aim of this study, therefore, was
to demonstrate the effect of prednisone on haemostatic profile. For this purpose, two
experimental groups were set up, the group | composed by 10 higid dogs, which
received a dose of 1,0 mg/kg/BID for 15 days, and group II, composed by 10 higid
dogs that received the dose of 2,0 mg/kg/BID for 15 days.There was a significant
decrease on antithrombin levels in both groups, increase on platelet aggregation and
decrease of von Willebrand factor activity on group Il. No statistically significant
changes were observed in relation to oral mucosal bleeding time (OMBT),
prothrombin time (PT), activated partial thromboplastin time (APTT), thrombin time
(TT), platelet count, plasmatic fibrinogen values,factor VIII activityand fibrin
degradation products (FDPs) in both groups. It can be concluded that the prednisone
can increase the thromboembolic risk, especially by the decrease of anticoagulant

factors, regardless of the dosage.

Keywords: Platelets; Hemostasis; Prednisone; Thromboembolism.
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INTRODUCAO

Apesar de o risco tromboembdlico ser mais comum em humanos, este tem
sido mais associado ao hipercortisolismo em cées do que em seres humanos
(BURNS et al., 1981). Ainda assim s&o raros os estudos prospectivos e controlados
sobre o efeito dos corticosteroides sobre a hemostasia em cées. A auséncia de uma
investigacao sistematica dos estados de hipercoagulabilidade pode mascarar a real
importancia do hipercortisolismo sobre o risco tromboembdlico.

A maioria dos trabalhos analisou animais que apresentavam
hiperadrenocorticismo (HAC), de modo que ainda ndo esta claro se as alteracdes
hemostaticas estdo diretamente ligadas ao efeito direto dos corticoides ou as
complicacbes decorrentes da elevacdo enddgena observada em casos de HAC,
incluindo aquelas provocadas pelo desequilibrio metabdlico ou pela acdo dos
mineralocorticoides.

A prednisona é um corticoide amplamente utilizado na rotina de clinicas e
hospitais veterinarios. A despeito deste fato, ha poucos estudos que realizaram a
administracdo exogena de prednisona avaliando protocolos mais prolongados de
terapia de 15 dias, comparando os efeitos de doses anti-inflamatorias e
imunossupressoras (ROSE et al., 2011).

As possiveis diferencas observadas no comportamento da antitrombina (AT)
em seres humanos e caes tém implicacdes na indicacdo do uso da heparina como
agente profilatico e terapéutico nas complicacdes tromboembdlicas em pacientes
com HAC. A heparina age acelerando a atividade da AT e seu uso pode nao ser
efetivo se os niveis de AT estiverem diminuidos (GUIMARAES, 2005).

Além disso, existem poucos trabalhos que estudam a acdo especifica do uso
da prednisona sobre a funcé@o e morfologia das plaquetas, ja que a maior parte dos
estudos analisa os fatores de coagulacdo, o0s anticoagulantes, e o0 sistema
fibrinolitico.

Desta forma, pretendemos avaliar o efeito da prednisona sobre o numeroe
funcdo das plaguetas, a coagulacdo e o sistema fibrinolitico em um estudo
prospectivo e controlado de dois protocolos terapéuticos em cées sadios, isentando
em grande parte o efeito mineralocorticoide e sua influéncia sobre outras
complicacBes sistémicas a fim de determinar o risco tromboembdlico associado a

corticoidoterapia.



REVISAO DE LITERATURA

Os componentes do sistema hemostatico incluem as plaquetas, vasos
sanguineos, o fator de von Willebrand, os fatores de coagulacéo, os anticoagulantes
naturais e o sistema fibrinolitico. A ativacao dos fatores de coagulacdo culmina com
a formacdo de um tampao hemostatico, constituido de plaquetas e fibrina, que deve
manter-se restrito ao local da lesdo vascular de forma a prevenir a coagulacéo
disseminada e a doenca tromboembolica. Os anticoagulantes naturais, cujos
principais representantes sdo a antitrombina, anteriormente denominada
antitrombina lll, e as proteinas C e S, atuam principalmente por meio da degradacéo
de fatores da coagulacdo. Ja o sistema fibrinolitico atua sobre a fibrina formada no
local da lesdo vascular, degradando-a e estabilizando o coagulo. Desta forma, em
condicbes normais, 0S mecanismos anticoagulantes prevalecem sobre os pro-
coagulantes (VIEIRA et al.,, 2007).Desde a descoberta das plaquetas em 1881,
existe uma série de estudos para a avaliagdo e entendimento da fungéo plaquetaria
(MICHELSON, 1996). As plaquetas sdo componentes importantes da hemostasia,
possuindo papel-chave na formacgéo de trombos devido a sua capacidade de adeséo
e acumulo em lesbes nos vasos sanguineos (PATRONO et al., 2004; REBAR et al.,
2005; NURDEN, 2007).

Em um estado fisiologico normal, as plaquetas circulam sem aderir ao
endotélio vascular integro; havendo qualquer lesdo vascular, ou ainda uma alteracao
no fluxo sanguineo, ocorre ativagcdo plaquetaria, que promove um importante papel
nas respostas benigna e patolégica a lesdo vascular e trombose (PACKHAM e
MUSTARD, 1977; HARRISON, 2005). As plaguetas sdo as uUnicas celulas que
expressam exclusivamente COX-1 em caes (NARITA et al., 2007; FRESNO et al.,
2008); esta forma o tromboxano A2, que por sua vez, induz a agregacao plaquetaria
e vasoconstricdo (LUNSFORD e MACKIN, 2007). Os corticosteroides, por inibirem
tanto a via da inflamacdo da COX-1 quanto da COX-2, inibiriam estes mecanismos
(CORTESE et al., 2007).

A trombose desenvolve-se em resposta a alteragbes nos mecanismos
anticoagulantes do sistema hemostatico normal. Os fatores que interagem e
predispdem a formacdo de trombos incluem lesdo endotelial, estase vascular e
hipercoagulabilidade. Em pequenos animais, as principais causas de trombose séo:
lesdo do endotélio vascular associada a infeccfes (dirofilariose, sepse, endocardite

bacteriana) ou por deposi¢cdo de complexos imunes; injuria ao endocardio e estase



sanguinea resultante de cardiopatias (cardiomiopatia hipertréfica felina);
trombocitopatias (diabetes mellitus); e distlrbios associados a hipercoagulabilidade
ou hipofibrindlise (hiperadrenocorticismo, neoplasias ou deficiéncia de antitrombina-
[Il secundaria a glomerulopatia) (BURNS et al., 1981; FELDMAN e RASEDEE, 1986;
LARUE e MURTAUGH, 1990; NICHOLS, 1997; BAINES et al., 2001; JACOBY et al.,
2001; SCOTT-MONCRIEF et al., 2001; TESHIMA et al., 2008).

O hiperadrenocorticismo (HAC) e a administracdo de glicocorticoides
exégenos tém sido associados a trombocitose (NIESSEN et al., 1995). Entretanto, a
administracdo isolada de prednisona em cdes saudaveis tem resultado em
resultados inconsistentes, demonstrando que a relagdo causa-efeito ainda ndo esta
bem esclarecida (STOCKHAM e SCOTT, 2008).

Ainda nao esta claro se a trombocitose observada nos quadros de HAC pode
contribuir para o risco tromboembdlico assim como ocorre na trombocitemia
essencial, que pode chegar a contagens de até 5.000.000/uL (BASS e SCHULTZE,
1998). Em estudo apresentado por Feldman e Rasedde (1986) com cées com
hiperadrenocorticismo nao houveram alteracbes significativas na contagem
plaquetaria.

O aumento consideravel no niumero de plaquetas que ocorre nos primeiros
dias pos-tratamento com prednisona em cdes com trombocitopenia imunomediada
ocorre pela diminuicdo da destruicdo plaquetaria mediada pelo sistema imune
(ROZANSKI et al.,, 2002; CORTESE et al., 2007). A acdo imunossupressora da
prednisona também é responsavel pela melhora na agregacdo plaquetaria em
enfermidades associadas a formacdo de anticorpos anti-plaquetas (FRESNO et al.,
2008).

Outro estudo, conduzido por Narita et al. (2007) em caes sadios, demonstrou
que a administragdo conjunta de meloxicam e prednisolona nao resultou em
mudancas significativas em relacdo aos testes de funcdo plaquetaria ou a sinais
clinicos evidentes, como petéquias e equimoses. Por outro lado, um estudo em
suinos demonstrou um aumento na atividade plaquetaria induzida pelo ADP 60
minutos apos a administracdo do ACTH (POZZI et al., 2009).

A trombose esta geralmente associada com uma ou mais das seguintes
condicOes: lesdo endotelial, alteracbes no fluxo sanguineo e mudancas na

coagulabilidade do sangue. Em cdaes, a trombose esta relacionada a uma grande



variedade de condi¢des patoldgicas, dentre as quais o0 hiperadrenocorticismo possui
importante destaque (VAN WINKLE e BRUCE, 1993).

Distarbios enddécrinos possuem uma influéncia significativa no balancgo
hemostatico. Varios resultados de testes de coagulacdo anormais foram descritos
em pacientes com valores hormonais alterados. Duas vias de coagulacdo sao
reconhecidas: a via extrinseca, ou via do fator tecidual, e a via intrinseca, ou via de
ativacdo por contato. Estas duas vias da cascata de coagulacdo convergem para
uma via comum, a qual leva a geracdo da principal enzima de coagulacdo, a
trombina; esta ndo apenas catalisa a conversao de fibrinogénio em fibrina, mas
também exerce um papel fundamental na amplificacdo da cascata pela ativacao por
feedback de fatores de coagulagdo em vérios locais (FURIE e FURIE, 2008).

Véarios mecanismos fisiolégicos antitromboéticos atuam em conjunto para
prevenir a formac@o de coagulos sob circunstancias normais. A atividade otmizada
de cada um dos sistemas anticoagulantes depende da integridade do endotélio
vascular. Varios destes mecanismos antitromboticos, incluindo a antitrombina, o
sistema proteina C - proteina S - trombomodulina, dentre outros, atuam em locais
diferentes na cascata de coagulacdo para inibir o acumulo de fibrina. A fibrina
formada apesar de acdes anticoagulantes é entdo degradada pelo sistema
fibrinolitico. O plasminogénio € uma forma inativa da plasmina, a qual representa a
principal enzima protease do sistema fibrinolitico plasmatico, atuando na digestao da
fibrina em produtos da degradacéo da fibrina (PDFs) (FRANCHINI et al., 2010).

Os principais ativadores fisiolégicos de plasminogénio que convertem o
plasminogénio em plasmina sé&o o ativador do plasminogénio tecidual e o ativador do
plasminogénio tipo-uroquinase, embora o primeiro seja prevalente sob condi¢des
fisiolégicas. A regulacéo fisiologica da fibrindlise plasmatica ocorre primariamente
em dois niveis: inibidores dos ativadores de plasminogénio (IAP), principalmente o
IAP-1, e alfa-2 antiplasmina, que inibem a plasmina (FRANCHINI et al., 2010).

O mecanismo hemostéatico € um sistema intrinseco de for¢cas pro-coagulantes
e anticoagulantes que interagem para a producdo de um coagulo; o sistema
fibrinolitico entdo opera para lisar o coagulo. Estes sistemas evoluiram para manter
o sangue em um estado de fluidez normal sob condic@es fisiologicas, e ainda para
prevenir perdas sanguineas importantes no momento da lesdo (JACOBY et al.,
2001).



O hipercortisolismo € uma condicdo que estda associada a obesidade,
hipertenséo, resisténcia a insulina, além de aumento do risco cardiovascular e
tromboembdlico. O hiperarenocorticismo foi relacionado a um estado de
hipercoagulabilidade e aumento da incidéncia de eventros tromboembdlicos venosos
(MANETTI et al., 2010; FLINT et al., 2011; GOGGS et al., 2012). E possivel afirmar
que as alteracdes no perfil hemostatico em decorréncia do hipercortisolismo ocorram
por lesdo vascular ou endotelial e acimulo de gordura central, ocasionadas pelos
efeitos colaterais dos corticoides, em especial a hipertensdo e a resisténcia
insulinica (BROTMAN et al., 2006). Tanto o hipercortisolismo enddgeno (como a
sindrome de Cushing) quanto o exdgeno (administracao de glicocorticoides) podem
levar aos mesmos efeitos em diversos sistemas (SQUIZZATO et al., 2007). Embora
nosso trabalho tenha estudado a acédo da administracdo de apenas 15 dias da
prednisona, um corticoide usado extensivamente na rotina da clinica de pequenos
animais, os individuos utilizados em nosso estudo apresentaram sinais classicos do
hiperadrenocorticismo ao final do tratamento, como polilria, polidipsia, polifagia, e
ganho de peso.

Em um estudo realizado com criangas submetidas a protocolo quimioterapico
para leucemia, comparando a administragdo da dexametasona e da prednisona com
relacdo ao risco tromboembdlico, o grupo tratado com a segunda apresentou maior
indice de ocorréncia de evento tromboembdlico (10,4% versus 1,8%); porém, um
dado interessante diz respeito a maior concentracdo de fator de von Willebrand em
pacientes tratados no grupo com dexametasona (NOWAK-GOTTI et al., 2003).
Outro estudo realizado com individuos sadios que receberam a administracdo de
cinco dias de dexametasona também ndo encontrou diferenca estatitisca
significativa entre antes e depois do tratamento com o corticoide na concentracéo do
fator de von Willebrand (BROTMAN et al., 2006). Seria interessante a realizacédo de
um estudo comparando diferentes glicocorticoides e doses com relagcdo ao seu
efeito no perfil hemostatico em cées sadios.

Pacientes com sindrome de Cushing apresentam maiores taxas de
mortalidade quando comparados a populacéo geral, muito em razdo do aumento em
até quatro vezes das complicacdes tromboembdlicas em individuos acometidos por
esta enfermidade (JACOBY et al., 2001; KASTELAN et al. 2009). Estudos in vitro
demonstraram uma diminui¢@o da atividade fibrinolitica induzida por corticosteroides,

principalmente em decorréncia da estimulacdo da sintese/secrecdo do inibidor da



ativacdo do plasminogénio-l (IAP-1) (BROTMAN et al., 2006; FRANCHINI et al.,
2010; VAN DER PAS et al., 2012). A terapia com corticosteroides foi implicada como
causa de trombose em humanos, e um estudo indicou que as concentracdes locais
de ativador de plasminogénio tecidual estdo diminuidas em pacientes com
prednisona; o papel dos esteroides na trombose pode, portanto, ocorrer por
diminuicdo deste ativador, levando a diminuicdo das concentracbes de plasmina,
uma enzima que media a lise do coagulo (VAN WINKLE e BRUCE, 1993). Na
verdade, 0s mecanismos pelos quais 0s glicocorticoides aumentam o0 risco
trombdtico ndo sdo ainda claramente definidos, mas é bem provavel que o facam
pela estimulacdo da transcricdo genética mediada por receptores de corticoides
(BROTMAN et al., 2006; VAN ZAANE et al., 2009).

Ha varios relatos da ocorréncia de trombose em cdes com HAC (LARUE et
al., 1990; NICHOLS, 1997; BOSWOOD et al., 2000; JACOBY et al., 2001; TESHIMA
et al., 2008) e ao tratamento com glicocorticoides em humanos (KASTELAN et al.,
2009).

O estado de hipercoagulabilidade associado ao hipercortisolismo tem sido
atribuido a um aumento na atividade dos fatores de coagulacéo e uma diminuicdo da
atividade fibrinolitica, levando a um risco maior de ocorréncia de tromboembolismo
(JACOBY et al., 2001). Elevacdes da concentracédo dos fatores de coagulacao Il, V,
VII, 1X, X e Xl e do fibrinogénio e a diminuicdo das concentracdes de antitrombina Ill
e do complexo trombina-antitrombina foram observadas em cédes e seres humanos
com HAC (JACOBY et al., 2001; TESHIMA et al., 2008; ZAANE et al., 2009)

O aumento no fator VIII correlacionado ao aumento do cortisol relatado em
pacientes humanos com sindrome de Cushing (KASTELAN et al., 2009) n&o foi
observado em cées (FELDMAN e RASEDEE, 1986; JACOBY et al., 2001). Jacoby et
al. (2001) também néo detectaram elevacBes na concentracdo do fator IX. As
possiveis complicacfes hepaticas associadas a elevacao cronica do cortisol podem
explicar a auséncia de elevacao de alguns fatores de coagulacdo. Sao descritas
alteracdes, tais como hepatomegalia e degeneracdo vacuolar dos hepatdcitos, com
acumulo de glicogénio e/ou lipidios, promovendo elevacao dos niveis séricos alanina
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA) e gama glutamiltransferase (GGT)
(SANTOS et al., 2008).

A elevagdo dos fatores de coagulacdo pode representar tanto uma

predisposicdo, quanto uma resposta a um estado trombotico (FELDMAN



eRASEDEE, 1986). O fator de Von Willebrand (FvW) e os Dimeros-D também se
apresentaram elevados em seres humanos com HAC (ZAANE et al., 2009).

Um simples aumento nos fatores procoagulantes ndo parece ser uma
explicacdo razoavel para o estado de hipercoagulabilidade. Uma falha no sistema
anticoagulante poderia contribuir para esta condi¢cdo (JACOBY et al., 2001).

Estudos in vitro demonstraram que o0s corticosteroides podem reduzir a
atividade fibrinolitica suprimindo a secrecéo da proteina ativadora do plasminogénio
pelo endotélio e figado, ou induzindo a liberagdo do inibidor de ativacdo do
plasminogénio tipo | (PATRASSI et al., 1992).

Por outro lado, Kastelan et al. (2009) detectaram um aumento nos niveis da
antitrombina em humanos com HAC, fato também observado em caes por
FELDMAN e RASEDEE (1986), j4 que a diminuicdo dos niveis plasmaticos da AT ou
da atividade dessa proteina pode predispor o individuo a formagcdo de trombos
(AMBRUSO et al., 1982).

O tromboembolismo pulmonar (TEP) é uma complicacdo comumente
relacionada ao hiperadrenocorticismo (BURNS et al., 1981; SMALL et al., 1983;
LARUE et al., 1990; NICHOLS, 1997) entretanto, Feldman e Rasedee (1986) n&o
observaram alteracdes clinicas compativeis com esta condi¢cdo. Entretanto, apesar
dos relatos da associacao entre a Sindrome de Cushing e um maior risco de TEP,
existem poucas evidéncias do efeito da administracdo exdgena de corticoides sobre
os estados de coagulabilidade. A corticoterapia foi sugerida como causa de
hipercoagulabilidade em c&es com anemia hemolitica imunomediada (LARUE e
MURTAUGH, 1990; DENNIS, 1991), embora SCOTT-MONCRIEF et al. (2001) nédo
tenham observado diferenca na incidéncia de coagulacéo intravascular disseminada
entre caes tratados com ou sem prednisona. Entretanto, estes cées foram avaliados
por um periodo maximo de sete dias de uso da prednisona e um tempo maior de
terapia poderia ter causado alteracdes significativas.

As concentracBes plasméaticas aumentadas de glicocorticoides (sindrome de
Cushing) sdo acompanhadas por um aumento do catabolismo proteico e
gliconeogénese (OLIVEIRA, 2004). O cortisol também aumenta os niveis de lipidios
séricos e colesterol, fatores que estdo associados com trombose no ser humano. A
glomerulonefrite, causada na maioria das vezes pela hipertenséo arterial sistémica
que ocorre em casos de HAC, pode explicar o aumento do risco tromboembdlico

pela perda de proteinas, em especial, a antitrombina-1ll (BURNS et al., 1981).



Devido a complexidade de eventos enddcrinos e metabdlicos, torna-se dificil
avaliar o quanto as complicacdes associadas a elevacao crbénica do cortisol e a acéao
concomitante dos mineralocorticoides enddgenos contribuem para o estado de
hipercoagulabilidade observado nos casos de hipercortisolismo.

Alguns hormoénios, como o estradiol e a progesterona, também tém sido
associados a um maior risco tromboembdlico em seres humanos (FARIAS et al.,
2006). Os progestagenos formam um grupo de esteroides que apresentam
capacidade de ligacdo com receptores de outros esteroides, como o0s estrogénios,
androgénios, glicocorticoides e mineralocorticoides. Essa capacidade, bem como o
perfil de afinidade por cada um desses receptores, pode resultar em riscos
diferentes para a trombose, a depender do progestageno associado ao estrogénio.
Um exemplo dessa afirmacao é um estudo experimental que comparou o efeito pro-
coagulante em vasos sanglineos tratados com diversos progestagenos isolados,
mostrando maior expressdo de receptores para trombina, quando foram usados
progestagénios com maior atividade glicocorticoide (VIEIRA et al., 2007).

Diversos outros farmacos apresentam efeito sobre o sistema hemostatico. A
vincristina é outra droga usada no tratamento de trombocitopatias, pelo fato de
estimular a trombocitopoiese, acelerar a fragmentagdo dos megacariécitos e diminuir
a destruicdo das plaquetas; porém, outros autores demonstraram que apos a
administracdo de vincristina no tratamento de linfoma, houve falha na funcéo
plaquetaria (ROZANSKI et al., 2002).

Em relacdo a avaliacdo da hemostasia primaria, esta ndo se restringe a
contagem plaquetaria, mas inclui também provas de avaliagdo funcional como o
tempo de sangramento da mucosa oral (TSMO) e as provas de agregacéo
plaguetaria (STOCKHAM e SCOTT, 2008). O ADP (adenosina difosfato) € um
importante agonista plaquetario, liberado quando as plaquetas sofrem acdo do
colageno ou de outros agonistas como a trombina ou quando ha lesdo celular
(PACKHAM e MUSTARD, 1977), que altera a morfologia celular e estimula a
agregacdao plaquetaria (JIN et al., 1998). O receptor de superficie para fibrinogénio é
estimulado pela presenca de ADP, epinefrina, coldgeno, acido araquiddnico ou
trombina (CATALFAMO et al., 1986) que podem ser utilizados na avaliacao in vitro
da capacidade funcional plaquetéria (STOCKHAM e SCOTT, 2008).

E sabido que a adicdo de ADP as plaquetas na presenca de concentracées

fisioldgicas de Ca®', altera suas formas, induz mudancas conformacionais do
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complexo da glicoproteina de membrana llb-llla, e expde o0 sitio receptor de
fibrinogénio deste complexo. O processo permite a ligacdo do fibrinogénio ao seu
receptor, levando a ligacdo de receptores de diferentes plquetas, causando
agregacdo (LANDOLFI et al., 1991; SOLOVIEV et al., 1999). Em nivel intracelular, a
ativacdo pelo ADP aumenta o pH do citosol pela troca de Na'/K', e aumento
transiente das concentracdes de Ca®' livre pelo influxo deste fon através da
membrana plasmatica e mobilizacdo de estoques internos e do inositol. Aléem disso,
o ADP inibe a acdo da adenilato ciclase ativada, embora isto por si sO seja
insuficiente para induzir a agregacdo plaquetaria (SOLOVIEV et al., 1999). As
proteinas e glicoproteinas atuam como receptores presentes na membrana interna e
externa da plaqueta. As glicoproteinas estdo envolvidas na ligacdo com o fvW,
colageno e fibrinogénio, importantes nos processos de adesdo e agregacao
plaquetaria (VENTURA, 2011).

A avaliacdo da hemostasia secundaria pode ser efetuada pela mensuracéo do
tempo de protrombina (TP) e do tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) ou
da atividade isolada dos fatores de coagulacdo (STOCKHAM e SCOTT, 2008).

Em uma reviséo sistematica sobre os mecanismos envolvidos no estado de
hipercoagulabilidade associados a sindrome de Cushing em humanos realizado por
Zaane et al. (2009), todos os testes dos fatores de coagulacdo encontraram-se
discretamente aumentados durante o excesso de glicocorticoides, porém diferencas
estatisticas foram obtidas apenas para o fator VIII (FVIII), fator IX (FIX) e o fator de
von Willebrand (FVW). Uma tendéncia de elevacao dos niveis de dimeros-D também
foi detectada. Os niveis do fator VIII, IX e do FYW apresentaram correlacdo com o
estagio clinico do paciente. O encurtamento do TTPA foi observado na maioria dos
estudos relevantes, ao passo que o TP, o TSMO e a agregacao plaquetéaria foram os
testes menos alterados (ZAANE et al., 2009).

Aparentemente a associacdo do FVW com o fator VIlindo esta envolvido na
formacao de trombose ja que a infusdo de FVYW em cdes com a doenca de von
Willebrand ndo levou a trombose, ao passo queanimais com hemofilia A
apresentaram o problema (NICHOLS et al., 1993).

A ocorréncia de trombose associada a elevacdo endogena de cortisol pode
ser o principal sinal clinico que leva o proprietario a buscar auxilio veterinério

(JAFFE et al., 1999). O TEP é a forma de trombose mais relatada em animais em
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estados de hipercoagulabilidade (BAINES et al., 2001; SCOTT-MONCRIEFF et al.,

2001).

As complicagfes tromboembdlicas sé@o cerca de quatro vezes mais frequentes
em pacientes humanos com HAC em relacdo a populacdo em geral, contribuindo
para 0 aumento da taxa de mortalidade desta doenca (SMALL et al., 1983). O
tromboembolismo pulmonar foi relatado em 1,9-2,5% dos pacientes humanos
internados com sindrome de Cushing e apontado como causa mortis em 0-1,9%
(ZAANE et al., 2009).

A natureza por vezes silenciosa ou inespecifica da trombose pode indicar que
em muitos casos em que nao ha relato da ocorréncia de TEP, este pode
simplesmente nao ter sido avaliado, ao invés de estar de fato ausente. Em outras
situacdes, a observacao de districao respiratéria acaba sendo atribuida ao estado de
obesidade (BURNS et al., 1981),0 qual pode ser observado nas elevagdes cronicas
de cortisol.

Apesar do reconhecido estado de hipercoagulabilidade associado ao
hipercortisolismo e da existéncia de protocolos profilaticos contra a trombose em
pacientes com HAC (KASTELAN et al., 2009), a recomendagéo de instituicdo de
tromboprofilaxia ainda ndo € um consenso em medicina veterinéria, especialmente
pela dificuldade de avaliacédo do real risco tromboembadlico.

Diante do exposto, 0s objetivos do nosso estudo séo:

1. Avaliar os efeitos da administracdo de prednisona em duas doses sobre o perfil
hemostatico e o risco tromboembdlico em cées.

2. Determinar a acao da prednisona sobre a contagem e funcao plaquetarias;

3. Avaliar a acdo da prednisona sobre a concentracdo plasmatica do cortisol,
fibrinogénio, fator Vlll,fator de von Willebrand (FYW), e TP e TTPA,

4. Avaliar o risco tromboembolico associado a administracdo de prednisona por
meio da quantificacdo da antitrombina (AT) e produtos da degradacao da fibrina
(PDFs);

5. Determinar se os possiveis efeitos da prednisona sobre a hemostasia sdo ou ndo

dose-dependentes.



Capitulo 2
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for the use of color figures.

Please read our figure preparation guidelines for detailed instructions on maximising

the quality of your figures.
Formats

The following file formats can be accepted:

PDF (preferred format for diagrams)
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Veterinary Research requires that all supplementary data are included as additional
files rather than as a link to your own website. These files can be uploaded using the
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The maximum file size for additional files is 20 MB each, and files will be virus-
scanned on submission.
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Additional files will be linked to the final published article in the form supplied by the
author, but will not be displayed within the article. They will be made available in
exactly the same form as originally provided by the authors.

If additional material is provided, please list the following information in a separate
section of the manuscript text, immediately following the tables (if any):

File name (e.g. Additional file 1)

File format including the three-letter file extension (including name and a URL of

an appropriate viewer if format is unusual)

Title of data

Description of data
Additional files should be named "Additional file 1" and so on and should be
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movie file shows this in more detail [see Additional file 1]'.

Additional file formats
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Small self-contained websites can be submitted as additional files, in such a way that
they will be browsable from within the full text HTML version of the article. In order to
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1. Create a folder containing a starting file called index.html (or index.htm) in the
root.
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2. Put all files necessary for viewing the mini-website within the folder, or sub-
folders.

3. Ensure that all links are relative (ie "images/picture.jpg" rather than
"limages/picture.jpg” or "http://yourdomain.net/images/picture.jpg" or
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a different machine.

5. Compress the folder into a ZIP, check the file size is under 20 MB, ensure that
index.html is in the root of the ZIP, and that the file has .zip extension, then
submit as an additional file with your article.
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Help and advice on scientific writing

The abstract is one of the most important parts of a manuscript. For guidance, please
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Resumo

Introducgéo

A trombose foi clinicamente reconhecida associada a algumas doencgas, como 0
hiperadrenocorticismo. Varias drogas podem alterar o equilibrio organico; dentre elas, a
prednisona, um corticoide amplamente utilizado principalmente por seus efeitos anti-
inflamatdrios ou imunossupressores. Além disso, sabe-se que o hipercortisolismo pode
estimular a formacéo de trombos pelo aumento de fatores de coagulacdo e diminuigdo da
fibrindlise. O objetivo deste estudo, portanto, foi avaliar o efeito da prednisona no perfil

hemostatico.

Resultados
Foram encontradas diminuicéo significativa da atividade da antitrombina e aumento dos
niveis de cortisol sérico em ambos os grupos (doses anti-inflamatéria e imunossupressora) e

um aumento da agregacao plaquetaria no grupo 1.

Conclusotes
Pelos resultados obtidos em nosso estudo, podemaos inferir que o hipercortisolismo pode
aumentar o risco tromboembdlico, especialmente por diminuicdo de fatores anticoagulantes

(decréscimo dos niveis de antitrombina).

Palavras-chave

Plaquetas, Hemostasia, Prednisona, Tromboembolismo
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INTRODUCAO
Sé&o raros os estudos prospectivos e controlados sobre o efeito dos corticosteroides sobre a
hemostasia em cées. A maioria dos trabalhos analisou animais que apresentavam
hiperadrenocorticismo (HAC), de modo que ainda ndo esté claro se as altera¢cbes hemostaticas
estdo diretamente ligadas ao efeito direto dos corticoides ou as complica¢Bes decorrentes da
elevacdo endogena observada em casos de HAC, incluindo aquelas provocadas pelo
desequilibrio metabolico ou pela acdo dos mineralocorticoides.
A prednisona é um corticoide amplamente utilizado na rotina de clinicas e hospitais
veterinarios. A despeito deste fato, poucos estudos realizaram a administracdo exogena de
prednisona com protocolos terapéuticos mais prolongados, comparando os efeitos de doses
anti-inflamatorias e imunossupressoras sobre o perfil hemostético.
Por isso, avaliamos os efeitos da prednisona sobre a contagem e funcdo plaquetaria, o perfil
de coagulacao e sistema fibrinolitico em um estudo prospectivo e controlado de dois
protocolos em cées saudaveis, desconsiderando principalmente os efeitos mineralocorticoides
e sua influéncia em outras complicages sistémicas, a fim de determinar o risco
tromboembdlico associado a corticoidoterapia.
Os objetivos do nosso estudo foram:
- Avaliar os efeitos da prednisona sobre o perfil hemostatico e o risco
tromboembolico em caes;
- Determinar a acdo da prednisona na contagem e funcao plaquetarias;
- Avaliar a acdo da prednisona nos niveis de cortisol sérico e fibrinogénio
plasmatico, tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcial ativada
(TTPA), além da atividade do fator V111 e concentracdo do fator de von

Willebrand;
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- Avaliar o risco tromboembolico associado a administracdo de prednisonapor meio
da mensuracdo dos niveis de antitrombina e produtos de degradacéo da fibrina
(PDFs),

- Determinar os possiveis efeitos dose-dependentes da prednisona na hemostasia.

Materiais e métodos

Delineamento experimental

Foram utilizados 20 cées higidos, machos e fémeas, com idade entre 1 e 8 anos, sem raca
definida, provenientes do canil da FMVZ, Unesp, campus de Botucatu, ou oriundos de
proprietarios voluntérios. Estes animais foram avaliados quanto ao estado de higidez através
de avaliagdo clinica, hemograma, exames bioquimicos (ureia, creatinina, ALT, FA e GGT) e
urinalise. Cadelas em estro, proestro, gestacdo ou lactacdo e animais obesos foramexcluidos
no estudo. Foram constituidos dois grupos: o grupo I, composto por 10 animais que
receberam prednisona na dose anti-inflamatoria (1,0 mg/kg/BID por via oral), durante 15 dias,
e o grupo Il, contendo 10 animais que receberam prednisona na dose de 2,0 mg/kg/BID por
via oral, durante 15 dias. Os dois grupos foram submetidos a analises de hemograma, testes
bioquimicos, perfil hemostatico e urinalise. Estas avalia¢cdes foram realizadas no momento

controle e apos o término do tratamento dos dois grupos.

Coleta do sangue

A coleta de sangue para os exames laboratoriais foi realizada por venopuncao da jugular, ap6s
tricotomia e antissepsia local, em tubos de coleta a vacuo contendo EDTA para a realizacao
do hemograma com contagem de plaquetas; em tubos contendo citrato de sodio a 3,2% para a
obtencéo de plasma rico em plaquetas (PRP) para a prova de agregacéao plaquetéaria e plasma

para a determinagdo da concentracdo de fibrinogénio, fator VIII, FvW, AT e PDF’s; e em
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tubos sem anticoagulante para obtencéo de soro para dosagem de cortisol. As colheitas de
sangue foram sempre realizadas entre as 8h e 10h da manha.

O PRP foi obtido em amostra mantida em temperatura ambiente e processado em até duas
horas da colheita, e o plasma citratado foiobtido de amostras de sangue mantidas em banho de
gelo e separado por centrifugacdo em até uma hora apo6s a colheita, e posterior congelamento
imediato em nitrogénio liquido e armazenamento em freezer -80°C até o momento do

processamento.

Hemograma

O hemograma foi realizado no contador automatico de células Hemascreen (Ebram Produtos
Laboratoriais Ltda) e incluiu os seguintes parametros: hematimetria (contagem de hemacias,
hemoglobina, VCM, CHCM, RDW), leucometria global, contagem de plaquetas e VPM. A
leitura de hematdcrito foi realizada em capilar pelo método do microhematdcrito e a
determinacéo das proteinas plasmaticas totais por refratometria. A contagem diferencial de

leucdcitos foi realizado em 100 células em esfregago sanguineo corado.

Agregacao plaquetaria

A agregacao plaquetaria foi realizada mediante adi¢do de 50uL de ADP (ADP Reagent —
Helena Laboratories®) em 400uL de PRP (padronizado para uma contagem de 100.000 a
300.000 plaquetas/pL). A resposta das plaquetas frente ao agonista foi mensurada por
turbidimetria em um agregdmetro (Netlab 2000 - ZENITE®) e expresso em porcentagem de

agregacao.

Tempo de sangramento da mucosa oral (TSMO)
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O tempo de sangria da mucosa oral foi realizado conforme Marks, 2000 modificado. Com o
animal em estacdo, o labio superior foi evertido e uma incisdo padronizada foi realizada de
maneira vertical (perpendicular & margem do labio) diretamente abaixo do dente canino
maxilar com o auxilio de uma lanceta (Triplett®). O crondmetro foi disparado e o sangue
absorvido com um papel filtro circular, sempre 1 a 2 mm abaixo da incisdo. O cronémetro foi

interrompido assim que o0 sangramento cessou.

Perfil Hemostético
A avaliacdo hemostatica incluiu a determinacdo da atividade do fator VIII, fibrinogénio, TP,
TTPA, TT (Helena Laboratories®), PDF’s e AT (Siemens®), por meiodo uso de kits

comerciais, de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Determinacéo do Fator de von Willebrand

A dosagem do antigeno do FvW foi realizada pelo método de ELISA direto (teste semi
quantitativo comparativo), com anticorpo anti-FvW canino(Sheep anti-canine VWF-Research
Diagnostics Inc®), conforme a técnica preconizada pelo fabricante, em placas especificas
(Nunc® - Immuno Plates) para leitura (ELISA Multiskan EX Original - Labsystems®) em

ELISA.

Dosagem sérica de cortisol
A concentracdo sérica de cortisol foi obtida pelo método de radioimunoensaio, utilizando-se
Kits comerciais para cortisol fase sélida (Coat — A Count, Siemens®) no laboratério Provet,

Unidade Moema, Sao Paulo, Brasil.
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Andlise Estatistica

Inicialmente a distribuicdo das varidveis-resposta foi analisada como um dos critérios para
escolha do método analitico. Devido a presenca de graus variados de assimetria, o teste de
Wilcoxon foi usado para comparar a mediana de cada variavel-resposta entre 0s grupos de
estudo nos momentos 1 e 2. Para cada grupo de estudo, o teste de postos de sinais de
Wilcoxon para amostras pareadasfoi usado para realizar comparagdes entre momentos [2]. A
analise estatistica foi realizada com o procedimentos PROC NPARIWAY (SAS Institute®) e
PROC UNIVARIATE (SAS Institute®). Significancia e tendéncia estatistica foram definidas

como p < 0,05 e p <0,10, respectivamente.

Resultados e discusséo

O aumento do cortisol obtido ao fim do tratamento com prednisona ja era esperado, pois a
dexametasona € o Unico corticoide que ndo possui reagdo cruzada com o cortisol enddgeno no
teste de radioimunoensaio para dosagem do cortisol sérico [3]. O grupo no qual foi utilizada a
dose imunossupressora apresentou um aumento mais significativo do que o grupo com a dose
anti-inflamatoria. Os resultados da concentracao sérica de cortisol estdo apresentados na
tabela 1, juntamente com as medianas e desvios-padrdes do perfil hemostatico.

Embora muitos estudos correlacionem o hipercortisolismo a trombocitose [4,5], hdo
encontramos aumento significativo do nimero de plaquetas ao final do tratamento com a
prednisona, dado também demonstrado por Klose et al., que estudaram cédes com
hiperadrenocorticismo [6]. A correlacdo entre aumento do nimero de plaquetas e
hipercortisolismo € extremamente controversa, pois a maior parte dos estudos que afirmam
demonstrar esta correlacdo utilizaram pacientes portadores de enfermidades imunomediadas,
como a trombocitopenia imunomediada, e consequentemente, haveria aumento esperado do

numero de plaquetas ap6s corticoidoterapia por diminuicdo da destruicdo das mesmas [7].



33

Encontramos prolongamento do TSMO apds o tratamento com prednisona em ambos 0s
grupos, mas sem diferenca estatistica significativa, muito provavelmente pela diminuicéo
concorrente do FvW observada em nosso estudo, dados que corroboram os achados de
Mackin et al., e Eberle e Mischke, quando ambos ndo encontraram alteragéo significativa do
tempo de sangramento quando utilizaram a prednisona como parte de protocolo
quimioterapico [8,9].

Em nosso estudo, encontramos diminuicdo significativa dos niveis de fator de von Willebrand
entre 0 momento controle e apds o término da administracdo da prednisona no grupo | (dose
anti-inflamatoria), dados que corroboram os achados de Giordano et al. [10], que encontraram
diminuicao dos niveis do antigeno do FVW apds tratamento quimioterapico em criangas com
leucemia aguda; porém, nossos resultados vao contra os achados de outros estudos com
sindrome de Cushing em seres humanos, os quais apresentaram valores elevados de fator de
von Willebrand quando comparados a individuos normais [11,12]. Outro estudo, conduzido
por Ambrosi et al., ndo encontrou alteracdo dos niveis do fator de von Willebrand, quando
comparados individuos normais e com sindrome de Cushing [13], assim como o estudo
conduzido por Brotman et al., que também nao demonstrou aumento do FvW apds o
tratamento por cinco dias com a dexametasona [14]. Varios relatos clinicos e experimentais
correlacionaram o aumento do fator de von Willebrand com les&o e disfuncao endotelial,
especialmente em pacientes hipertensos em decorréncia de hiperadrenocorticismo[15].

E importante ressaltar que a grande maioria dos estudos que encontrou aumento do FvW ap6s
0 uso de corticoides utilizou individuos com distarbios inflamatorios com envolvimento de
lesdo do endotélio vascular, o que poderia explicar os niveis aumentados deste parametro. Isto
pode ser sugerido pela correlacdo entre os niveis do FVW e de proteina C reativa nestes
pacientes; portanto, a diminuicdo dos niveis do FVW nestes individuos pode ser explicada

pelo efeito anti-inflamatorio da prednisona. Na verdade, acredita-se que o efeito agudo de
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altas doses de glicocorticoides potencializa a rapida ativacdo da 6xido nitrico-sintase
endotelial, a qual inibe a secre¢do do FVW, enquanto a exposi¢do cronica aos corticoides leva
a disfuncdo endotelial, aumento do estresse oxidativo e resisténcia insulinica, todos estes
fatores que aumentam a sintese e secre¢do do FVW [16]. O tempo de administracdo pode ndo
ter sido suficiente para causar estas alterac6es, explicando a diminuicédo ao final do
tratamento.

Encontramos em nosso experimento aumento significativo da agregacdo plaquetaria apenas
no grupo tratado com a dose imunossupressora da prednisona. Thong et al. ndo encontraram
alteracdo significativa da agregacao plaquetaria em pacientes que receberam terapia com
prednisona por dois dias [17], enquanto Shapiro et al. ndo demonstraram alteracdo na
agregacao plaquetaria em pacientes tratados com protocolo quimioterapico contendo
prednisona [18].Entretanto, sabe-se que este protocolo incluiu a utilizagdo da vincristina, a
qual possui acao inibitdria sobre a agregacdo plaquetaria [19], sugerindo que um efeito
antagbnico entre os dois farmacos possa ter impedido a visualizacdo do efeito pro-trombético
da prednisona. Outro estudo observou inibicdo da agregacédo plaquetaria em ratos que
receberam doses variadas de dexametasona por cinco dias [20].

A agregacdo plaquetaria induzida por agonistas, como a adenosina difosfato (ADP), é um
importante indicador da funcéo plaquetaria in vivo. O método turbidometrico, utilizado em
nosso estudo, possui maior relevancia clinica e maior facilidade de padronizacéo do que o
método por impedancia elétrica. Outros agonistas podem ser utilizados, como a ristocetina e a
epinefrina, mas foi constatado que as plaquetas de cdes sdo muito menos responsivas a estas
substancias do que plaquetas de seres humanos; portanto, o ADP é a opcao de escolha para
realizacéo do teste [21].

O tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) ndo apresentou diferenca estatistica

significativa em nenhum grupo, fato que confirma os achados de outro estudo que comparou
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este parametro em pacientes sadios e portadores de hiperadrenocorticismo doentes e em
tratamento [6], mas vai contra os achados de Manetti et al. e van der Pas et al., ambos
demonstrando diminuigédo deste parametro em pacientes com hipercortisolismo [12,22]. Isto
pode ser explicado pelo aumento da atividade do fator V111 e do fibrinogénio, importantes
componentes destas vias do sistema de coagulacdo [23]. Em cdes, o TTPA é geralmente mais
sensivel as deficiéncias dos fatores VIl e IX, e pode estar prolongado quando a atividade
destes fatores estiver na faixa de 60-75% [24]. E dificil afirmar que o aumento destes fatores
pode causar diminuicdo do TTPA, ja que este teste busca identificar deficiéncias dos
componentes presentes nesta via de coagulacéo.

A terapia com a prednisona foi relacionada a aumentos da atividade do fator V111 em diversos
estudos [4,5,11,12,14,22,25,26], fato que parece correlacionado ao nivel do hipercortisolismo,
voltando ao normal ap6s o término do tratamento [27]. Foi constatado em nosso estudo
elevacado da atividade do fator VIII em ambos os grupos, porém, sem diferenca significativa,
corroborando os dados encontrados por Jacoby et al.e em humanos por outros autores[27,28].
O tempo de protrombina (TP) estava prolongado em pacientes com sindrome de Cushing,
quando comparados a pacientes normais [11,15]. Nosso estudo nao constatou diferenca
estatistica significativa (p< 0,05) dos valores de TP ao final do tratamento, em nenhum dos
grupos, corroborando os achados de Klose et al. [6]; isto poderia eventualmente ser explicado
pelo fato deste teste estar intimamente relacionado as concentragdes de fibrinogénio e fatores
VII, V e X (avalia as vias intrinseca e comum da coagulacao) [23]; porém,a concentracdo do
fibrinogénio ndo apresentou diferenca significativa em nenhum dos grupos apés a
administracdo da prednisona. Os outros fatores de coagulagéo citados ndo foram dosados em
nosso estudo, impossibilitando uma relacdo completa entre o TP e estes fatores.

O tempo de trombina (TT), que avalia a via comum da coagulacéo, e, portanto, é um teste

indireto da concentracdo plasmatica de fibrinogénio [23], ndo € um exame muito avaliado em
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estudos envolvendo a hipercoagulabilidade e a administragdo de corticosteroides,
provavelmente pelo fato de muitos destes estudos preferirem a dosagem do fibrinogénio para
avaliacdo desta via. Encontramos diminui¢cdo do TT em ambos os grupos ao final do
tratamento; porém, ndo houve diferenca estatistica (apenas tendéncia estatistica no grupo |
com p<0,1), que pode ser explicada pelo fato dos niveis de fibrinogénio terem
apresentadoaumento neste mesmo grupo.

Os valores ndo apresentaram diferenca estatistica significativa em relacdo aos niveis de
fibrinogénio apos o tratamento com o corticoide em relagdo ao momento controle, tanto com
a dose anti-inflamatdria quanto com a dose imunossupressora, fato também corroborado por
Klose et al. [6]. Outros estudos confirmaram o aumento do fibrinogénio, sendo que a maioria
dos trabalhos estudou o perfil hemostatico em pacientes humanos com hiperadrenocorticismo
[11-14,22,27]; no entanto, Giordano et al. encontraram diminuicao estatisticamente
significativa dos niveis plasmaticos de fibrinogénio [10], confirmando os achados de outro
estudo [29]. Estes trabalhos sugerem uma provavel disfuncdo hepatica causada pela acéo da
prednisona, ocasionando diminuigéo da sintese de fibrinogénio pelo figado.

A antitrombina 111 (ATIII) é o principal inibidor plasmatico dos fatores da serina protease.
Sua determinacéo representa o Unico teste disponivel capaz de avaliar os fatores inibitérios da
coagulacdo. Cées saudaveis apresentam valores superiores a 80%; resultados inferiores a 50%
estdo associados a maior risco de trombose [30]. Os niveis da antitrombina Il apresentaram
diminuicdo significativa entre os momentos-controle e apds o tratamento com o corticoide, 0
que esta de acordo com os achados de outro estudo, onde encontraram queda da concentracdo
de antitrombina em animais com hiperadrenocorticismo quando comparados a individuos
normais [27]. Kastelan et al., no entanto, encontraram niveis aumentados em pacientes
acometidos pela sindrome de Cushing quando comparados a individuos sadios, o que

provavelmente ocorreu como um mecanismo compensatdrio ao aumento da concentracéo e
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atividade de fatores pro-coagulantes [4]. Por outro lado, Klose et al. ndo demonstraram
diferenca estatistica significativa entre animais sadios, pacientes com hiperadrenocorticismo e
doentes em tratamento [6].

N&o houveram alteracdes significativas em relagdo aos niveis de PDFs na comparacao entre
0S momentos pré e pos-tratamento, dados que confirmam os achados de um estudo que
utilizou pacientes em protocolo quimioterapico contendo prednisona [25]. O estado de
hipercoagulabilidade evidenciado pela diminuicdo dos niveis de antitrombina néo parece ter
ocasionado um quadro trombético.

A hipercoagulabilidade ndo deve ser explicada apenas pelo aumento dos fatores pro-
coagulantes, mas também por uma inibicao do sistema fibrinolitico e diminuicdo da atividade
da antitrombina [27]. E extremamente dificil afirmar sobre uma possivel correlacio entre o
hipercortisolismo em cées e o tromboembolismo, ja que os trabalhos que avaliam este efeito
baseiam-se em grande parte das vezes em dados oriundos de estudos humanos. Ha outros
fatores envolvidos na possibilidade do aumento do risco de trombose do que apenas 0
aumento de fatores pré-coagulantes e diminuicéo de fatores fibrinoliticos, como a hipertenséo
arterial sistémica, sinal mais proeminente em seres humanos que sofrem de
hiperadrenocorticismo do que em cées portadores da mesma enfermidade. O
tromboelastégrafo (TEG) é um meétodo confidvel para a definicdo do aumento do risco
tromboembdlico, especialmente por utilizar sangue total, incluindo desta forma a contribuigéo
de componentes celulares sobre a hemostasia, quando comparado aos testes que utilizam o
plasma citratado [6]. Entretanto, os testes utilizados no presente trabalho possuem vantagens
por detalhar os fatores envolvidos no possivel aumento do risco tromboembdlico, fato que ndo
pode ser estudado e detalhado pela utilizacdo do TEG.

Em humanos, a hipercoagulabilidade foi associada ao hiperadrenocorticismo a partir de

concorrente aumento do fator VII1, associacdo de aumento dos fatores VIII, V e da
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protrombina, e aumento da atividade do fator de von Willebrand e dos fatores VII1, XII, Xl e
IX, além de hiperatividade plaquetéria [6]. Em cées, estudos tentam correlacionar o
tromboembolismo associado ao hiperadrenocorticismo com o achado de aumento de fatores
pré-coagulantes e diminuicdo de fatores fibrinoliticos[6,27]. Trabalhos que buscaram
confirmar a correlacdo entre tromboembolismo e hipercortisolismo ndo avaliaram a
possibilidade de processos mérbidos coexistentes [31,32], achados muito corriqueiros em
humanos acometidos por hiperadrenocorticismo, como por exemplo resisténcia insulinica e
hipertensdo arterial sistémica [6].

O tratamento crdnico com corticosteroides € um fator de risco conhecido para a ocorréncia de
trombose em cées, ja que a administracdo de prednisona na dose de 1,0 mg/kg/dia por sete
dias resultou em alteracdes tromboelastograficas em cédes saudaveis. Embora seja impossivel
determinar se a administracdo de prednisona € a Unica causa, é razoavel concluir que os
corticoides provavelmente contribuem para o estado de hipercoagulabilidade [33]. Um estudo
conduzido por Rose et al. também comprovou o estado de hipercoagulabilidade, tanto com a
dose anti-inflamatoria quanto com a imunossupressora, em animais tratados por duas semanas
com prednisona, através de alteracfes demonstradas pela tromboelastografia [7].

A auséncia de diferenca estatistica dos diversos parametros entre as duas doses utilizadas
(anti-inflamatoria e imunossupressora), observada por Rose et al. [7] e pelo presente trabalho
sugerem ndo haver um efeito dose-dependente da prednisona sobre o sistema hemostatico

pelo periodo de duas semanas.

Conclusoes
A administracdo da prednisona em cdes aumenta o risco tromboembélico principalmente pela
diminuicao dos niveis de antitrombina em doses anti-inflamatoria e imunossupressora. Ndo ha

evidéncias de atividade dose-dependente da prednisona sobre a hemostasia. O risco



39

tromboembdlico associado ao hipercortisolismo é possivelmente um evento multifatorial,
influenciado por condicdes sistémicas, o que deve ser levado em consideracdo na

corticoidoterapia.
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Tabela 1. Medianas e desvios-padrdes do perfil hemostatico nos momentos pré e pds-
tratamento dos grupos | e 1. FvW: Fator de von Willebrand; PDF: Produtos de
degradacéo da fibrina; TP: Tempo de protrombina; TSMO: Tempo de sangramento da
mucosa oral; TT: Tempo de trombina; TTPA: Tempo de tromboplastina parcial ativada.

*Diferenca estatistica (p<0,05).** Tendéncia estatistica (0,05<p<0,1).

Grupo | Grupo Il
MO M1 MO M1
Agregacéo (%) 73,00 81,00 64,50 83,00*
(x11,84) (9,06) (£25,90) (x25,39)
Antitrombina (%) 92,30 76,25* 125,25 77,30*
(x12,50) (x13,45) (x22,54) (x21,99)
Cortisol (pg/dL) 1,19 3,28* 1,97 14,97*
(x1,03) (£2,79) (£1,89) (x14,02)
Fator V11 (%) 110,33 161,35 88,38(+97,10) 151,96**
(£65,26) (x109,79) (x109,03)
Fibrinogénio 234,52 298,08 234,52 184,09**
(mg/dL) (£92,60) (x97,84) (£105,50) (£51,10)
FVW (%) 187,58 111,14* 112,21 79,88
(x60,38) (£53,24) (x42,04) (x71,20)
PDF (mg/dL) 0 1,50 0 1,50
(x0,84) (£0,92) (£1,05) (+0,82)
Plaquetas (/pL) 228.000 226.500 294.500 348.000
(+82.026) (x82.799) (x121.875) (+88.699)
TP (s) 11,80 10,50 9,90 8,50
(x1,87) (£1,19) (£1,30) (£1,43)
TSMO (s) 74,50 86,00 80,00 75,50
(£21,15) (£36,11) (£27,11) (£25,96)
TT (s) 14,75 10,38** 11,30 9,65
(£3,26) (£1,30) (£1,83) (£1,28)
TTPA (s) 18,00 16,00 14,00 14,70
(x2,24) (£1,52) (£1,67) (£1,92)
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CONCLUSOES GERAIS

A administracdo da prednisona em cdes aumenta o risco tromboembodlico pela
diminuicdo dos niveis de antitrombina em doses anti-inflamatéria e
imunossupressora, € aumento da agregacdo plaquetaria apenas na dose
imunossupressora. Nao ha evidéncias de atividade dose-dependente da
prednisona sobre a hemostasia. O risco tromboembolico associado ao
hipercortisolismo é possivelmente um evento multifatorial, influenciado por
condicbes sistémicas, 0 que deve ser levado em consideracdo na

corticoidoterapia.
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ANEXOS

Anexo 1- Valores descritivos de todos 0s grupos
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TABELA 1. Valores do perfil hemostatico no momento 0 (pré-tratamento) do
grupo | (dose anti-inflamatoria). TP: Tempo de protrombina; TTPA: Tempo de
tromboplastina parcial ativada; TT: Tempo de trombina.

Animal TP TTPA TT Fator VI Fibrinogénio Antitrombina

(s) ) ) (%) (mg/dL) (%)
1 12,0 18,0 11,2 205,55 234,52 95,1
2 11,6 20,0 17,2 76,01 234,52 94,3
3 - - - 267,47 234,52 84,2
4 146 190 174 93,19 252,33 98,5
5 9,4 16,0 13,1 110,33 412,96 79,3
6 9,9 15,0 12,6 93,19 234,52 87,7
7 144 199 16,4 110,33 193,98 87,2
8 11,4 18,0 19,2 69,17 78,59 90,3
9 126 140 10,4 189,71 92,44 125,2
10 - - - 117,14 183,53 94,9

TABELAZ2. Valores do perfil hemostatico e cortisol sérico no momento 0 (pré-
tratamento) do grupo | (dose anti-inflamatoria). TSMO: Tempo de sangramento
da mucosa oral; PDF: Produtos de degradacdo da fibrina; FVW: Fator de von
Willebrand.

Animal Cortisol (ug/dL) TSMO (s) Plaquetas (/uL) PDF (mg/dL) FvW (%)

© 00 ~NO Ol A WN -

=
o

1,19
0,94
1,32
1,04
1,26
0,64
0,77
1,19
4,23
1,85

73
51
55
99
73
48
82
91

113
116

191.900
202.000
231.000
202.000
225.000
368.000
437.000
210.000
295.000
285.000

<5
<5
<5
5 <x< 20
<5
> 20
5<x< 20
> 20
<5
<5

257,48
239,68
148,76
187,58
131,16
80,33
157,37
225,06
243,17
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TABELA3. Valores do perfil hemostatico no momento 1 (pés-tratamento) do
grupo | (dose anti-inflamatéria).

Animal TP TTPA TT Fator VI Fibrinogénio Antitrombina
(s) (s) (s) (%) (mg/dL) (%)
1 8,0 179 94 55,69 151,29 72,0
2 11,1 152 12,1 88,38 412,96 75,9
3 10,5 18,0 114 93,19 328,21 59,7
4 11,3 190 9,7 - - 70,4
5 11,5 18,0 104 60,55 158,19 83,3
6 11,2 150 9,6 83,93 298,08 78,8
7 9,7 16,0 10,3 47,59 219,16 71,3
8 - - - 93,19 328,21 83,5
9 9,2 16,0 13,3 363,28 129,01 76,6
10 9,11 152 104 93,19 298,08 111,0

TABELAA4. Valores do perfil hemostatico e cortisol sérico no momento 1 (pos-
tratamento) do grupo | (dose anti-inflamatoria).

Animal Cortisol (ug/dL) TSMO (s) Plaquetas (/uL) PDF (mg/dL) FvW (%)

©O© 00 ~NO O~ WN PP

=
o

1,83
7,46
2,65
3,28
8,05
1,29
3,51
8,47
0,09
3,16

129
57
78
80
50
27
92

110

144

100

349.000
192.000
242.000
175.000
367.000
326.000
370.000
169.000
205.000
211.000

> 20
<5
<5
<5
> 20
<5
<5
> 20
> 20

62,15
221,0
137,85
84,99
82,90
142,46
63,50
171,53
111,14
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TABELAS. Valores do perfil hemostético no momento O (pré-tratamento) do
grupo Il (dose imunossupressora).

Animal TP TTPA TT Fator VI Fibrinogénio Antitrombina

(s) s) (9 (%) (mg/dL) (%)
11 - - - 243,28 183,53 148,6
12 11,0 15,0 125 69,17 102,95 158,4
13 10,4 18,7 14,0 83,93 234,52 90,4
14 8,9 140 11,8 205,55 298,08 103,9
15 10,2 14,0 9,4 243,98 365,52 132,2
16 9,9 13,0 11,3 407,24 365,52 122,2
17 8,5 13,0 13,1 117,14 83,96 92,2
18 9,0 13,0 9,7 88,38 183,53 128,3
19 9,3 14,0 10,5 98,43 365,52 132,0
20 12,7 14,0 8,5 267,47 234,52 112,9

TABELAG. Valores do perfil hemostatico e cortisol sérico no momento 0 (pré-
tratamento) do grupo Il (dose imunossupressora).

Animal Cortisol (ug/dL) TSMO (s) Plaquetas (/uL) PDF (mg/dL) FvW (%)

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

3,25
1,76
0,31
0,58
3,64
3,09
2,17
1,26
1,73
6,82

93
80
45

135

85
80
50
70
82
44

438.000
320.000
370.000
174.225
190.000
515.000
269.000
466.000
201.000
265.125

5<x< 20
> 20
> 20
> 20
<5

5<x< 20
> 20
> 20
<5
<5

105
100,19
117,79

85,10
219,35
78,12
133,48
112,21

141,12
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Tabela 7. Valores do perfil hemostatico no momento 1 (pos-tratamento) do
grupo Il (dose imunossupressora).

Animal TP TTPA TT Fator VI Fibrinogénio Antitrombina

(s) (s) (s) (%) (mg/dL) (%)
11 8,9 16,0 8,9 93,19 174,19 73,7
12 7,5 17,0 99 132,82 83,96 66,1
13 7,5 18,0 12,0 76,01 234,52 83,0
14 8,3 16,0 10,0 243,98 100,09 84,3
15 105 140 9,6 151,96 205,77 77,1
16 7,5 14,0 8,9 141,89 234,52 77,5
17 7,0 12,0 9,7 459,89 158,19 71,0
18 8,7 130 9,6 163,16 205,77 69,5
19 10,3 13,0 87 151,96 174,19 142,8
20 11,0 150 125 151,96 193,98 79,3

Tabela 8. Valores do perfil hemostético e cortisol sérico no momento 1 (pos-
tratamento) do grupo Il (dose imunossupressora).

Animal Cortisol (ug/dL) TSMO (s) Plaquetas (/uL) PDF (mg/dL) FvW (%)

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

45,18
13,92
0,24
0,72
22,19
16,02
13,68
19,77
2,99
30,41

110
79
50

107
75
75
79

135
72
70

408.000
388.850
366.000
129.000
264.000
392.000
330.000
257.550
261.000
383.000

> 20

> 20

> 20

> 20

> 20
5<x< 20
5<x< 20
5<x< 20

> 20

> 20

50,04
59,09
79,88
43,64
83,13

136,26

141,99

269,53
71,04
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Tabela 9. Agregacdo plaguetaria em porcentagem dos animais em
porcentagem entre os diferentes momentos e grupos. Para este teste, foram

utilizados apenas 6 animais de cada grupo.

Grupo 1 Grupo 2

Animal MO M1 Animal MO M1
1 84 100 11 61 77

2 100 77 12 93 94

3 71 87 17 61 79

4 72 79 18 68 87

9 69 75 19 25 29
10 74 83 20 96 100
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