
  

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 

“Júlio de Mesquita Filho” 

FACULDADE DE MEDICINA VETERINÁRIA E ZOOTECNIA 

CAMPUS DE BOTUCATU 

 

 

 

 

AÇÃO DO BISSULFATO DE CLOPIDOGREL SOBRE O PERFIL 

TROMBOELASTOMÉTRICO NO TRATAMENTO DE CÃES COM 

HIPERADRENOCORTICISMO ACTH-DEPENDENTE   

 

 

 

 

 

 

 

FELIPE GAZZA ROMÃO 

 

 

 

 

 

 

 

 

BOTUCATU – SP 

2020 



  

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 

“Júlio de Mesquita Filho” 

FACULDADE DE MEDICINA VETERINÁRIA E ZOOTECNIA 

CAMPUS DE BOTUCATU 

 

 

 

 

AÇÃO DO BISSULFATO DE CLOPIDOGREL SOBRE O PERFIL 

TROMBOELASTOMÉTRICO NO TRATAMENTO DE CÃES COM 

HIPERADRENOCORTICISMO ACTH-DEPENDENTE   

 

 

 

FELIPE GAZZA ROMÃO 

 

 

Tese apresentada junto ao 

programa de Pós-graduação em 

Medicina Veterinária e Zootecnia 

para obtenção do título de Doutor. 

 

 

 

 

 

          Orientadora: Profa. Dra. Regina Kiomi Takahira 

 

 

 

 

 

 



ii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



iii 

 

Nome do autor: Felipe Gazza Romão 

 

Título: Ação do bissulfato de clopidogrel sobre o perfil 

tromboelastométrico no tratamento de cães com hiperadrenocorticismo 

ACTH-dependente  

 

COMISSÃO EXAMINADORA 

 

_______________________________________________________________ 

Profa. Dra. Regina Kiomi Takahira 

Presidente e Orientadora 

Departamento de Clínica Veterinária 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia - UNESP - Botucatu/SP 

 

_______________________________________________________________ 

Profa. Dra. Maria Lucia Gomes Lourenço 

Departamento de Clínica Veterinária 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia - UNESP - Botucatu/SP 

 

_______________________________________________________________ 

Prof. Dr. Luiz Henrique de Araújo Machado 

Departamento de Clínica Veterinária 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia - UNESP- Botucatu/SP 

 

_______________________________________________________________ 

Profa. Dra. Mirela Tinucci Costa 

Departamento de Clínica Veterinária 

Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias - UNESP - Jaboticabal/SP 

 

_______________________________________________________________ 

Profa. Dra. Simone Gonçalves Rodrigues Gomes 

Hemovet Laboratório e Centro de Hemoterapia Veterinária 

 

Data da defesa: 24 de julho de 2020. 



iv 

 

AGRADECIMENTOS 

 

         A confecção desta tese passou por uma série de percalços, que incluíram 

até uma pandemia. Assim, a ajuda de pessoas foi fundamental para que essa 

ideia pudesse ser transformada em realidade. 

 Gostaria de agradecer à minha esposa, Luciene, que esteve ao meu lado 

nos momentos mais difíceis, relacionados ou não ao periodo do doutorado. Te 

amo. 

 Aos meus pais, Antônio Carlos e Claudia, que sempre tinham uma palavra 

de conforto e calma em todos os períodos de turbulência. Amo vocês. 

 À minha família, que tenho certeza que, mesmo à distância, torceram 

bastante pelo meu sucesso, desde sempre. 

 Ao Godines, por muitas vezes encostar e deitar nos meus pés, muito por 

comodidade, mas também pelo carinho. 

 A todos os meus professores, desde a época de colégio até os dias atuais 

(afinal, estamos sempre aprendendo), que fizeram com que eu me apaixonasse 

por essas profissões (médico veterinário e professor). 

 À minha orientadora de mestrado e doutorado, professora Regina, pela 

parceria de sempre, apoiando as ideias relacionadas à endocrinologia, tentando 

associar à área na qual é uma sumidade, a hemostasia. 

 Aos meus professores da clínica, dois dos quais presentes em minha 

banca (professora Malu e professor Henrique), pelos ensinamentos de sempre 

e muitas conversas amigas. 

 Aos meus colegas de pós-graduação, Bruna, Sylvia, Daniele, Pedrita, Tati 

e Victor, que foram fundamentais para a realização deste projeto, sempre com 

palavras de incentivo e ajuda nos momentos mais cruciais. 

 Finalmente, às médicas veterinárias e parceiras Viviani de Marco e 

Priscila Assis Lopes, que tornaram possível a realização e conclusão deste 

estudo. Também à FAPESP, pelo auxílio-pesquisa financeiro (16767-2/2018). 

 Falta espaço para citar todos. Cada página aqui escrita leva lágrimas, 

sorrisos e suor, que jamais serão esquecidos. A minha gratidão será eterna. 

 O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de 

Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior - Brasil (CAPES) - Código de 

Financiamento 001. 



v 

 

LISTA DE TABELAS 

TRABALHO CIENTÍFICO 1 

Table 1. Breed distribution of 19 dogs diagnosed with hyperadrenocorticism 

………………………………............................................................................... 32 

 

Table 2. Comparison of hematological parameters between healthy individuals 

(n=30) and dogs with ACTH-dependent hyperadrenocorticism (n=19) ........... 33 

 

Table 3. Comparison of biochemical parameters between healthy individuals 

(n=30) and dogs with ACTH-dependent hyperadrenocorticism (n=19) ........... 34 

 

Table 4. Comparison of ROTEM evaluation (INTEM®) between healthy 

individuals (n=30) and dogs with ACTH-dependent hyperadrenocorticism (n=19) 

……………………….......................................................................................... 35 

 

Table 5. Comparison of ROTEM evaluation (EXTEM®) between healthy 

individuals (n=30) and dogs with ACTH-dependent hyperadrenocorticism (n=19) 

……………………….......................................................................................... 36 

 

Table 6. Comparison of ROTEM evaluation (FIBTEM®) between healthy 

individuals (n=30) and dogs with ACTH-dependent hyperadrenocorticism (n=19) 

……………………….......................................................................................... 37 

 

Table 7. Comparison of platelet aggregation, antithrombin, fibrinogen, D-dimer, 

prothrombin time (PT) and activated partial thromboplastin time (aPTT) between 

healthy individuals (n=30) and dogs with ACTH-dependent hyperadrenocorticism 

(n=19) ……………………………………………………...………………………… 38 

 

TRABALHO CIENTÍFICO 2 

Table 1. Breed distribution of 11 dogs diagnosed with hyperadrenocorticism 

………………………………............................................................................... 57 

 



vi 

 

Table 2. Comparison of hematological and hemostatic parameters between 

control group, G1 (n=6) and G2 (n=5) on two moments (M0 and M1) 

………………………………………….……………………………………............. 58 

 

Table 3. Comparison of ROTEM parameters between control group, G1 (n=6) 

and G2 (n=5) on two moments (M0 and M1) ……………………………............. 59 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



vii 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

FIGURA 1. Principais parâmetros observados no gráfico da tromboelastometria 

rotacional (ROTEM). (CROCHEMORE et al., 2017) ........................................... 7 

 

FIGURA 2. Gráfico obtido na tromboelastometria rotacional (ROTEM), avaliando 

EXTEM, INTEM e FIBTEM, de animal com HAC, com perfil característico de 

estado de hipercoagulabilidade. (Arquivo pessoal) ........................................... 62 

 

FIGURA 3. Gráfico obtido na agregometria com sangue total, de animal com 

HAC ACTH-dependente, com perfil característico de estado de hiperfunção 

plaquetária. (Arquivo pessoal) .......................................................................... 63 

 

 

  



viii 

 

                           LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

AAS: Ácido acetilsalicílico 

ACTH: Hormônio adrenocorticotrópico 

ADP: Adenosina difosfato 

ALT: Alanina-aminotransferase 

COX: Cicloxigenase 

CT: Tempo de coagulação 

dL: decilitro 

DM: Diabetes mellitus 

EDTA: Ácido etilenodiamino tetra-acético  

FA: Fosfatase alcalina 

HAC: Hiperadrenocorticismo 

MCF: Firmeza máxima do coágulo 

mg: miligramas 

mL: mililitro 

µg: micrograma 

µL: microlitro 

µM: micromolar  

PAI: Inibidor do ativador de fibrinogênio 

PDF: Produtos de degradação da fibrina 

ROTEM: Tromboelastometria rotacional 

SID: Semel in die 

TEG: Tromboelastografia 

TEM: Tromboelastometria 

TP: Tempo de protrombina 

tPA: Ativador do plasminogênio tecidual 

TTPa: Tempo de tromboplastina parcial ativada 

UPC: Relação proteína:creatinina urinária 

VO: Via oral 

 

 

 

 



ix 

 

SUMÁRIO 

Página 

RESUMO ............................................................................................................ 1 

ABSTRACT ........................................................................................................ 2 

CAPÍTULO 1 

1. INTRODUÇÃO ............................................................................................... 3 

2. REVISÃO DE LITERATURA .......................................................................... 4 

2.1 Hemostasia e tromboelastometria ............................................................... 4 

2.2 Hiperadrenocorticismo e hipercoagulabilidade ............................................ 7 

3. OBJETIVOS ................................................................................................. 12 

4. HIPÓTESE .................................................................................................... 12 

CAPÍTULO 2 

5. Trabalho Científico 1 ................................................................................... 13 

CAPÍTULO 3 

6. Trabalho Científico 2 ................................................................................... 39 

7. DISCUSSÂO GERAL ................................................................................... 60 

8. CONCLUSÕES GERAIS .............................................................................. 66 

9. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ............................................................ 67 

ANEXOS .......................................................................................................... 74 

Anexo 1 – Atestado do Comissão de Ética no Uso de Animais – CEUA 

.......................................................................................................................... 76 

Anexo 2 – Termo de consentimento fornecido aos tutores para participação no 

projeto ............................................................................................................... 77 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

RESUMO 

Felipe Gazza Romão – Ação do bissulfato de clopidogrel sobre o perfil 

tromboelastométrico no tratamento de cães com hiperadrenocorticismo 

ACTH-dependente. Botucatu, 2020, 87p, Faculdade de Medicina Veterinária e 

Zootecnia – UNESP. 

 

Diversas condições patogênicas podem levar a um estado de 

hipercoagulabilidade, quando pode haver a formação de trombos e/ou 

coagulação intravascular disseminada. O método mais indicado para detecção 

tanto da hipocoagulabilidade quanto hipercoagulabilidade é a 

tromboelastometria. O hiperadrenocorticismo pode levar a um estado de 

hipercoagulabilidade por aumentar a atividade de fatores de coagulação, como 

o fibrinogênio, além de diminuir a ação de anticoagulantes endógenos, como a 

antitrombina. O objetivo deste trabalho foi verificar se o bissulfato de clopidogrel, 

agente antiplaquetário, seria capaz de diminuir o estado de hipercoagulabilidade 

em animais diagnosticados com hiperadrenocorticismo; secundariamente, 

observamos também os principais fatores relacionados à hipercoagulabilidade 

em casos de HAC hipófise-dependente. Para tanto, foi realizado um estudo 

clínico prospectivo e randomizado em que os cães tiveram seu perfil 

hematológico, bioquímico e hemostático caracterizado no momento do 

diagnóstico, e após instituição dos protocolos terapêuticos (trilostano com ou 

sem clopidogrel) e normalização dos níveis de cortisol. Os resultados 

observados demonstraram que o tratamento com clopidogrel (2 mg/kg/SID) não 

demonstrou eficácia em reduzir o estado de hipercoagulabilidade, e os animais, 

mesmo após melhora dos sinais clínicos, permaneceram em risco trombótico, 

pelo menos pela avaliação tromboelastométrica. 

Palavras-chave: hipercortisolismo; tromboelastometria; agregação plaquetária; 

trilostano. 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

Felipe Gazza Romão – Evaluation of clopidogrel bisulfate on 

thromboelastometric profile in the treatment of dogs with 

hiperadrenocorticismo ACTH-dependent hyperadrenocorticism. Botucatu, 

2020, 87p, School of Veterinary Medicine and Animal Science of São Paulo State 

University – UNESP. 

 

Several pathogenic conditions can lead to a state of hypercoagulability, in which 

can occur thrombi formation and/or disseminated intravascular coagulation. The 

more appropriate method for detection of either hypocoagulability or 

hypercoagulability is thromboelastometry. It is an in vitro test that integrates cell 

components and soluble of hemostatic process, in order to result in a general 

assessment of hemostasis. The hyperadrenocorticism can lead to a 

hypercoagulability state due to increased activity of coagulation factors and 

fibrinogen concentration, in addition to decreased antithrombin activity, specially 

by glomerulonephritis and proteinuria. The aim of this study is to evaluate the 

clopidogrel bisulfate capability of attenuating the hypercoagulability state in dogs 

diagnosed with hyperadrenocorticism. For this purpose, a prospective and 

randomized clinical trial, in which patients will be characterized regarding their 

hemostatic profile on the admission date, and after therapy institution and 

subsequent normalization of cortisol levels. The results showed that treatment 

with clopidogrel (2 mg/kg/SID) did not demonstrate efficacy in reducing the state 

of hypercoagulability, and the animals, even after improvement of clinical signs, 

remained at thrombotic risk, at least by thromboelastometric evaluation. 

Keywords: hypercortisolism; thromboelastometry; platelet aggregation; 

trilostane. 
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CAPÍTULO 1 

 

1. INTRODUÇÃO  

O sistema hemostático é a primeira linha de defesa contra traumas, e deve 

estar em perfeito equilíbrio a fim de evitar quadros de hemorragia ou 

hipercoagulabilidade. É um sistema muito bem regulado, que deve estar apto a 

estabilizar o fluxo livre de sangue e de seus constituintes ao mesmo tempo em 

que preserva a integridade vascular (ISIDORI et al., 2015). 

Os componentes do sistema hemostático incluem as plaquetas, vasos 

sanguíneos, o fator de von Willebrand, os fatores de coagulação, os 

anticoagulantes naturais e o sistema fibrinolítico. A ativação dos fatores de 

coagulação culmina com a formação de um tampão hemostático, constituído de 

plaquetas e fibrina, que deve manter-se restrito ao local da lesão vascular de 

forma a prevenir a coagulação disseminada e a doença tromboembólica 

(CROCHEMORE et al., 2017). Os anticoagulantes naturais, cujos principais 

representantes são a antitrombina, anteriormente denominada antitrombina III, e 

as proteínas C e S, atuam principalmente por meio da degradação de fatores de 

coagulação (VIEIRA et al., 2007).  

A trombose desenvolve-se em resposta a alterações nos mecanismos 

anticoagulantes do sistema hemostático normal. Os fatores que interagem e 

predispõem à formação de trombos incluem lesão endotelial, estase vascular e 

hipercoagulabilidade. Em pequenos animais, as principais causas de trombose 

são: lesão do endotélio vascular associada a infecções (dirofilariose, sepse, 

endocardite bacteriana) ou por deposição de complexos imunes; injúria ao 

endocárdio e estase sanguínea resultante de cardiopatias (miocardiopatia 

hipertrófica felina); trombocitopatias (diabetes mellitus); e distúrbios associados 

à hipercoagulabilidade ou hipofibrinólise (hiperadrenocorticismo, neoplasias ou 

deficiência de antitrombina secundária a glomerulopatia) (TESHIMA et al., 2008). 

A tromboelastometria (TEM) é um exame in vitro que integra os 

componentes celulares e solúveis do processo hemostático a fim de resultar em 

uma avaliação geral da hemostasia. O teste é baseado na capacidade de 

detectar e registrar alterações nas propriedades viscoelásticas do sangue no 

momento da coagulação. A técnica foi validada para utilização em diversas 
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espécies veterinárias, incluindo o cão. É utilizada cada vez mais na medicina 

veterinária para identificação e tratamento de animais predispostos a quadros 

tromboembólicos (KOL et al., 2013). 

O hiperadrenocorticismo (HAC), conhecido também como síndrome de 

Cushing, é uma endocrinopatia relativamente comum em cães, caracterizada 

pela secreção crônica excessiva de glicocorticoides (WOOLCOCK; BUGBEE; 

CREEVY, 2016). Uma complicação potencialmente fatal do HAC em cães é a 

trombose e consequente tromboembolismo, arterial ou venoso, com ênfase em 

leitos pulmonares (JACOBY et al., 2001; KOL et al., 2013). 

A atividade plaquetária adequada é necessária para manter a hemostasia 

normal. A hipercoagulabilidade por hiperatividade plaquetária é um importante 

fator para o desenvolvimento de doença tromboembólica, fato que pode ocorrer 

em pacientes com hiperadrenocorticismo. A aferição seriada da função 

plaquetária é fundamental para alterações relacionadas ao início ou modificação 

de terapia antiagregação plaquetária (BLOIS et al., 2015). 

O clopidogrel tem como mecanismo de ação a inibição irreversível do 

receptor plaquetário P2Y12 da adenosina difosfato (ADP) (SAATI et al., 2018). Na 

maioria dos cães, a função plaquetária é inibida três horas depois da 

administração de clopidogrel e permanece assim durante 24 horas após a 

primeira dose, conforme verificado pela agregação plaquetária. A dose de 1 

mg/kg diária de bissulfato de clopidogrel foi avaliada em cães normais, a qual 

suprimiu de forma efetiva a atividade plaquetária (THAMES et al., 2017). 

Desta forma, o objetivo deste trabalho é verificar a real eficácia do bissulfato 

de clopidogrel como agente antiplaquetário, a fim de prevenir a ocorrência de 

eventos associados ao tromboembolismo pulmonar em cães acometidos pelo 

hiperadrenocorticismo hipófise-dependente, por se tratar de consequência 

muitas vezes fatal e de evolução aguda. Além disso, observamos também os 

principais fatores possíveis relacionados à hipercoagulabilidade em casos de 

hiperadrenocorticismo hipófise-dependente. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Hemostasia e Tromboelastometria 

A hemostasia é um processo complexo e dinâmico que ocorre em duas 

fases distintas, porém sobrepostas. A hemostasia primária envolve a adesão de 
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plaquetas ao endotélio vascular lesado, o que acarreta a formação de um tampão 

plaquetário. A hemostasia secundária envolve a conversão enzimática dos 

fatores de coagulação a fim de estabilizar o tampão plaquetário e formar o 

coágulo de fibrina. Esta fase tradicionalmente é descrita como um modelo em 

cascata com ativação de fatores de coagulação dentro de vias intrínsecas e 

extrínsecas para formar e depositar fibrina para estabilização do tampão 

plaquetário primário. Em indivíduos saudáveis, a fibrinólise balanceia a via de 

coagulação e degrada o coágulo (SONG; DROBATZ; SILVERSTEIN, 2016). Os 

produtos de degradação da fibrina (PDFs) e dímero-D são formados a partir da 

fibrinólise, sendo o aumento desses componentes, especialmente o de dímero- 

D, relacionado com a fibrinólise de coágulos formados em quantidade 

exacerbada (WITEK et al., 2016). 

De forma mais aprofundada, a hemostasia é um mecanismo complexo que 

consiste em trombose, antitrombose, fibrinólise e antifibrinólise. Durante a 

formação do trombo, o fibrinogênio é polimerizado em fibrina pela trombina. A 

fibrina insolúvel sofre reações cruzadas pela ação do fator XIIIa, o que fornece 

estabilidade ao coágulo. Após cicatrização da superfície endotelial, o coágulo 

sofre então lise da fibrina, em um processo denominado fibrinólise, pela 

plasmina, a qual é gerada a partir do plasminogênio principalmente pela ação do 

ativador de plasminogênio tecidual (tPA). A fim de manter o balanço hemostático, 

a fibrinólise normalmente é inibida por proteases séricas, como o inibidor do 

ativador de plasminogênio (PAI)-1, PAI-2 e α2-antiplasmina (SIGRIST; JUD 

SCHEFER; KUTTER, 2018) 

A hipercoagulabilidade é de difícil identificação por meio da utilização dos 

testes hemostáticos convencionais, como o tempo de protrombina (TP) e tempo 

de tromboplastina parcial ativada (TTPa), os quais são mais adequados para a 

detecção de estados de hipocoagulabilidade (PARK et al., 2013). Como a 

trombose pode ocorrer devido a qualquer combinação de aumento de atividade 

de fatores pró-coagulantes, diminuição da atividade endógena anticoagulante, 

decréscimo da fibrinólise, estase sanguínea ou dano vascular endotelial, esses 

testes provavelmente não preverão o risco geral de trombose (DENGATE et al., 

2016).  

A tromboelastometria rotacional (ROTEM), é um teste validado em cães 

que pode ser utilizado para avaliação das propriedades viscoelásticas do 
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coágulo e permite a detecção de pacientes que estejam em estado de 

hipercoagulabilidade, hipocoagulabilidade ou normais (PARK et al., 2013; 

BARTHELÉMY et al., 2017; TURNER; KUTTER; SIGRIST, 2019).  

A tromboelastometria (TEM) foi validada para utilização em diversas 

espécies de interesse veterinário, incluindo o cão, para identificação e 

tratamento de animais predispostos a quadros tromboembólicos (FALCO et al., 

2013; KOL et al., 2013). A análise de determinados parâmetros permite uma 

avaliação geral de todo o processo de coagulação. O tempo de coagulação (CT) 

afere o tempo desde a colocação da amostra de sangue no aparelho até o início 

da formação da fibrina. O tempo de formação de coágulo (CFT) é uma aferição 

da velocidade de formação do coágulo, até a resistência específica dele. O 

ângulo alfa (α) representa a velocidade de formação e ligação cruzada da fibrina. 

A firmeza máxima do coágulo (MCF) representa a resistência final do coágulo. A 

amplitude (A) mede a largura do traçado do ROTEM em seu ponto mais tardio, 

e é observada em função da resistência e elasticidade do coágulo. A 

percentagem da lise do coágulo em 30 e 60 minutos após a MCF é uma medida 

da fibrinólise (CROCHEMORE et al., 2017; LECHNER et al., 2019).  Na 

tromboelastometria rotacional (ROTEM), o estado de hipercoagulabilidade é 

caracterizado por uma diminuição dos valores de CT e/ou CFT (o que implica em 

aceleração na formação do coágulo), assim como aumento no ângulo α e/ou 

firmeza máxima do coágulo (associados ao aumento da força do coágulo) 

(MÜLLER et al., 2014).  Na figura 1, observam-se os principais parâmetros 

avaliados no gráfico obtido pelo ROTEM. 

A tromboelastometria rotacional pode ser utilizada para avaliar as 

propriedades viscoelásticas da formação do trombo em amostras de sangue 

total, fato que fornece informações sobre a função hemostática geral, desde o 

início da coagulação até a hemostasia terciária (FALCO et al., 2013; 

BARTHELÉMY et al., 2017; TURNER; KUTTER; SIGRIST, 2019). Além disso, é 

possível avaliar indiretamente da contribuição das plaquetas sobre a formação 

do coágulo, pela subtração do MCF do FIBTEM a partir do MCF do EXTEM 

(TURNER; KUTTER; SIGRIST, 2019). Basicamente, é um teste que fornece 

detalhes também sobre a velocidade da formação, resistência e lise do coágulo 

(KELLEY et al., 2015; REUTELER et al., 2017). O perfil do gráfico obtido 
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consegue definir a condição hemostática do paciente como normal, 

hipercoagulável ou hipocoagulável (BARTHELÉMY et al., 2017). 

 

FIGURA 1. Principais parâmetros observados no gráfico da tromboelastometria 

rotacional (ROTEM). (CROCHEMORE et al., 2017). 

 

2.2 Hiperadrenocorticismo e hipercoagulabilidade 

O hiperadrenocorticismo, ou síndrome de Cushing, é um termo genérico 

que se refere à constelação de anormalidades clínicas e químicas que resultam 

da exposição crônica a concentrações excessivas de glicocorticoides. O 

hiperadrenocorticismo é uma endocrinopatia comum (PELÁEZ et al., 2008; 

TESHIMA et al., 2008; KLOSE; CREEVY; BRAINARD, 2011; CAROTENUTO et 

al., 2019). O HAC pode ocorrer em animais com ou sem raça definida, embora 

existam determinadas raças predispostas, como o Poodle, Teckel, Terriers e 

Beagle de pequeno porte, e o Pastor alemão, Labrador retriever e os Boxers de 

grande porte (CAROTENUTO et al., 2019).  

O hiperadrenocorticismo pode ser espontâneo, associado à secreção 

exagerada de ACTH pela hipófise ou por carcinomas secretores de ACTH, 

classificado como ACTH-dependente, ou associado à doença primária da 

glândula adrenal, denominado atualmente como hiperadrenocorticismo ACTH-

independente (TIROSH et al., 2017). Pode também ser classificado como 

iatrogênico, que ocorre pela administração excessiva ou prolongada de 

glicocorticoides pelo médico veterinário ou tutor. Cerca de 80-85% dos casos de 

hiperadrenocorticismo espontâneo canino são de origem hipofisária 
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(KOOISTRA; GALAC, 2010; KOL et al., 2013). Isto pode ocorrer devido à 

existência de adenoma na pars distalis (70% dos casos) e, em menor 

prevalência, adenomas da pars intermedia (cerca de 30%) e hiperplasia das 

células corticotróficas (NELSON, 2006). Já o HAC adreno-dependente, ou 

ACTH-independente, corresponde cerca de 15 a 20% dos casos e está 

relacionado a neoplasias adrenocorticais, normalmente unilaterais, as quais 

levam diretamente ao excesso de produção de glicocorticoides (PETERSON, 

2007).   

O hiperadrenocorticismo espontâneo acomete principalmente cães de meia 

idade a idosos, embora já tenha sido relatado em cães de até seis meses de 

idade. Os cães com HAC adreno-dependente tendem a ser mais velhos no 

momento do diagnóstico, entre 11 e 12 anos de idade (PETERSON, 2007; 

CAROTENUTO et al., 2019).  

O diagnóstico do HAC canino é baseado nas informações obtidas pela 

anamnese completa, no conjunto de sinais clínicos observados, nas alterações 

de exame físico e de exames de triagem, como hemograma, painel bioquímico 

sérico, urinálise e, se possível, ultrassonografia abdominal (RAMSEY; RISTIC, 

2007). Após, a suspeita deve ser confirmada pelos testes endócrinos 

específicos, como o teste de supressão por baixa dose de dexametasona 

(BENNAIM; SHIEL; MOONEY, 2019).    

As alterações comumente observadas nos exames hematológicos e 

bioquímicos incluem o aumento da atividade sérica da FA e da ALT, 

hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia e hiperglicemia. A creatinina e a ureia 

podem apresentar valores normais ou abaixo do valor de referência, pois os 

glicocorticoides estimulam a diurese (BENNAIM et al., 2019).  Em 85% dos casos 

de HAC canino, o paciente apresenta densidade urinária baixa entre os valores 

de 1,007 (faixa hipostenúrica) (CAPEN; MARTIN, 1975) a 1,020. Outras 

alterações que podem ser observadas incluem proteinúria e glicosúria 

(BENNAIM et al., 2019).  

O hipercortisolismo relacionado ao hiperadrenocorticismo está associado à 

hipercoagulabilidade em decorrência, segundo grande número de autores, de 

um estado pró-trombótico principalmente relacionado ao aumento da atividade 

do fator VIII e do fator de von Willebrand (COELHO et al., 2014). Também há 

indícios de aumento da atividade de outros fatores pró-coagulantes, diminuição 
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dos níveis plasmáticos de antitrombina, e aumento da concentração de 

fibrinogênio (JACOBY et al., 2001; KOL et al., 2013). Em seres humanos, 

estudos apontaram a via intrínseca como a mais afetada pelos efeitos do 

hipercortisolismo, conforme demonstrado pela diminuição do TTPa (tempo de 

tromboplastina parcial ativada) e valores normais de TP (tempo de protrombina), 

em pacientes com síndrome de Cushing. A incidência e o risco exatos destes 

eventos tromboembólicos em cães acometidos pela síndrome de Cushing ainda 

não foram definidos, e a patogenia deste processo ainda é compreendida de 

forma incompleta. Sabe-se, porém, que animais tratados com trilostano, um 

bloqueador enzimático da síntese de esteroides, permanecem em estado de 

hipercoagulabilidade mesmo após terapia com este medicamento (PARK et al., 

2013).  

A HAC está associada a disfunção de diversos órgãos e tecidos (NICHOLS, 

1997). Como resultante dessas alterações, ocorre o estado de 

hipercoagulabilidade. A partir disso, fica notório que múltiplos fatores devam 

estar associados ao risco de formação de trombos.  Uma doença frequentemente 

associada ao HAC é a diabetes mellitus (DM), e quando ocorrem de forma 

concomitante diminuem em 14 meses a sobrevida dos cães acometidos 

(MICELI; PIGNATARO; CASTILLO, 2017). A hiperglicemia, oriunda da DM, afeta 

o sistema hemostático por meio do aumento da expressão do fator inibidor do 

ativador do plasminogênio (PAI-1 [molécula inibidora da fibrinólise]) pelas células 

endoteliais. A atividade elevada de PAI-1 é vista tanto em cães com DM, quanto 

naqueles com HAC não associada a DM (WONG; KOCH; BEHLING-KELLY, 

2017).  

A hipercortisolemia de origem endógena ou exógena pode levar a um 

aumento da agregação das plaquetas (ROMÃO et al., 2013), o que aumenta o 

risco trombótico. A DM, que pode correr em associação, por si só é capaz de 

induzir uma hiperatividade plaquetária por aumento da agregação, alteração das 

moléculas de adesão e lesão vascular; assunto amplamente explorado na 

medicina humana na DM do tipo 2 (GAIZ et al., 2017).  

Além do aumento da atividade plaquetária, a hipercortisolemia pode 

resultar em trombocitose, provavelmente por estímulo medular e diminuição do 

sequestro esplênico (PARK et al., 2013). A trombocitose, portanto, é um achado 

comum em cães com HAC; mas de forma geral a magnitude é considerada leve 
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a moderada (entre 500.000 a 800.000 plaquetas/µL) (WOOLCOCK et al., 2017). 

No trabalho de Smith, Smith e Brainard (2014), a mediana da contagem de 

plaquetas em 47 cães com HAC foi de 511.000 e valores máximo e mínimo 

variaram entre 140.000 a 1.082.000 plaquetas/µL. Os casos de 

tromboembolismo com trombocitose estão associados a um ou mais fatores de 

risco: uso de glicocorticoide, HAC, hipertensão, cardiopatia, neoplasia, anemia 

hemolítica imunomediada e perda de proteínas por enteropatia e nefropatia. 

Assim, ainda é difícil concluir qual a real contribuição de uma alta contagem de 

plaquetas para formação de trombos frente a doenças que causam alterações 

hemostáticas tão complexas (NEEL; SNYDER; GRINDEM, 2012). 

A hipertensão arterial presente no HAC tem como possíveis mecanismos 

de origem a maior sensibilidade às catecolaminas, secreção de renina, a redução 

das prostaglandinas vasodilatadoras e o aumento da secreção de alguns 

mineralocorticoides (NICHOLS, 1997). Em estudo recente, a hipertensão esteve 

presente em 80% dos cães diagnosticados (VIDAL et al., 2018). Como 

consequência, o quadro hipertensivo crônico pode progredir para retinopatias, 

insuficiência de tricúspide e insuficiência cardíaca congestiva, glomerulopatias e 

o tromboembolismo pulmonar. Mesmo com tratamento adequado, a pressão 

arterial pode levar meses para se normalizar (NICHOLS, 1997). Cães com HAC 

apresentam aumento da relação proteína: creatinina urinária e albuminúria 

mesmo sem cistite (LIEN; HSIANG; HUANG, 2010). Essa lesão glomerular, por 

sua vez, pode levar à perda de um dos principais anticoagulantes naturais, a 

antitrombina; fato que contribuiria para o estado de hipercoagulabilidade. A 

atividade de antitrombina em cães HAC não tratados é menor que em cães 

saudáveis, além de uma quantidade bastante superior de complexo trombina-

antitrombina, que indica um aumento na geração de trombina pelo organismo 

(JACOBY et al., 2001). 

O hipercortisolismo crônico, que é o ponto fundamental dos casos de 

hiperadrenocorticismo, assim como glicocorticoides utilizados em terapias, 

levam a anormalidades hemostáticas pelo aumento da incidência do 

tromboembolismo venoso e arterial, e aceleração do desenvolvimento de 

aterosclerose, especialmente em seres humanos (ROSE; DUNN; BÉDARD., 

2013). O estado de hipercoagulabilidade pode levar ao aumento de incidência 

dos episódios tromboembólicos. Um estudo em seres humanos demonstrou 
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significativa maior morbidade e mortalidade em um grupo de pacientes com 

síndrome de Cushing que não recebia nenhum tipo de terapia profilática anti-

tromboembólica comparado a indivíduos que foram submetidos à terapia 

profilática com warfarina ou heparina (BOSCARO et al., 2002; WITEK et al., 

2016). 

O estado de hipercoagulabilidade é caracterizado no gráfico do ROTEM por 

diminuição dos valores de CT e CFT (o que denota aceleração da formação do 

coágulo), assim como aumento do ângulo-α e MA, o que está associado ao 

aumento da força do coágulo.  Essas alterações podem ser observadas em 

pacientes com HAC, principalmente relacionadas às anormalidades do ângulo-α 

(ROSE; DUNN; BÉDARD, 2013). Além disso, o aumento dos valores de 

amplitude máxima (MA) foi documentado em cães que estavam recebendo 

corticoidoterapia, além de condições inflamatórias, neoplásicas e degenerativas 

(KOL et al., 2013). O aumento de MA também foi documento em pacientes 

caninos com HAC tratados para a doença (KLOSE; CREEVY; BRAINARD, 2011; 

KOL et al., 2013). 

Um dos fármacos mais comumente utilizado para o tratamento de animais 

a fim de prevenir complicações tromboembólicas foi o ácido acetilsalicílico (AAS), 

que inibe a cicloxigenase (COX) das plaquetas e diminui a produção do 

tromboxano por elas. Porém, estudos afirmaram que o AAS não diminui a 

agregação plaquetária em cães; além disso, seus efeitos colaterais (alterações 

gastrointestinais e renais) devem ser levados em consideração. Por estas 

razões, o clopidogrel passou a ser utilizado como agente antiagregação 

plaquetária, por ser mais seguro e resultar em inibição mais confiável da 

agregação plaquetária (BRAINARD et al., 2010). 

O clopidogrel é uma pró-droga que necessita de metabolismo hepático 

para formar um metabólito que bloqueia irreversivelmente o receptor plaquetário 

P2Y12 e inibe agregação plaquetária. Em seres humanos, as enzimas do 

sistema citocromo P450 são responsáveis pelo metabolismo do clopidogrel; 

todavia, ainda não se sabe ao certo qual a enzima é particularmente responsável 

pelo metabolismo em cães. Na maioria dos cães, a agregometria detecta inibição 

da função plaquetária dentro de três horas após a administração do clopidogrel, 

ação que permanece inibida durante 24 horas após a dose inicial (THAMES et 

al., 2017).  
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3. OBJETIVOS 

Verificar se o bissulfato de clopidogrel é capaz de diminuir o estado de 

hipercoagulabilidade em animais diagnosticados com hiperadrenocorticismo.  

 

     3.1 Objetivos específicos 

• Determinar o perfil hematológico, bioquímico e hemostático de pacientes 

com hiperadrenocorticismo ACTH-dependente. 

• Determinar quais são os principais fatores que levam ao estado de 

hipercoagulabilidade no hiperadrenocorticismo canino. 

 

4. HIPÓTESE 

O uso de clopidogrel em cães com HAC ACTH-dependente reduz o estado de 

hipercoagulabilidade quando comparados aos cães não tratados, ou tratados 

isoladamente com o trilostano. 
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ABSTRACT 21 

Hyperadrenocorticism (HAC) is an endocrine disease that leads to several clinical 22 

and laboratorial alterations. Despite its low morbidity, HAC is associated with 23 

multisystemic complications, such as thromboembolism. The aim of this study 24 

was to evaluate hematological, biochemical and hemostatic alterations related 25 

with ACTH-dependent HAC and its correlation with thromboembolic disease. For 26 

this purpose, a prospective, observational study was conducted, where we 27 

compared a group of 19 dogs diagnosed with ACTH-dependent HAC with a 30-28 

dog control group. The variables included blood count, biochemical (urea, 29 

creatinine, alanine aminotransferase, alkaline phosphatase, gamma-glutamyl 30 

transferase, cholesterol, triglycerides, glycemia, urinary protein: creatinine [UPC] 31 

ratio) and hemostatic (antithrombin, fibrinogen, dimer-D, PT, aPTT, 32 

thromboelastometry and platelet aggregation) parameters. Results showed 33 

typical changes associated with HAC, such as thrombocytosis, hyperlipidemia, 34 

increased liver enzymes and UPC; and a higher tendency for thrombotic risk, 35 

suggested by alterations in thromboelastometry, decreased prothrombin time, 36 

activated partial thromboplastin time, and increased fibrinogen  levels. Animals 37 

with HAC have a higher risk of hypercoagulability due to several mechanisms 38 

and predisposing factors. 39 

Keywords: Thrombocytosis; Dyslipidemia; Fibrinogen; Antithrombin; 40 

Hypercoagulability.  41 

 42 

1. INTRODUCTION  43 

Hyperadrenocorticism (HAC) is a relatively common endocrinopathy in 44 

dogs, characterized by excessive chronic secretion of glucocorticoids [1,2,3,4,5]. 45 
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It is classified as ACTH-dependent and ACTH-independent HAC. The first one 46 

associated with exaggerated secretion of ACTH by the pituitary gland or ACTH-47 

secreting carcinomas, and the second with primary adrenal gland disease [6]. 48 

HAC can occur in both pure and mixed-breed dogs. However, some studies 49 

have established a higher incidence in Poodles, Dachshunds, Beagles, German 50 

shepherds, Labrador retrievers and Boxers. Middle-aged to elderly dogs are the 51 

most affected, although there are reported cases of six-mo-old dogs [1,3]. 52 

The presumptive diagnosis of canine HAC, consists of clinical signs, 53 

physical exam and screening tests (blood count, serum biochemical panel, 54 

urinalysis and abdominal ultrasound). Specific endocrine tests, such as the low-55 

dose dexamethasone suppression test, are essential to confirm the diagnosis [7].  56 

As a potentially fatal complication, HAC can generate arterial and venous 57 

thrombi [8,9]. The occurrence of thromboembolic disease in dogs with HAC—58 

associated with 17.3% of their deaths—was approximately three times higher 59 

when compared to healthy dogs [10]. Some studies associate this 60 

hypercoagulable state with an increased activity of procoagulant factors (factor 61 

VIII, von Willebrand factor, fibrinogen, among others), and decreased plasma 62 

levels of antithrombin [11]. In addition, other reports have demonstrated a 63 

correlation between hypercortisolism and increased platelet aggregation and 64 

thrombocytosis [12,13]. 65 

Hypercoagulability is difficult to predict by means of conventional hemostatic 66 

tests (prothrombin time [PT] and activated partial thromboplastin time [aPTT]), as 67 

they are more suitable for detecting hypocoagulable states [14]. Thrombosis can 68 

occur by multiple mechanisms: increased activity of procoagulant factors, 69 

decreased endogenous anticoagulant activity, decreased fibrinolysis, blood 70 
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stasis or endothelial vascular damage, which make these tests harder to predict 71 

thrombotic risk [15]. Thromboelastometry (TEM) is a validated test in veterinary 72 

medicine that detects hypercoagulable states [14,16] and evaluates hemostatic 73 

treatments [11]. 74 

We hypothesized that dogs with HAC are at higher risk of thrombosis. 75 

Thus, the objective of this study was to evaluate hematological, biochemical and 76 

hemostatic findings in dogs with ACTH-dependent HAC and compare them to a 77 

healthy control group, in order to identify thrombotic risk and possible related 78 

mechanisms. 79 

 80 

2. MATERIALS AND METHODS 81 

2.1 Experimental design 82 

This study was approved by the Ethics Committee on The Use of Animals 83 

(protocol no 0163/2018) and a free and informed consent was signed by the 84 

patient’s owners. We selected 19 client-owned dogs (10 females, 9 males [Table 85 

1]) diagnosed with ACTH-dependent HAC (by low-dose dexamethasone 86 

suppression test and endogenous ACTH concentration), from the endocrinology 87 

service of two veterinary clinics (Naya Especialidades Veterinárias, São 88 

Paulo/SP, and Endocardiovet, Bauru/SP). The median age for this group was 11 89 

years (range 6-15 years). Animals with comorbidities not related to ACTH-90 

dependent HAC were excluded 91 

 For the control group, we included 30 healthy dogs (12 males and 18 92 

females), between the ages of 1 and 9 years (median, 3 years), without morbid 93 

antecedents in the past 30 d. With previous clinical evaluation, all animals were 94 
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submitted to the same laboratory analysis (blood count, biochemical and 95 

hemostatic profile). 96 

 97 

2.2 Blood collection 98 

Blood was collected from the external jugular vein using a EDTA K3 99 

anticoagulant 7.5% tube for blood count and a dry tube for biochemical analysis.  100 

For hemostatic evaluation, blood was collected in a 3.2% sodium citrate tube at 101 

single moment. Two citrated tubes (3.2% sodium citrate) of 1.8 mL of blood were 102 

collected. After collection, samples destined for TEM and platelet aggregation 103 

were submitted to analysis within 40 minutes. The poor platelet plasma (PPP) 104 

used for the tests of prothrombin time (TP), activated partial thromboplastin time 105 

(aPTT), antithrombin, fibrinogen and D-dimer were immediately frozen and stored 106 

in liquid nitrogen (-196 ºC) until analysis. 107 

 108 

2.3 Laboratorial Analysis  109 

2.3.1 Hemostasis 110 

2.3.1.1 Thromboelastometry (TEM) 111 

Analyses was performed in whole blood within 30-40 minutes after sampling 112 

and according to the manufacturer's instructions. Three channels were used 113 

simultaneously for measuring INTEM, EXTEM and FIBTEM, each one requiring 114 

300 μL of citrated blood. The blood was recalcified with 20 μL of calcium chloride 115 

0.2 M (STAR-TEM®), and coagulation was initiated by adding tissue factor 116 

(EXTEM®) and ellagic acid  (INTEM®).  For FIBTEM® analysis, blood was mixed 117 

with 20 μL of EXTEM  reagent  and  20 μL of cytochalasin D solution  [17]. 118 

Tracings were run at 37°C for 60 minutes.  119 
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2.3.1.2 Platelet aggregation 120 

Whole blood platelet aggregation was performed in an electric impedance 121 

aggregometer (Chrono - Log WBA® - Model 592ª Dual Channel). The sample 122 

was kept at room temperature for 30 minutes before analysis. Aggregation was 123 

performed according to the protocol using ADP as an agonist [18]. 124 

 125 

2.3.1.3 PT and aPTT 126 

 For PT and aPTT analysis, the proceeding was performed by a 127 

coagulometer CloTimer (Clot®), according to the guidelines of each commercial 128 

kit [19]. 129 

 130 

2.3.1.4 Antithrombin, fibrinogen and D-dimer 131 

 Antithrombin, fibrinogen and D-dimer plasma concentrations were 132 

determined by an automated Sysmex CA-600 (Siemens Healthcare 133 

Diagnostics®) device, according to the guidelines of each commercial kit 134 

(Berichrom® Antithrombin III, Dade® Fibrinogen and Innovance® D Dimer, 135 

respectively). 136 

 137 

2.3.2 Blood count 138 

Blood count was performed by hematological analyzers (flow cytometry and 139 

impedance). Cell morphology and differential leukocyte count  were performed in 140 

100 cells together with the evaluation of the morphology of erythrocytes and 141 

platelets in blood smears stained by rapid Panoptic (Laborclin®). 142 

 143 

 144 
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2.3.3 Serum biochemistry and urinary protein: creatinine ratio 145 

Biochemical tests and urinary protein: creatinine ratio were processed in 146 

an automated biochemistry device (Roche® - Cobas Mira Plus) using commercial 147 

kits (Bioclin® and Labtest®). Biochemical analyses included alanine-148 

aminotransferase (ALT), alkaline phosphatase (AP), gamma-glutamyl 149 

transferase (GGT), urea,  creatinine, total protein, albumin, cholesterol, 150 

triglycerides and glucose. 151 

 152 

2.3.4 Low dose dexamethasone suppression test 153 

 Diagnosis of HAC was confirmed by the low-dose dexamethasone 154 

suppression test, in which serum cortisol concentration (baseline, 4h and 8h post-155 

dexamethasone) was obtained by radioimmunoassay method, using commercial 156 

kits (Coat - A Count, Siemens®). The collection was performed according to a 157 

predetermined protocol [7].  Animals with baseline cortisol levels of > 4.0 μg/dL, 158 

and post dexamethasone (4 and 8 h) levels of > 0.9 μg/dL, were considered 159 

positive. 160 

 161 

2.3.5 Statistical analysis 162 

 Data were analyzed using the commercial program GraphPad Prism 163 

version 5.01 (GraphPad Software, Inc®/ La Jolla, CA). Estimation of the sample 164 

size (n) was calculated at an 80% statistical power. Normality of data was 165 

assessed by the test of Shapiro-Wilk and variables were compared by Student’s 166 

t-test. All data were expressed as a mean (±SD). Statistical significance was 167 

established at p < 0.05 for all values. 168 

 169 
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3. RESULTS AND DISCUSSION 170 

 Regarding hematological evaluation, our study showed a significant 171 

difference only for the platelet count (Table 2) when we compared both groups. 172 

We observed mild to moderate thrombocytosis in 7/19 dogs (36.85%), probably 173 

due to bone marrow stimulation and/or decreased splenic sequestration [14]. 174 

Other studies reported an increase in 75-80% of the cases [20,21]; however, their 175 

reference interval was lower than the one used for this study (160-430 /μL x 200-176 

500 /μL). Constant exposure to hypercortisolemia gives rise to multisystemic 177 

disorders that can be reflected in routine laboratory tests [22]. Erythrocytosis, 178 

thrombocytosis and stress leukogram constitute the most frequent hematological 179 

changes [23,24], although we only observed thrombocytosis as a consistent 180 

change. 181 

 Hypercortisolemia can also stimulate ALP’s cortisol-induced isoenzyme 182 

and vacuolar hepatopathy [23], leading to a significant increase in ALP and ALT 183 

activity, respectively (Table 3). Even though this does not occur with GGT, studies 184 

have shown an association between increased serum activity and glucocorticoid 185 

treatment; probably due to a stimulus of hepatocytes’ microsomal system [25,26]. 186 

In HAC, increment of GGT tends to be less common and severe than ALP [27]. 187 

Still our study showed a similar frequency between them; 11/16 (68.75%) patients 188 

had an increase in GGT and 12/18 (66.66%) patients in ALP. In fact, some 189 

animals presented high levels of GGT with normal activity of ALP, possibly related 190 

with the presence of cholestasis in the bile canaliculus. Hyperlipidemia caused 191 

by cortisol stimulus for lipolysis, and hyperglycemia, produced by insulin 192 

resistance and hepatic neoglucogenesis, were also common findings [23,24]. It 193 

is important to note that some animals were not submitted to all examinations, 194 
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which explains the lower total number of animals evaluated in relation to the 195 

levels of GGT and ALP. 196 

 Some authors characterized thromboembolic mechanisms according to 197 

the triad of Virchow, which includes endothelial dysfunction, hypercoagulability 198 

and stasis [28]. We confirmed the presence of hypercoagulability in dogs with 199 

HAC, mainly represented by a decrease in CT (EXTEM and FIBTEM assays) and 200 

CFT parameters (FIBTEM assay), and an increase of MCF in the INTEM, EXTEM 201 

and FIBTEM pathways (Tables 4, 5 and 6). These alterations suggest a faster 202 

formation of fibrin polymer and a more resistant clot. So far, none of these 203 

patients has develop a clinical thromboembolic event. In addition, we observed 204 

decreased values of PT and aPTT compared to control group, which may also 205 

suggest a state of hypercoagulability due to the increase of several factors of the 206 

intrinsic and extrinsic pathways in cases of HAC [29]. 207 

 Our study also detected increased fibrinogen levels in all animals with HAC 208 

(Table 7), what could indicate a pro-inflammatory condition caused by 209 

hypercortisolism, that in conjunction with the ML’s increase, suggested a 210 

fibrinolytic disorder [28]. The FIBTEM assay qualitatively evaluates fibrinogen by 211 

the action of cytochalasin D, which irreversibly inhibits platelet function [30], and 212 

justifies the importance of fibrinogen in hemostasis. Fibrinogen binds to GPIIb-213 

IIIa platelet receptors enabling cross-linking of adjacent activated platelets [31]. 214 

We observed higher platelet aggregation in dogs with HAC (Table 7), probably 215 

due to hyperfibrinogenemia, which alters plasma viscosity, erythrocyte 216 

aggregation and vascular reactivity, and impairs endothelial cell layer integrity by 217 

binding to its endothelial cell membrane receptors and activating signalling 218 

mechanisms [32]. However, results of TEM tracing were incompatible with this 219 
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finding, since the parameters used to evaluate platelet aggregation, (CFT and 220 

alpha angle of INTEM and EXTEM assays) were normal. This also could be 221 

explained by a ROTEM’s lack of sensitivity to assess antiplatelet effects.  222 

Animals with HAC presented hyperglycemia, hypercholesterolemia, 223 

hypertriglyceridemia, and high urinary protein: creatinine ratio (UPC) (Table 3), 224 

alterations that could predispose to thromboembolism and that should be 225 

corrected by the clinician. Obesity, dyslipidemia, insulin resistance and 226 

proteinuria are considered inflammatory conditions that result in increased 227 

thrombotic risk [20,28].  228 

Several researchers recognize hyperlipidemia as one of the principal 229 

causes of atherosclerosis, and the consequent formation of thrombi. In HAC, 230 

studies have proposed increase of LDL cholesterol--associated with cholestasis 231 

and cellular liver disease—as the main mechanism for hypercholesterolemia 232 

[33,34]. The prevalence of hyperlipidemia is still undefined, ranging from 50-80% 233 

between authors [27]. For our study, we omitted the quantification of cholesterol 234 

lipoproteins so LDL levels were unverified; yet, we observed a lower prevalence 235 

than expected.  Only  7/19 animals (36.84%) showed hypercholesterolemia and 236 

6/19 (31.58%) presented hypertriglyceridemia, leading us to the presumption that 237 

hyperlipidemia is an irrelevant factor for thrombotic risk in canine HAC. 238 

 Literature reports proteinuria (UPC > 1,0) as a common finding in HAC and 239 

a probable cause of antithrombin (important anticoagulant factor) renal loss, but 240 

its origin is still on debate. Some authors suggest glomerular damage as the main 241 

cause of proteinuria directly caused by the immunosuppressive effects of 242 

hypercortisolemia, and systemic arterial hypertension and increased glomerular 243 

permeability [35,36], while other studies propose a glomerular or tubular origin 244 
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linked to the presence of high molecular weight proteins on proximal tubule [37].  245 

Most of our patients (14/19; 73.7%) presented proteinuria, though, with higher 246 

levels of antithrombin than the control group (Table 7). Since our study lacks 247 

specific markers and blood pressure the origin of proteinuria remains 248 

unsupported.  Though, we believe that renal loss of antithrombin might be 249 

proportionally related with the severity of proteinuria, and that increased levels of 250 

antithrombin were caused by a compensatory mechanism for hypercoagulability 251 

secondary to inflammatory diseases and increased procoagulant factors [20,28].   252 

 Some authors have associated hypercortisolism with increased 253 

plasminogen activator inhibitor (PAI) levels, resulting in decreased fibrinolysis 254 

[38], yet, our study showed no significant difference in D-dimer values and ML 255 

parameter of INTEM and EXTEM assays. As seen in other studies that reported 256 

normal fibrinolytic markers in patients with Cushing's syndrome [28] and healthy 257 

humans undergoing high-dose dexamethasone therapy [39]. 258 

 The D-dimer concentration is influenced by several physiological and 259 

pathological conditions, such as pregnancy, chronic inflammatory conditions and 260 

neoplasms; normal levels suggest absence of clinical thrombotic event [31]. For 261 

this reason, D-dimer should be interpreted in conjunction with TEM and imaging 262 

exams. None of the animals included in our study developed a thrombotic clinical 263 

event, and animals with comorbidities such as neoplasms, chronic kidney 264 

disease, among others, were excluded. 265 

 Future studies evaluating inflammation-related factors and its correlation 266 

with our study results will contribute not only to comprehend physiological 267 

mechanisms of hypercoagulability, but also to determine the patients’ stage. 268 

 269 
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CONCLUSIONS 270 

 Canine ACTH-dependent hyperadrenocorticism is associated with a state 271 

of hypercoagulability characterized by thromboelastometric changes. This state 272 

is caused by hyperfibrinogenemia in association with thrombocytosis,  273 

dyslipidemias, hyperglycemia,  and  proteinuria. 274 
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TABLES 463 

Table 1. Breed distribution of 19 dogs diagnosed with hyperadrenocorticism 464 

Breed Number of cases Percentage (%) 

Yorkshire terrier 3/19 15.79 

Mongrel 3/19 15.79 

French bulldog 2/19 10.52 

Lhasa apso 2/19 10.52 

Dachshunds 2/19 10.52 

Beagle 1/19 5.26 

Bichon frisé 1/19 5.26 

Fox terrier 1/19 5.26 

Maltese 1/19 5.26 

Poodle 1/19 5.26 

Pug 1/19 5.26 

West highland white terrier 1/19 5.26 

 465 

 466 

 467 

 468 

 469 

 470 

 471 

 472 

 473 

 474 

 475 

 476 

 477 
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Table 2. Comparison of hematological parameters between healthy individuals 478 

(n=30) and dogs with ACTH-dependent hyperadrenocorticism (n=19) 479 

 
CONTROL (±SD) HAC (±SD) p 

Red cells (x10⁶/μL) 6.954 (±0.84) 6.842 (±1.17)  0.7057 

Hemoglobin (g/dL) 15.92 (±1.68) 15.73 (±2.69) 0.7658 

Hematocrit (%) 47.7 (±4.50) 45.47 (±7.60) 0.2119 

VCM (fL) 68.76 (±4.11) 67.19 (±5.24) 0.2631 

CHCM (%) 33.32 (±0.85) 34.36 (±3.43) 0.6453 

Platelets (x10³/μL) 233.7 (±48.88) 400.0 (±147.20) <0.0001* 

Leucocytes  (x10³/μL) 11.14 (±3.07) 9.43 (±4.55) 0.1229 

* Statistical difference (p<0.05) 480 

HAC: hyperadrenocorticism 481 

 482 

 483 

 484 

 485 

 486 

 487 

 488 

 489 

 490 

 491 

 492 

 493 

 494 

 495 

 496 
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Table 3. Comparison of biochemical parameters between healthy individuals 497 

(n=30) and dogs with ACTH-dependent hyperadrenocorticism (n=19) 498 

 
CONTROL (±SD) HAC (±SD) p 

Urea (mg/dL) 36.63 (±11.28) 48.24 (±31.50) 0,0733 

Creatinine (mg/dL) 0.9 (±0.21) 0.95 (±0.51) 0,6410 

ALT (IU/L) 44.33 (±19.45) 247.20 (±531.20) 0,0409* 

ALP (IU/L) 61.8 (±61.3) 1315.0 (±3261.0) 0.0395* 

GGT (IU/L) 3.82 (±1.72) 57.15 (±138.2) 0.0383* 

TP (g/dL) 6.78 (±0.85) 7.19 (±0.88) 0,1209 

Albumin (g/dL) 3.59 (±0.49) 3.30 (±0.53) 0.0674 

Globulin (g/dL) 3.19 (±0.66) 3.90 (±0.84) 0.0027* 

Glycose (mg/dL) 85.3 (±10.1) 112.0 (±39.44) 0,0010* 

Cholesterol (mg/dL) 217.5 (±86.18) 303.3 (±104.1) 0.0030* 

Triglycerides (mg/dL) 96.17 (±83.99) 179.2 (±176.4) 0.0311* 

UPC - 2.56 (±2.21)  

* Statistical difference (p<0.05) 499 

HAC: hyperadrenocorticism 500 

 501 

 502 

 503 

 504 

 505 

 506 

 507 

 508 

 509 

 510 

 511 

 512 
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Table 4. Comparison of ROTEM evaluation (INTEM®) between healthy 513 

individuals (n=30) and dogs with ACTH-dependent hyperadrenocorticism (n=19) 514 

INTEM Control (±SD) HAC (±SD) p 

CT (s) 125.6 (±33.8) 119.7 (±35.7) 0.5729 

CFT (s) 190.7 (±67.3) 165.2 (±89.2) 0.2689 

α angle ( ͦ) 58.6 (±8.6) 63.8 (±11.9) 0.0892 

MCF (mm) 54.0 (±9.1) 61.5 (±10.0) 0.0102* 

ML (%) 10.6 (±16.3) 7.3 (±12.7) 0.4626 

* Statistical difference (p<0.05) 515 

HAC: hyperadrenocorticism 516 

 517 

 518 

 519 

 520 

 521 

 522 

 523 

 524 

 525 

 526 

 527 

 528 

 529 

 530 

 531 

 532 
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Table 5. Comparison of ROTEM evaluation (EXTEM®) between healthy 533 

individuals (n=30) and dogs with ACTH-dependent hyperadrenocorticism (n=19) 534 

EXTEM Control (±SD) HAC (±SD) p 

CT (s) 59.0 (±27.7) 37.4 (±24.5) 0.0084* 

CFT (s) 217.5 (±94.5) 197.7 (±116.2) 0.5241 

α angle (  ͦ) 56.6 (±10.6) 59.7 (±12.9) 0.3747 

MCF (mm) 54.9 (±9.9) 63.3 (±10.0) 0.0061* 

ML (%) 4.2 (±9.1) 1.3 (±3.3) 0.1879 

* Statistical difference (p<0.05) 535 

HAC: hyperadrenocorticism 536 

 537 

 538 

 539 

 540 

 541 

 542 

 543 

 544 

 545 

 546 

 547 

 548 

 549 

 550 

 551 

 552 
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Table 6. Comparison of ROTEM evaluation (FIBTEM®) between healthy 553 

individuals (n=30) and dogs with ACTH-dependent hyperadrenocorticism (n=19) 554 

FIBTEM Control (± SD) HAC (± SD) P 

CT (s) 59.2 (±40.0) 33.1 (±15.0) 0.0094* 

CFT (s) - - - 

α angle ( ͦ) 62.9 (±5.5) 72.6 (±5.4) 0.0042* 

MCF (mm) 9.6 (±3.2) 18.0 (±13.1) 0.0021* 

ML (%) 9.1 (±7.4) 2.4 (±5.0) 0.0012* 

* Statistical difference (p<0.05) 555 

HAC: hyperadrenocorticism 556 

 557 

 558 

 559 

 560 

 561 

 562 

 563 

 564 

 565 

 566 

 567 

 568 

 569 

 570 

 571 

 572 

 573 
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Table 7. Comparison of platelet aggregation, antithrombin, fibrinogen, D-dimer, 574 

prothrombin time (PT) and activated partial thromboplastin time (aPTT) between 575 

healthy individuals (n=30) and dogs with ACTH-dependent hyperadrenocorticism 576 

(n=19) 577 
 

CONTROL (±SD) HAC (±SD) P 

Platelet aggregation (Ohms) 7.56 (±3.14) 11.68 (±5.41) 0.0064* 

Antithrombin (%) 118.1 (±8.9) 141.8 (±26.3) <0.0001* 

Fibrinogen (mg/dL) 190.6 (±66.9) 392.8 (±118.5) <0.0001* 

D-dimer (μg/mL) 0.8 (±1.0) 0.7 (±0.5) 0.5563 

PT (s) 8.52 (±1.42) 7.38 (±0.63) 0.0038* 

aPTT (s) 14.81 (±3.08) 11.33 (±2.95) 0.0003* 

* Statistical difference (p<0.05) 578 

HAC: hyperadrenocorticism 579 

 580 

 581 

 582 

 583 

 584 

 585 

 586 

 587 

 588 

 589 

 590 

 591 

 592 

 593 

 594 

 595 
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ABSTRACT 28 

Hyperadrenocorticism (HAC) can lead to a state of hypercoagulability supposedly 29 

by increasing activity of procoagulant factors and decreasing that of 30 

anticoagulants and fibrinolysis. For the past few years, clinicians have 31 

implemented antiplatelet agents, such as clopidogrel bisulfate, as an empiric 32 

treatment for preventing thromboembolic events. Thus, the objective of this 33 

prospective and observational study was to evaluate the effectiveness of 34 

clopidogrel for decreasing thromboembolic risk was able to decrease the state of 35 

hypercoagulability in ACTH-dependent canine HAC. Eleven dogs were randomly 36 

selected to receive trilostane alone (G1) or trilostane plus clopidogrel therapy 37 

(G2). Both groups were summited to the same evaluations before and after 38 

treatment: total cell blood count, cholesterol and triglycerides concentration, and 39 

a hemostatic profile that included thromboelastometry, platelet aggregation, 40 

activated partial thromboplastin time (aPTT), antithrombin, fibrinogen and D 41 

dimer levels. We confirmed the presence of typical alterations, such as 42 

thrombocytosis and hyperlipidemia, and a higher tendency for thrombotic risk—43 

supported by changes in thromboelastometry, decreased aPTT, and increased 44 

fibrinogen levels. Comparisons between treatments showed no statistical 45 

evidences of improvement for hypercoagulable state. 46 

Keywords: Thrombocytosis; Platelets; Fibrinogen; Antithrombin; 47 

Hypercoagulability; Antiplatelet. 48 

 49 

1. INTRODUCTION  50 

The hemostatic system is composed by platelets, blood vessels, von 51 

Willebrand factor, coagulation factors, anticoagulants and fibrinolytic 52 
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components. Mechanisms involved with its functioning, must sustain a perfect 53 

balance to ensure correct blood flow and vascular integrity [1]. The activation of 54 

coagulation factors results in fibrin-platelet plug, that remains restricted to the site 55 

of injury under normal physiological conditions. Natural anticoagulants (mainly 56 

represented by antithrombin, and proteins C and S) act by degrading coagulation 57 

factors and avoiding a disseminated coagulation process [2]. 58 

Disruptions of normal hemostatic mechanisms, such as endothelial injury 59 

(caused by infections or deposition of immunocomplexes), vascular stasis (e.g. 60 

heart disease, endocardium damage), hypercoagulability and hypofibrinolysis 61 

(e.g., hyperadrenocorticism), constitute the principal causes of thrombosis in 62 

dogs [3]. 63 

Hypercoagulability is difficult to identify by conventional hemostatic tests 64 

[4], such as prothrombin time (PT) and activated partial thromboplastin time 65 

(aPTT). Since thrombosis occur due to any combination of increased activity of 66 

procoagulant factors, decreased activity of endogenous anticoagulants, 67 

decreased fibrinolysis, blood stasis, or endothelial vascular damage, these tests 68 

are unlikely to predict the overall thrombotic risk [5]. 69 

Thromboelastometry (TEM) is a validated test in dogs that allows the 70 

detection of patients in a state of hypercoagulability [4], characterized by 71 

decreased values of CT and/or  CFT, and an increase of the α angle and/or 72 

maximum clot firmness [6,7]. 73 

Hyperadrenocorticism (HAC) is a relatively common endocrine disease in 74 

dogs, caused by an excessive chronic secretion of glucocorticoids [8]. A 75 

potentially fatal complication of HAC is arterial and venous thromboembolism, 76 

supposedly triggered by an increased activity of pro-coagulant factors and 77 
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fibrinogen concentration [9]. The pathogenesis of this process and its exact 78 

incidence is still undefined. Animals treated with trilostane (an enzymatic blocker 79 

of esteroidal synthesis), remain in a state of hypercoagulability even after therapy 80 

and normalization of cortisol levels [4]. 81 

Clopidogrel bisulfate is an antiplatelet agent that irreversibly inhibits the 82 

P2Y12 platelet receptor, consequently blocking the action of adenosine 83 

diphosphate (ADP) [10]. The aim of this study was to evaluate if clopidogrel 84 

treatment was able improve hypercoagulable state in animals diagnosed with 85 

ACTH-dependent HAC. 86 

 87 

2. MATERIALS AND METHODS 88 

2.1 Experimental design 89 

This study was approved by the Ethics Committee on The Use of Animals 90 

(protocol no 0163/2018) and a free and informed consent was assigned by the 91 

patient’s owners. We selected 11 client-owned dogs (7 females, 4 males [Table 92 

1]) diagnosed with ACTH-dependent HAC (by low-dose dexamethasone 93 

suppression test and endogenous ACTH concentration), from the endocrinology 94 

service of two veterinary clinics (Naya Especialidades Veterinárias, São 95 

Paulo/SP, and Endocardiovet, Bauru/SP). Animals with comorbidities unrelated 96 

to HAC were excluded. Animals  were  submitted to clinical evaluation and 97 

laboratory tests, such as cell blood count, biochemical tests and hemostatic 98 

profile parameters (aPTT, antithrombin, fibrinogen, D-dimer, ROTEM and platelet 99 

aggregation), and separated into two groups according to the protocol treatment, 100 

G1 (trilostane [0.5-1.5 mg/kg/BID PO]), and G2 (trilostane [0.5-1.5 mg/kg/BID PO] 101 

plus clopidogrel [2 mg/kg/SID PO]). Both groups were evaluated at the time of 102 
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diagnosis (M0, by the dexamethasone suppression test and endogenous ACTH) 103 

and after normalization of ACTH-stimulated cortisol concentrations (2-6 μg/dL) 104 

(M1). The ACTH stimulation tests were performed in all groups at the first re‐105 

evaluation, between 4 and 6 hours after the administration of trilostane. This 106 

range of post‐ACTH cortisol concentrations were considered indicative of proper 107 

disease control, in addition to remission of clinical signs. 108 

 For the control group, we included 30 healthy dogs (12 males and 18 109 

females), between the ages of 1 and 9 years (median, 3 years), without morbid 110 

antecedents in the past 30 d. With previous clinical evaluation, all animals  were  111 

submitted to the same laboratory  analysis (blood count, biochemical and 112 

hemostatic profile). 113 

 114 

2.2 Blood collection 115 

Blood was collected from the external jugular vein using a EDTA K3 116 

anticoagulant 7.5% tube for blood count and a dry tube for biochemical analysis.  117 

For hemostatic evaluation, blood was collected into two 3.2% sodium citrate 118 

tubes of 1.8 mL at single moment. After collection, samples destined for TEM and 119 

platelet aggregation were submitted to analysis within 40 minutes. The poor 120 

platelet plasma (PPP) used for the tests of activated partial thromboplastin time 121 

(aPTT), antithrombin, fibrinogen and D-dimer were immediately frozen and stored 122 

in liquid nitrogen (-196 ºC) until analysis. 123 

 124 

2.3 Laboratorial Analysis  125 

2.3.1 Hemostasis 126 

2.3.1.1 Thromboelastometry (TEM) 127 
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Analyses was performed in whole blood within 30-40 minutes after sampling 128 

and according to the manufacturer's instructions. Three channels were used 129 

simultaneously for measuring INTEM, EXTEM and FIBTEM, each one requiring 130 

300 μL of citrated blood. The blood was recalcified with 20 μL of calcium chloride 131 

0.2 M (STAR-TEM®), and coagulation was initiated by adding tissue factor 132 

(EXTEM®) and ellagic acid (INTEM®). For FIBTEM® analysis, blood was mixed 133 

with 20 μL of EXTEM reagent  and  20 μL of cytochalasin D solution  [11]. 134 

Tracings were run at 37°C for 60 minutes.  135 

 136 

2.3.1.2 Platelet aggregation 137 

Whole blood platelet aggregation was performed in an electric impedance 138 

aggregometer  (Chrono - Log WBA® - Model 592ª Dual Channel). The sample 139 

was  kept at room temperature for 30 minutes before analysis. Aggregation  was 140 

performed according to the protocol using ADP as an agonist [12]. 141 

 142 

2.3.1.3 aPTT 143 

 For aPTT analysis, the proceeding was performed by a coagulometer 144 

CloTimer (Clot®), according to the guidelines of each commercial kit [13]. 145 

 146 

2.3.1.4 Antithrombin, fibrinogen and D-dimer 147 

 Antithrombin, fibrinogen and D-dimer plasma concentrations were 148 

determined by an automated Sysmex CA-600 (Siemens Healthcare 149 

Diagnostics®) device, according to the guidelines of each commercial kit 150 

(Berichrom® Antithrombin III, Dade® Fibrinogen and Innovance® D Dimer, 151 

respectively). 152 
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2.3.2 Cell blood count 153 

Cell blood count was performed by hematological analyzers (flow cytometry 154 

and impedance). Cell morphology and differential leukocyte counts  were 155 

performed in 100 cells in blood smears stained by Diff-Quick stain (Laborclin®). 156 

 157 

2.3.3 Serum biochemistry 158 

Cholesterol and triglycerides were measured in an automated 159 

biochemistry device (Roche® - Cobas Mira Plus) using commercial kits 160 

(Bioclin®).  161 

 162 

2.3.4 Low dose dexamethasone suppression test 163 

 Diagnosis of HAC was confirmed by the low-dose dexamethasone 164 

suppression test, in which serum cortisol concentration (baseline, 4h and 8h post-165 

dexamethasone) was obtained by radioimmunoassay method, using commercial 166 

kits (Coat - A Count, Siemens®). The collection was performed according to a 167 

predetermined protocol [14].  Animals with baseline cortisol levels of > 4.0 μg/dL, 168 

and post dexamethasone (4 and 8 h) levels of > 0.9 μg/dL, were considered 169 

positive. 170 

 171 

2.3.5 Statistical analysis 172 

 Statistical analysis was performed by statistical software (SAS Studio, Inc). 173 

Estimation of the sample size (n) was calculated at an 80% statistical power. The 174 

data were analyzed for normality by observing the sample distribution in quantile-175 

quantile graphs and examination of the residuals were performed. A general 176 

linear mixed model including time and group as fixed effects, and dog as a 177 



46 

 

 

random effect, was used to determine if the parameters of interest changed over 178 

time or between groups. Repeated measures made over time on the same animal 179 

were accounted for by fitting different autocorrelation structures. Posthoc tests 180 

were performed when the global testing indicated differences between groups or 181 

time points, and were adjusted by Tukey’s method. Level of significance was set 182 

at p < 0.05. 183 

 184 

3. RESULTS AND DISCUSSION 185 

 Regarding hematological evaluation, our study showed a significant 186 

difference only for the platelet count in M0 (Table 2). We observed mild to 187 

moderate thrombocytosis, probably due to bone marrow stimulation and/or 188 

decreased destruction effects of cortisol [4,15]. Constant exposure to 189 

hypercortisolemia gives rise to multisystemic disorders that result in alterations 190 

of routine laboratory tests [16]. Results showed no statistical difference between 191 

M0 and M1 for both groups (G1 and G2). This was expected since previous 192 

studies with healthy dogs have shown no significant changes in hematocrit or 193 

platelet counts after clopidogrel administration [17]; hematological alterations in 194 

patients with HAC have also remained after normalization of cortisol levels 195 

[4,9,18]. 196 

 Thromboembolic mechanisms were characterized by some authors 197 

according to the triad of Virchow, which includes endothelial dysfunction, 198 

hypercoagulability and stasis [2]. We confirmed the presence of 199 

hypercoagulability in dogs with HAC, mainly represented by a decrease in CT 200 

(EXTEM assay) and CFT parameters (FIBTEM assay), and an increase of α 201 

angle and MCF in the FIBTEM pathway (Table 3). These alterations suggest a 202 
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faster formation of fibrin polymer and a more resistant clot. So far, none of these 203 

patients has developed a clinical thromboembolic event.  204 

 We also observed a decreased aPTT when compared to the control group. 205 

Although this parameter lacks significance for diagnosing hypercoagulability; 206 

some studies have shown a relationship between shortened aPTT with clinical 207 

manifestations of thrombosis [19]. The aPTT values returned to normal after 208 

regularizing cortisol levels in both groups. Some authors have proposed factor 209 

VIII as the main procoagulant factor undergoing changes in cases of 210 

hypercortisolism [1]. Therefore, although we omitted the quantification of this 211 

factor, we can assume that resolution of hypercortisolism may have leaded to a 212 

regularization of factor VIII, and hence of aPTT. 213 

 Treatment with trilostane, whether or not associated with clopidogrel, 214 

presented no signs of improvement for thromboelastometric alterations (Table 3). 215 

Another study showed how thromboelastography (TEG) tracings remained 216 

unaltered after clopidogrel treatment in healthy dogs [20]; this could be explained 217 

by a ROTEM’s lack of sensitivity to assess antiplatelet effects, as proposed in 218 

previous studies that evaluated hemostatic effects of NSAIDs [21]. Treatment 219 

with trilostane alone, has also proven to be ineffective in stabilizing TEG tracings 220 

[9]; which suggests a persistent glucocorticoid systemic effect, or even individual 221 

sensitivity, as suggested by another study [22]. 222 

 We also detected increased fibrinogen levels (Table 3), that in conjunction 223 

with the ML’s increase, suggest a secondary fibrinolysis [2]. The FIBTEM assay 224 

qualitatively evaluates fibrinogen by the action of cytochalasin D, which 225 

irreversibly inhibits platelet function [23], and justifies the importance of fibrinogen 226 

in hemostasis, by enabling cross-linking of adjacent activated platelets [18]. Our 227 
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study observed higher platelet aggregation in dogs with HAC when compared to 228 

control group (Table 3), probably due to hyperfibrinogenemia, which alters 229 

plasma viscosity, erythrocyte aggregation, vascular reactivity, and also impairs 230 

endothelial cell layer integrity by binding to its endothelial cell membrane 231 

receptors and activating signalling mechanisms [24].  232 

 Adenosine diphosphate-induced platelet aggregation underwent 233 

significant reduction after trilostane and clopidogrel treatment (table 2), which can 234 

be explained by the mechanism of action of clopidogrel, which involves 235 

irreversible inhibition of platelet receptor P2Y12  of adenosine diphosphate (ADP) 236 

[10].  It is important to note that some of the animals presented an absent 237 

response to ADP, probably due to variations of the P2Y12 receptor, that 238 

diminishes its activity. Similar responses were seen in humans with 239 

polymorphisms of this receptor [10,20]. These individual characteristics and the 240 

fact that the receptor serves as clopidogrel’s site of action; led us to the 241 

presumption that polymorphism of ADP receptors can interfere in clopidogrel 242 

treatment as well, explaining the lack of response seen in some of the animals. 243 

 This study revealed different sensitivity for platelet aggregation and 244 

thromboelastometry methods in assessing antiplatelet effects of clopidogrel 245 

treatment. We observed a platelet hypofunction in ADP-induced aggregation after 246 

clopidogrel therapy, though, incompatible with thromboelastometric changes. 247 

Other researchers suggest that thrombin formation during conventional ROTEM 248 

procedure causes significant platelet activation via thrombin formation, masking 249 

any in vivo platelet inhibition by less potent platelet activators [21]. 250 

 Hemostatic profile (antithrombin, fibrinogen and D-dimers) showed no 251 

significant differences in neither of the groups (G1 and G2) nor moments (M0 and 252 
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M1) (table 2). Human patients showed higher fibrinogen and D-dimer levels at 253 

six-month remission period  for Cushing's syndrome, even though their cortisol 254 

levels were normalized [18]. This reinforces the idea of a persistent 255 

hypercoagulable tendency in dogs and the need for an effective long-term 256 

anticoagulant therapy and evaluation. 257 

Animals with HAC presented hypercholesterolemia and 258 

hypertriglyceridemia, alterations that could predispose to thromboembolism and 259 

that should be corrected by the clinician, since obesity, dyslipidemia, insulin 260 

resistance and proteinuria are considered inflammatory conditions that result in 261 

increased thrombotic risk [2,25]. Several researchers recognize hyperlipidemia 262 

as one of the principal causes of atherosclerosis, and consequent formation of 263 

thrombi. In HAC, studies have proposed increase of LDL cholesterol (associated 264 

with cholestasis and cellular liver disease) as the main cause for 265 

hypercholesterolemia [26,27]. Treatment with trilostane improved cholesterol 266 

levels as described in previous studies [28,29]. Decrease of cortisol levels 267 

produces a higher activation of lipoprotein-lipase and lower activation of hormone 268 

sensitive lipase. 269 

 For all that said, we can infer that hypercoagulable tendency remains even 270 

after normalization of cortisol levels and prophylactic clopidogrel treatment, 271 

consistent with other studies; this corroborates the findings of other studies in 272 

dogs and humans, what could be justified by an important role of a persistent 273 

endothelial dysfunction or abdominal obesity in human beings in the persistence 274 

of the hypercoagulable state [4,30,31]. Our study corroborated the need of an 275 

effective anticoagulant therapy and monitoring in dogs with ACTH-dependent 276 

HAC. 277 
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 Further studies are needed to evaluate other anticoagulants treatments, 278 

such as rivaroxaban, which was already suggested by some authors in cases of 279 

possible venous thromboembolism [32]. Herbal medicines, such as compounds 280 

of ginkgo biloba, could also be evaluated in view of their antiplatelet effects in 281 

humans [33]. 282 

 283 

CONCLUSIONS 284 

 Clopidogrel bisulfate in association with trilostane treatment showed 285 

inefficacy in improving hypercoagulable laboratorial alterations associated with 286 

ACTH-dependent canine HAC, at least on thromboelastometric evaluation, 287 

although apparently it has decreased platelet aggregation. 288 
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TABLES 447 

Table 1. Breed distribution of 11 dogs diagnosed with hyperadrenocorticism 448 

Breed Number of cases Percentage (%) 

Yorkshire terrier 2/11 18.18 

Mongrel 1/11 9.09 

French bulldog 1/11 9.09 

Lhasa apso 1/11 9.09 

Dachshund 1/11 9.09 

Beagle 1/11 9.09 

Bichon frisé 1/11 9.09 

Fox terrier 1/11 9.09 

Pug 1/11 9.09 

West highland white terrier 1/11 9.09 

 449 

 450 

 451 

 452 

 453 

 454 

 455 

 456 

 457 

 458 

 459 
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Table 2. Comparison [mean ± SD] of hematological and hemostatic parameters 460 

between control group (n=30), G1 (n=6) and G2 (n=5) on two moments (M0 and 461 

M1) 462 

  G1M0 G1M1 G2M0 G2M1 Control 

      

Platelet 
aggregation 

(Ohms) 
10.1 (±5.7) 10.3 (±3.8) 8.8 (±5.5) 3.1 (±6.3) 7.6 (±3.1) 

Platelet count 
(103/μL) 

423.7*  
(±164.6) 

380.5 (±84.3) 360.6* (±124.4) 449.6 (±170.4) 233.7 (±48.9) 

Cholesterol 
(mg/dL) 

260.7 (±30.2) 200.7 (±54.9) 283.6 (±94.9) 233.0 (±136.8) 217.5 (±86.2) 

Triglycerides 
(mg/dL) 

277.7* 
(±278.1) 

205.5 (±164.2) 105.2 (±49.1) 97.4 (±48.4) 96.2 (±84.0) 

Antithrombin 
(%) 

137.6 (±11.1) 145.5 (±13.4) 134.7 (±19.6) 148.4 (±28.8) 126.9 (±48.9) 

Fibrinogen 
(mg/dL) 

461.7* 
(±123.8) 

355.7 (±125.0) 328.0* (±95.4) 297.8 (±33.9) 188.9 (±66.3) 

D Dimer 0.8 (±0.7) 0.7 (±0.6) 0.6 (±0.5) 0.6 (±0.4) 0.8 (±1.0) 

aPTT (s) 10.0* (±1.3) 15.2 (±5.1) 10.3* (±2.7) 12.4 (±2.1) 14.81 (±3.81) 

* Indicates a significant difference to the control group (P < 0.05) 

 463 

 464 

 465 

 466 

 467 

 468 

 469 

 470 

 471 

 472 

 473 

 474 

 475 
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Table 3. Comparison [mean ± SD] of ROTEM parameters between control group 476 

(n=30), G1 (n=6) and G2 (n=5) on two moments (M0 and M1) 477 

  G1M0 G1M1 G2M0 G2M1 Control 

      

INTEM      

CT (s) 103.5 (±27.4) 83.3 (±32.8) 99.4 (±27.5) 98.0 (±18.8) 125.6 (±33.8) 

CFT (s) 187.8 (±87.3) 141.0 (±68.6) 154.6 (±27.0) 140.4 (±78.1) 190.7 (±67.3) 

α angle (o) 62.0 (±13.0) 67.0 (±10.0) 65.0 (±3.7) 63.4 (±63.4) 58.6 (±8.6) 

MCF (mm) 62.5 (±9.5) 63.3 (±5.2) 58.2 (±6.9) 57.6 (±7.4) 54.0 (±9.1) 

ML (%) 2.7 (±4.3) 0.2 (±0.4) 4.2 (±8.3) 9.4 (±8.7) 10.6 (±16.3) 

EXTEM      

CT (s) 45.0 (±31.1) 
 

28.3 (±13.8) 24.6* (±9.7) 39.8 (±14.9) 59.0 (±27.7) 

CFT (s) 200.5 (±84.3) 157.2 (±78.3) 202.0 (±13.3) 160.2 (±84.8) 217.5 (±94.5) 

α angle (o) 61.0 (±8.5) 63.8 (±10.9) 55.4 (±4.4) 63.2 (±12.3) 56.6 (±10.6) 

MCF (mm) 64.3 (±9.0) 65.0 (±7.0) 60.4 (±6.0) 58.2 (±9.1) 54.9 (±9.9) 

ML (%) 0.0 (±0.0) 0.0 (±0.0) 0.2 (±0.4) 2.0 (±3.1) 4.2 (±9.1) 

FIBTEM      

CT (s) 34.8 (±9.6) 29.2 (±9.7) 21.4 (±7.8) 43.8 (±18.2) 59.2 (±40.0) 

CFT (s) - - - - - 

α angle (o) 73.5* (±0.7) 74.7 (±3.5) 65.5 (±2.1) 63.3 (±2.3) 62.9 (±5.5) 

MCF (mm) 24.8* (±19.0) 14.5 (±3.4) 12.0 (±3.2) 11.0 (±3.0) 9.6 (±3.2) 

ML (%) 0.5* (±0.5) 2.8 (±3.7) 0.4* (±0.9) 3.6 (±3.8) 9.1 (±7.4) 

* Indicates a significant difference to the control group (P < 0.05). 
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7. DISCUSSÃO GERAL  

 Não existem trabalhos na literatura que realizaram estudo tão completo, 

com tantos parâmetros hematológicos, bioquímicos e hemostáticos, 

relacionados à comparação de cães saudáveis e com hiperadrenocorticismo 

hipófise-dependente, e que avaliem a ação do bissulfato de clopidogrel como 

agente antiagregação plaquetária nestes pacientes. 

 Dentro da avaliação hematológica, quando comparados animais do grupo 

controle e cães com HAC ACTH-dependente, houve diferença estatística na 

contagem plaquetária, provavelmente em decorrência de estímulo medular e 

diminuição da remoção ou destruição, já que outros estudos sugerem essas 

ações decorrentes do hipercortisolismo endógeno ou exógeno (PARK et al., 

2013; ROMÃO et al., 2013). Outros trabalhos reportaram trombocitose em 75-

80% dos casos (LOPES et al., 2005; PACE et al., 2013); porém, o intervalo de 

referência utilizado foi menor em comparação ao do presente estudo (160-

430x103/µL). A exposição constante à hipercortisolemia produz efeitos 

multissistêmicos que ocasionam diferentes alterações nos exames laboratoriais 

de rotina (ROSE; DUNN; BÉDARD, 2013). Dentro das alterações hematológicas 

mais frequentes, observam-se a eritrocitose e trombocitose, além do leucograma 

de estresse (NICHOLS, 1997; BENNAIM et al., 2019), o qual não foi observado 

em nenhum dos animais.  

 O tratamento com trilostano, associado ou não ao clopidogrel, não 

ocasionou diferenças entre M0 e M1 em ambos os grupos (G1 e G2), tendo em 

vista que a administração de clopidogrel em cães sadios não resultou em 

mudanças no hematócrito ou contagem plaquetária em outro estudo 

(WHITTEMORE et al., 2019) e que seres humanos e cães com HAC, mesmo 

após tratamento e normalização dos níveis de cortisol, permaneceram com 

diversas alterações hematológicas (KOL et al., 2013; PARK et al., 2013; WITEK 

et al., 2016). Nem o trilostano e tampouco o clopidogrel atuam diretamente sobre 

a produção, destruição ou consumo de plaquetas. 

 Na bioquímica sérica, uma das alterações mais comuns é o incremento 

de FA e ALT, consequências do aumento da isoenzima induzida pelo cortisol e 

da hepatopatia vacuolar secundários ao hipercortisolismo, respectivamente 

(BENNAIM et al., 2019). Embora essa indução não ocorra na GGT, estudos 

mostraram um incremento de sua atividade hepática e sérica em cães tratados 
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com glicocorticoides, provavelmente pelo estímulo do sistema microssomal dos 

hepatócitos (SOLTER et al., 1994; BENNAIM; SHIEL; MOONEY, 2019). No HAC, 

o incremento de GGT é menos frequente e severo em comparação à FA 

(ABDOU et al., 2013). No entanto, os dados analisados mostraram que mais de 

dois terços dos cães apresentaram aumento da atividade sérica de GGT e de 

FA. Inclusive, alguns animais tiveram aumento de GGT com níveis normais de 

FA, possivelmente associada à presença de colestase nos canalículos biliares.  

 Os mecanismos envolvidos em complicações tromboembólicas nos casos 

de hipercortisolismo, tanto endógeno como exógeno, estão agrupados na tríade 

de Virchow, que consiste em disfunção endotelial, hipercoagulabilidade e estase. 

O estado de hipercoagulabilidade foi demonstrado no traçado da TEM dos cães 

com HAC em nosso estudo e representado pela diminuição de CT e CFT, 

aumento do MCF, assim como distúrbios na fibrinólise, demonstrados 

eventualmente pela diminuição dos índices de LM, bem como no aumento do 

fibrinogênio (GILOR; GRAVES, 2011). Todavia, nenhum dos pacientes 

apresentou qualquer evento clínico trombótico. Além disso, foram observados 

em nosso estudo valores menores de TP e TTPa comparados ao grupo controle, 

o que pode também sugerir um estado de hipercoagulabilidade devido ao 

aumento de diversos fatores das vias intrínseca e extrínseca em casos de HAC 

(SONG; DROBATZ; SILVERSTEIN, 2016). Os animais tratados apresentaram 

normalização do TTPa, o que pode ser explicado pela diminuição gradativa dos 

níveis do fator VIII após normalização dos níveis de glicocorticoides. É afirmado 

por determinados autores que o fator VIII é um dos principais fatores pró-

coagulantes que sofre alteração em casos de hipercortisolismo (ISIDORI et al., 

2015), embora não possamos comprovar categoricamente essa informação em 

nosso estudo, já que não quantificamos este fator. 

 Não foram observadas alterações tromboelastométricas nos cães 

tratados após normalização dos níveis de cortisol pós-ACTH, apesar da 

hipofunção plaquetária observada após tratamento com trilostano associado ao 

clopidogrel. Em outro estudo, o clopidogrel não alterou as características dos 

traçados da tromboelastografia em cães sadios (BRAINARD et al., 2010), o que 

pode ser explicado pela menor sensibilidade da TEM para detecção de quadros 

de hipofunção plaquetária (ZANUZZO et al., 2015). Outro estudo também não 

detectou alterações na tromboelastografia após tratamento com trilostano e 
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remissão dos sinais clínicos em animais com hiperadrenocorticismo (KOL et al., 

2013), o que poderia sugerir um possível efeito prolongado sistêmico dos 

glicocorticoides, ou até mesmo sensibilidade individual dos pacientes, conforme 

sugerido por outro estudo (BORETTI et al., 2016). 

 Os animais com HAC apresentaram redução do CT, CFT e da LM no 

FIBTEM, e aumento do MCF no INTEM, EXTEM e FIBTEM (figura 2), 

demonstrando formação mais rápida do polímero de fibrina, e um coágulo mais 

firme. O FIBTEM permite a avaliação qualitativa do fibrinogênio pela atuação da 

citocalasina D, que inibe irreversivelmente a função plaquetária (COELHO et al., 

2015), tendo permitido verificar a importância do papel do fibrinogênio na 

condição de hipercoagulação dos pacientes com hiperadrenocorticismo. Tal 

evidência foi confirmada em nosso estudo pela hiperfibrinogenemia observada 

nos animais com HAC ACTH-dependente, em decorrência do processo 

inflamatório sistêmico.  

 

 

FIGURA 2. Gráfico obtido na tromboelastometria rotacional (ROTEM), avaliando 

EXTEM, INTEM e FIBTEM, de animal com HAC, com perfil característico de 

estado de hipercoagulabilidade. (Arquivo pessoal). 

 

 A maioria dos cães com hiperadrenocorticismo (11/19; 57.9%) 

apresentaram maior agregação plaquetária (figura 3), o que pode ser 
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consequência também da hiperfibrinogenemia, já que o fibrinogênio possui 

importante papel sobre a agregação plaquetária pela ligação aos receptores 

GPIIb-IIIa e estímulo à ligação cruzada entre plaquetas ativadas adjacentes, 

além de alterar a viscosidade plasmática e agregação eritrocitária e reatividade 

vascular, o que leva a distúrbios na integridade da camada celular endotelial 

(LOMINADZE et al., 2010; SONG; DROBATZ; SILVERSTEIN, 2016); todavia, 

não houve diferença estatística na avaliação indireta da agregação plaquetária 

pela análise do CFT e ângulo alfa no INTEM e EXTEM, o que também poderia 

ser explicado por uma falta de sensibilidade do ROTEM para avaliação da 

hipofunção plaquetária, conforme proposto em estudos anteriores que 

observaram os efeitos hemostáticos de AINEs, como a dipirona e meloxicam 

(ZANUZZO et al., 2015).  

 

 

FIGURA 3. Gráfico obtido na agregometria com sangue total, de animal com 

HAC ACTH-dependente, com perfil característico de estado de hiperfunção 

plaquetária. (Arquivo pessoal). 

 

 A agregação plaquetária induzida pelo ADP sofreu redução significativa 

após o tratamento com trilostano e clopidogrel em nosso estudo, o que pode ser 

explicado pelo mecanismo de ação do clopidogrel, que envolve a inibição 

irreversível do receptor plaquetário P2Y12 da adenosina difosfato (ADP) (SAATI 

et al., 2018; THOMASON et al., 2020). É importante salientar que alguns animais 
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apresentaram resposta ausente da agregação plaquetária induzida pelo ADP 

antes e após o tratamento; alguns autores citam que alguns cães podem ter 

variações do receptor P2Y12, local de atuação do clopidogrel, e atividade ausente 

ou menor, semelhante a respostas relatadas em seres humanos com 

polimorfismos neste receptor (BRAINARD et al., 2010; SAATI et al., 2018). A 

variação individual nos resultados indica que o clopidogrel terá efeitos variados 

em diferentes animais, talvez por conta de polimorfismos nos receptores do ADP. 

Os animais com HAC apresentaram hiperglicemia, hipercolesterolemia e 

hipertrigliceridemia, além de maior relação proteína: creatinina urinária (RPC), 

fatores que devem ser vistos com atenção e corrigidos pelo clínico a fim de 

diminuir a tendência à hipercoagulabilidade. Além do importante papel da 

hiperfibrinogenemia, a obesidade, dislipidemia, resistência insulínica e 

proteinúria estão relacionadas ao aumento do risco tromboembólico, por serem 

consideradas condições inflamatórias em pacientes com hiperadrenocorticismo 

(LOPES et al., 2005; GILOR; GRAVES, 2011).  

Foi observada também hiperlipidemia, consequente do estímulo do 

cortisol à lipólise, e hiperglicemia causada pelo aumento da resistência insulínica 

e neoglicogênese hepática (NICHOLS, 1997; BENNAIM et al., 2019). A 

hiperlipidemia é reconhecida como um dos principais fatores de risco de 

aterosclerose, condição que predispõe a formação de trombos e que é associada 

com diversas endocrinopatias, embora considerada incomum em cães 

(BOYNOSKY; STOKKING, 2014). Acredita-se que o principal mecanismo se 

deva ao incremento do colesterol LDL, alteração que tem sido associada com o 

HAC e que pode estar relacionada à presença de colestase e hepatopatia celular 

(WITEK et al., 2016; BARTHÉLEMY et al., 2017). A prevalência da hiperlipidemia 

tem sido pouco reportada e difere entre vários autores, oscilando entre 50-80% 

dos casos (ABDOU et al., 2013).  

 Os valores de relação proteína:creatinina urinária relatados em pacientes 

com hiperadrenocorticismo, embora elevados, sugerem, segundo um estudo, 

uma combinação de lesões tubular e glomerular, que ocorrem pela presença de 

proteínas de alto peso molecular e pela hipertensão arterial sistêmica com 

consequente aumento da permeabilidade glomerular, respectivamente (SMETS 

et al., 2012; CAVALCANTE et al., 2013; CARAGELASCO et al., 2017). No 

entanto, não podemos afirmar categoricamente que a proteinúria ocorre 
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exclusivamente pela ação do hipercortisolismo, e se ela tem origem glomerular 

ou tubular, uma vez que nenhum marcador específico foi avaliado para isso e a 

pressão arterial sistêmica de todos os cães com HEC não foi aferida. 

 Nosso estudo detectou aumento dos níveis de fibrinogênio em todos os 

animais do grupo com hiperadrenocorticismo (19/19), o que pode ser explicado 

pelos diversos eventos inflamatórios que ocorrem em decorrência do 

hipercortisolismo, e aumento dos níveis de antitrombina na maioria deles (14/19), 

o que pode ser explicado como um mecanismo compensatório para a 

hipercoagulabilidade secundário aos distúrbios inflamatórios e aumento de 

fatores pró-coagulantes, conforme já observado em outros estudos (KOL et al., 

2013; PACE et al., 2013; PARK et al., 2013; COELHO et al. 2015). 

 Embora alguns estudos sugiram que o hipercortisolismo esteja associado 

à diminuição da fibrinólise, provavelmente por aumento dos níveis de inibidor de 

ativador de plasminogênio (PAI) (FLINT; ABRAMS-OGG; KRUTH 2011), não 

houve diferença na avaliação do dímero-D nem na LM no ROTEM quando 

aplicado INTEM e EXTEM. Outros autores afirmam que não houve alterações da 

fibrinólise em pacientes com síndrome de Cushing (GILOR; GRAVES, 2011) ou 

em seres humanos saudáveis submetidos à terapia com alta dose de 

dexametasona, embora considerem o tempo de tratamento curto para que 

causasse determinadas alterações (CHAKRABARTI; FEARNLEY; HOCKING, 

1964).  

 A concentração de dímero-D pode sofrer grande variação de acordo com 

diversas condições fisiológicas e patológicas, como gestação, condições 

inflamatórias crônicas e neoplasias; níveis normais sugerem ausência de evento 

trombótico clínico (SONG; DROBATZ; SILVERSTEIN, 2016); portanto, a 

avaliação deve ser realizada em conjunto com a TEM e exames de imagem. 

Nenhum animal incluído no grupo de pacientes com HAC apresentou qualquer 

evento clínico trombótico, e não foram incluídos animais que possuíssem 

comorbidades.  

 A terapia com trilostano, com ou sem clopidogrel, não levou à 

normalização das alterações relacionadas aos parâmetros perfil hemostático 

(antitrombina, fibrinogênio e dímero-D) quando comparados ambos os 

momentos de avaliação (M0 e M1) em ambos os grupos. Os níveis de 

fibrinogênio e dímero-D, conforme previamente observado em pacientes 
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humanos tratados e acompanhados após seis meses de remissão da síndrome 

de Cushing, se mantiveram em níveis inclusive mais altos do que os observados 

antes do tratamento, mesmo após normalização dos níveis de cortisol (WITEK 

et al., 2016), fato que corrobora a necessidade de acompanhamento dos cães 

com HAC a longo prazo com relação à terapia anticoagulante, e pode estar 

relacionado a um efeito prolongado sistêmico dos glicocorticoides, com possível 

disfunção endotelial permanente. Os níveis de antitrombina também não 

retornaram a níveis normais em outro estudo, mesmo após terapia com trilostano 

(PARK et al., 2013). 

 Por todas essas características, é possível inferir que o estado de 

hipercoagulabilidade permaneceu mesmo após normalização do cortisol pós-

terapia em ambos os grupos, pelo menos pela avaliação tromboelastométrica, o 

que corrobora os achados de outros estudos, em cães e seres humanos, que 

sugerem que ocorra uma disfunção endotelial persistente que justifique essas 

alterações, ou que a obesidade abdominal, que sabidamente possui um papel 

fundamental especialmente em seres humanos, desempenhe um papel 

importante na persistência do estado de hipercoagulabilidade (MANETTI et al., 

2010; VAN DER PAS et al., 2012; PARK et al., 2013). Portanto, é fundamental a 

utilização e monitoramento de terapia antitrombótica em cães com HAC-ACTH 

dependente. 

 Outros estudos devem ser realizados sobre a utilização de 

anticoagulantes, como o rivaroxaban, como agentes profiláticos de eventos 

trombóticos em casos de hiperadrenocorticismo ACTH-dependente, 

considerando que outros autores já sugeriram a utilização do rivaroxaban em 

detrimento do clopidogrel em casos de possível tromboembolismo venoso 

(GOGGS et al., 2019). Fitoterápicos, como compostos do ginkgo biloba, também 

poderiam ser avaliados, tendo em vista seus efeitos antiplaquetários em seres 

humanos (CUI et al., 2019).  

 

8. CONCLUSÕES GERAIS 

O hiperadrenocorticismo ACTH-dependente está associado a um estado de 

hipercoagulabilidade caracterizado por alterações tromboelastométricas. Este 

estado é ocasionado por hiperfibrinogenemia, em associação com trombocitose, 

aumento da atividade plaquetária, dislipidemia, hiperglicemia e proteinúria. A 
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adição do bissulfato de clopidogrel ao tratamento não diminuiu o risco trombótico 

e manteve os cães com HAC ACTH-dependente em estado de 

hipercoagulabilidade, pelo menos pela avaliação tromboelastométrica, nas 

condições deste estudo. 
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