UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

DESCRICAO DO STATUS HEMOSTATICO DE EQUINOS
COM ABDOME AGUDO POR TECNICAS CONVENCIONAIS
E TROMBOELASTOGRAFICAS

Edmilson Rodrigo Daneze

Médico Veterinario

2019



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

DESCRICAO DO STATUS HEMOSTATICO DE EQUINOS
COM ABDOME AGUDO POR TECNICAS CONVENCIONAIS
E TROMBOELASTOGRAFICAS

Edmilson Rodrigo Daneze
Orientadora: Profa. Dra. Marcia Ferreira da Rosa Sobreira

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agréarias e Veterinarias — Unesp, Campus de
Jaboticabal, como parte das exigéncias para a
obtencdo do titulo de Doutor em Medicina
Veterinaria, area de Patologia Animal.

2019



Daneze, Edmilson Rodrigo
D179d Descricao do status hemostatico de equinos com
abdome agudo por técnicas convencionais e
tromboelastograficas / Edmilson Rodrigo Daneze. --
Jaboticabal, 2019
66 p. : il., tabs.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista
(Unesp), Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,
Jaboticabal

Orientadora: Marcia Ferreira da Rosa Sobreira

1. Cavalo Doencas. 2. Abdome agudo. 3. Sangue

) Distirbios.da cqagniacao. 4, Teécnicas,dc faboratorio
Sistema de geraéao.auto ica dﬁ 1 ha1$r cataio}sgri 1?% a Unesp. Biblioteca da
Faculdade de ETEHERs AR eoéi&% Lt SJab {i¢hBal. Dados fornecidos

pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.



o UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

unesp®

Campus de Jaboticabal

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA TESE: DESCRIGAO DO STATUS HEMOSTATICO DE EQUINOS COM ABDOME AGUDO
POR TECNICAS CONVENCIONAIS E TROMBOELASTOGRAFICAS

AUTOR: EDMILSON RODRIGO DANEZE
ORIENTADORA: MARCIA FERREIRA DA ROSA SOBREIRA

Aprovado como parte das exigéncias para obtencdo do Titulo de Doutor em MEDICINA
VETERINARIA, area: Patologia Animal pela Comissdao Examinadora:

,w\&

Profa. Dra. MARCIA FERREIRA DA ROSA SOBREIRA
Nucleo{Hospitalar Veterinario / Centro Universitario Moura Lacerda - Ribeirdo Preto/SP

Profa. Dra. ANGELIC AZZ| BENTO DE MORAES
Centro Universitario Motrra Lacerda / Ribeirdo Preto/SP

Vice-Diretoria / FAV NEgD - Jaboticabal

\
n - I
Prof. Dr. ANDRE MARCOS SANTANA
Departamento de Medicina Veterinaria-UEM / Umuarama/PR

CIO CANOLA
Departaménto de Clinica e Cirurgia Veterinaria / FCAV / UNESP - Jaboticabal

Jaboticabal, 02 de maio de 2019

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias - Campus de Jaboticabal -

Via Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, Km 05, 14870000
http://www.fcav.unesp.br/#!/pos-graduacao/programas-pg/medicina-veterinaria/ CNPJ: 48.031.918/0012-87.



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

EDMILSON RODRIGO DANEZE - filho de Sidnei Daneze e Regina Aparecida Lippi
Daneze, nasceu em 29 de maio de 1982, em Ribeirdo Preto-SP. Concluiu o Ensino
Fundamental e Médio na Escola Estadual Profa. Eugénia Vilhena de Morais, em
Ribeirao Preto, SP. Graduou-se Médico Veterinario pela Faculdade Dr. Francisco
Maeda, ltuverava, SP, em julho de 2011, sob orientacdo da Profa. Dra. Silvia
Azevedo Terra apresentou trabalho de conclusdo de curso com o titulo “Estudo
comparativo de técnica de obstrucdo biliar experimental em suinos por meio de
ligadura com fio e clampeamento metélico por videolaparoscopia”. Concluiu o
Programa de Aprimoramento Profissional em Clinica Médica e Cirargica de Grandes
Animais, junto ao Hospital Veterindrio da Faculdade Dr. Francisco Maeda, ltuverava,
SP, em janeiro de 2013. Em fevereiro de 2015, concluiu o curso de Mestrado na
area de Patologia Animal junto ao Programa de Pds-Graduacdo em Medicina
Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual
Paulista, Jaboticabal, SP, sob orientacdo da Profa. Dra. Marcia Ferreira da Rosa
Sobreira defendeu dissertagdo com o titulo “Perfil hemostatico e hematolégico de
equinos com compactacdo de colon maior submetidos ao tratamento
medicamentoso”. Em dezembro de 2016, concluiu o curso de especializacdo em
Informatica em Saude junto ao Programa de Pés-graduacdo em Gestdo e
Informatica em Saude da Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal de Sao
Paulo, Sao Paulo, SP, sob orientacdo da Profa. Dra. Karine Casmamie Aba
apresentou monografia com o titulo “Uso de técnicas de geoprocessamento na
andlise espacial da casuistica de dengue no Brasil”. Em maio de 2019, concluiu o
curso de Doutorado na area de Patologia Animal junto ao Programa de Pés-
Graduagdo em Medicina Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias, Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, SP, sob orientacdo da
Profa. Dra. Marcia Ferreira da Rosa Sobreira defendeu a presente tese com o titulo
“Descricao do status hemostatico de equinos com abdome agudo por técnicas
convencionais e tromboelastograficas”. Desde abril de 2015, até o presente
momento, €& professor das disciplinas Higiene e Protecdo Radioldgica,
Processamento de Filmes e Imagens Radiograficas, Radiologia Veterinaria e
Administracdo nos Servicos de Radiodiagnéstico, junto ao Curso Técnico em
Radiologia do Centro Educacional e Técnico de Jaboticabal. Entre julho e dezembro
de 2018 exerceu a funcdo de professor substituto das disciplinas Patologia
Veterinaria Geral, Patologia Veterinaria Especial e Clinica das Intoxica¢ées, junto ao
curso de Medicina Veterinaria da Universidade Federal do Parana, setor Palotina.



Uma noite, um velho indio falou ao seu neto sobre uma batalha que
acontece dentro das pessoas.

Ele disse: - “Meu querido neto, ha uma batalha entre dois lobos que vivem
dentro de todos nos.

Um é mau. Seus dentes séo fortes como a raiva, a inveja, o ciume, a
tristeza, o desgosto, a cobica, a arrogancia, o ego, a pena de si mesmo, as
mentiras, o ressentimento, o orgulho, a superioridade, a culpa...

O outro é bom. Seu olhar é forte como a alegria, a fraternidade, a paz, a
esperanca, a serenidade, a humildade, a bondade, a benevoléncia, a
empatia, a generosidade, a verdade, o perddo, a compaixdo, a harmonia, a
fé...”.

O neto pensou naquilo por alguns minutos e perguntou ao avé: “Qual lobo
vence?”’

E o velho indio respondeu: - “Aquele que vocé alimenta!”

(Fabula contada pelo povo Cherokee)



Aos meus pais, Sidnei e Regina, e meus
irmaos, Vanessa e Eduardo, pelo apoio
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durante mais essa etapa de minha vida.
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“DESCRICAO DO STATUS HEMOSTATICO DE EQUINOS COM ABDOME
AGUDO POR TECNICAS CONVENCIONAIS E TROMBOELASTOGRAFICAS”

RESUMO - Alteracbes hemostaticas sdo anormalidades suspeitadas em equinos
com obstrucdes intestinais, estando associadas a elevadas taxas de morbidade e
mortalidade. Contudo, as técnicas e/ou testes usados rotineiramente para avaliar a
hemostasia apresentam grandes limitacdes, pois avaliam fases ou componentes
isolados do processo hemostatico. Em contraste, a tromboelastografia € uma técnica
atual que avalia a dinamica do processo de coagulacdo sanguinea em conjunto,
tornando possivel a obtencdo de informacdes acuradas. Como estudos recentes
relataram que o uso de plasma fresco ou congelado estaria apresentado resultados
satisfatorios tanto em seres humanos como em animais, 0 presente estudo teve
como objetivo inicial realizar testes hemostaticos convencionais (TP, TTPA,
Fibrinogénio) e viscoelasticas (tromboelastografia) do plasma de 20 equinos higidos,
20 equinos com obstrucdo simples (compactacdao de colo) e de 20 com obstrucéo
estrangulativa (volvulo) de algcas intestinais de ocorréncia natural. Na interpretacao
dos resultados, verificou-se que o uso da Analise por Componentes Principais foi
efetiva na caracterizacdo dos individuos a partir dos resultados dos testes
realizados. Ademais, ao transformar a interacao entre os componentes do processo
hemostatico em uma visualizacdo grafica, a tromboelastografia possibilitou uma
interpretacdo e entendimento efetivos do que esta acontecendo na coagulacdo do
individuo. Assim sendo, pode-se concluir que os testes por métodos convencionais e
a avaliacao viscoelastica do plasma citratado foram eficazes na caracterizacao
individual do status hemostatico de equinos com obstrucéo intestinal de ocorréncia
natural, revelando que as obstrucées simples também podem causar disturbios
hemostaticos relevantes.

Palavras-chave: abdome agudo, cavalo, coagulacdo, coagulacdo intravascular
disseminada, viscoelasticidade sanguinea



“DESCRIPTION OF THE HEMOSTATIC STATUS OF EQUINE WITH ACUTE
ABDOME BY CONVENTIONAL AND THROMBOELASTOGRAPHIC
TECHNIQUES”

SUMMARY - Haemostatic changes are suspected abnormalities in horses with
intestinal obstructions, being associated with high rates of morbidity and mortality.
However, the techniques and / or tests routinely used to evaluate hemostasis have
major limitations, since they evaluate isolated phases or components of the
hemostatic process. In contrast, thromboelastography is a current technique that
evaluates the dynamics of the blood coagulation process together, making it possible
to obtain accurate information. As recent studies have reported that the use of fresh
or frozen plasma would present satisfactory results in both humans and animals, the
present study aimed to perform conventional hemostatic (PT, APTT, Fibrinogen) and
viscoelastic (thromboelastography) plasma analyzes of 20 healthy equines, 20
equines with simple obstruction (colon impactation), and 20 with strangulative
obstruction (volvulus) of naturally occurring intestinal loops. In the interpretation of
the results, it was verified that the use of Principal Component Analysis was effective
in the characterization of the individuals from the results of the tests performed. In
addition, by transforming the interaction between the components of the hemostatic
process in a graphical view, thromboelastography enabled an effective interpretation
and understanding of what is happening in the coagulation of the individual. Thus, it
can be concluded that tests by conventional methods and the viscoelastic evaluation
of citrated plasma were effective in the individual characterization of hemostatic
status of horses with naturally occurring intestinal obstruction, revealing that simple
obstructions can also cause relevant haemostatic disorders.

Keywords: acute abdomen, horse, coagulation, disseminated intravascular
coagulation, blood viscoelasticity
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CAPITULO 1 - Consideracoes gerais

1.1 Introducao

Em equinos, o abdome agudo compreende um grupo de afeccdes
manifestadas por sinais clinicos decorrentes de disfuncédo do trato gastrointestinal.
Trata-se de uma das principais enfermidades que acometem a espécie, constituindo
uma das urgéncias mais frequentes na medicina equina. Dentre os diversos fatores
desencadeantes do abdome agudo, as obstrugdes do segmento intestinal estdo
entre as formas mais comuns. Essas consistem na distencao intestinal decorrente da
estagnacao do bolo fecal nos intestinos, podendo ser funcional, como no caso de
ileo adindmico, ou mecanica, como nos casos nao estrangulativos (compactacgdes,
sablose ou enterodlitos) ou estrangulativos (vélvulos ou deslocamentos de algcas
intestinais).

Apesar dos avancos diagnosticos e terapéuticos conquistados nos ultimos
anos no campo da medicina veterinaria, a mortalidade de equinos acometidos por
abdome agudo ainda permanece alta. Considera-se que as obstrucdes
comprometam a circulacdo intestinal e que as alteracdes ocorridas nas alcas
intestinais lesionadas, favoregam a transferéncia de bactérias e toxinas presentes no
limen intestinal para a corrente sanguinea. Contribuindo assim para a manifestacao
de diversos sinais sistémicos, que normalmente levam o animal a insuficiéncia
circulatoria, resultando em hemorragia e liberacdo de mediadores pro-coagulantes,
contribuindo para um estado de hipercoagulabilidade.

Alteracdes hemostaticas sado anormalidades relatadas em equinos com
abdome agudo, estando associadas com as elevadas taxas de morbidade e
mortalidade nesses animais. Estas sdo caracterizadas em moderada, acentuada ou
extremamente acentuada, dependendo da gravidade e da duracdo da ativacao do
processo hemostatico associado ao fator desencadeante do abdome agudo.

As desordens hemostéaticas, como um todo, s&o facilmente avaliadas por
alguns testes laboratoriais simples e mais acessiveis, como contagem plaquetaria,
tempo de sangramento, tempo de coagulacdo ativada (TCA), concentracdo de
fibrinogénio plasmatico e tempos de protrombina (TP) e de tromboplastina pacial



ativada (TTPA). Em contraste com esses testes laboratoriais e ambulatoriais
convencionais, que avaliam fases ou componentes isolados da hemostasia, tem-se a
tromboelastografia. Técnica a qual envolve graficos que avaliam a dinamica do
processo de coagulacdo determinando a formacdo do coagulo (viscosidade e
velocidade), tornando possivel a obtencdo de informacbes acuradas sobre a
coagulacgao.

Nesse contexto, peloo presente, objetivou-se realizar analises laboratoriais,
convencionais e viscoelastica, para avaliar a coagulacdo no plasma de equinos
higidos e daqueles com obstrugdo simples e estrangulativa de algas intestinais de

ocorréncia natural.

1.2 Revisao de literatura

1.2.1 Abdome agudo equino

O abdome agudo esta entre as principais enfermidades que acometem os
equinos. Constituindo o grupo de urgéncias mais frequentes dentro da medicina
veterinaria. Constitui iste em um grupo de desordens manifestadas por sinais
clinicos decorrentes de alteragdes funcionais do trato gastrointestinal (Radostits et
al., 2007; Laranjeira e Almeida, 2008; White et al., 2008; Freeman, 2018).

Muitas dessas desordens sao associadas a predisposicdo da espécie a
alteracoes morfofisioldgicas, devido a peculiaridades anatbmicas em seu aparelho
digestorio (Mair et al.,, 2002; Laranjeira e Almeida, 2008; Worku et al., 2017). Sua
etiologia € multipla e controversa, variando desde disturbio de facil entendimento,
até os mais complexos e dificeis mecanismos que envolvem, ao mesmo tempo,
varios sistemas e uma variedade grande de enfermidades (Godoy e Teixeira Neto,
2006; Radostits et al., 2007; Fernandes, 2009; Freeman, 2018).

O abdome agudo pode ser classificado de diversas maneiras. As
classificagdes comumente utilizadas baseiam-se no segmento onde a afeccéo teve
inicio: estbmago, intestino delgado, ceco, colo maior, colo menor ou colo transverso;
e no fator desencadeante, como dieta, predisposicdo anatdmica, alteragdes na
motilidade, infec¢des, parasitismo, ulceracdo ou deslocamentos. Sdo enquadradas



basicamente em distensao intestinal com fluido, gases ou ingesta; tracao da raiz do
mesentério; isquemia ou infarto; ulceras profundas no estébmago ou intestinos;
peritonite (Godoy e Teixeira Neto, 2006; Radostits et al., 2007; White et al., 2008).

Os eventos fisiopatolégicos que desencadeiam-se durante um episddio de
obstrucao intestinal incluem distensao, isquemia, reperfusdo dos tecidos, necrose e
inflamagéo (White, 2006; Wong et al., 2012). A obstrucdo impede o movimento
aboral de todo o conteudo intestinal, causando a distensao do segmento anterior do
o6rgao. Se a obstrucao persistir por um longo periodo de tempo, havera desvio do
sangue da mucosa metabolicamente ativa, podendo interferir com sua perfuséao
resultando em isquemia com desvitalizacdo da mesma. A isquemia, associada ao
processo inflamatério concomitante, promove quebra da barreira da mucosa
gastrointestinal, resultando na absorcao sistémica, a partir do limen, de endotoxinas
e bactérias. Se a isquemia for severa, pode-se desenvolver hipdxia focal, seguida de
degeneragao e necrose, e, possivelmente, ruptura (Mair et al., 2002; Rowe e White,
2002; White, 2006; Wong et al., 2012; Mosier, 2013; Blikslager e Gonzalez, 2018).

Processos isquémicos, presenca de imunocomplexos associados ao
complemento ativado e ao influxo de neutréfilos decorrente da ativacao das reagdes
inflamatérias causam dano ao endotélio e as paredes dos vasos sanguineos.
Resultando em hemorragia e liberacdo de mediadores prd-coagulantes, objetivando
o reparo tecidual no local danificado e interrupcao da perda sanguinea (Mosier,
2013; Blikslager e Gonzalez, 2018).

Se o processo for prolongado, o segmento intestinal torna-se insensivel aos
estimulos, que normalmente provocariam a defecacao, levando a um quadro crénico
(Radostits et al., 2007). O 6bito, se ndo ocorrer por choque neurogénico, resultara do
processo inflamatério exacerbado, com passagem transmural do conteudo intestinal
para a cavidade abdominal, desencadeando peritonite. A qual contribui
sobremaneira para o desfecho fatal (Tinker et al., 1997; White et al., 2008; Négradi
et al., 2011; Findley et al., 2017).

As obstrugdes simples podem ser prontamente identificadas durante a
avaliagcao clinica e laboratorial do paciente, e apresentam resolucdo com tratamento
medicamentoso (White et al., 2008; Ribeiro Filho et al., 2012; Daneze et al., 2017;
Gitari et al., 2017). No entanto, é dificil identificar clinicamente a causa as obstrug¢des



estrangulativas, sendo necessario submeter o animal a celiotomia exploratéria para
identificacdo precisa e resolucdo da afeccao (White et al., 2008; Cook e Hassel,
2014; Freeman, 2018).

O indice de animais submetidos ao tratamento cirdrgico varia bastante
(Thoefner et al., 2000; Ihler et al., 2004; Abutarbush et al., 2005; Fernandes, 2009;
Voig et al., 2009, Christophersen et al., 2014; Gitari et al., 2017; Worku et al., 2017).
No Canad4, entre 604 casos de abdome agudo atendidos em um hospital escola, a
compactacao de colo maior (38,4%) e a célica espasmodica (11,7%) foram os tipos
mais comuns entre as obstrucdes simples, enquanto que o deslocamento (24,5%) ou
o volvulo (14,3%) de colo foram os casos mais comuns de obstrucao estrangulativa
(Abutarbush et al., 2005). Em levantamento realizado nos Estados Unidos da
América, as compactagdes de colo maior com necessidade de correcao cirurgica
corresponderam a 13,4% do total de 147 casos (Dabareiner e White, 1995). Na
Africa do Sul, de um total de 935 equinos apresentando abdome agudo atendidos
em um periodo de 10 anos em um hospital, as compactacdes (39%) e o timpanismo
(7%) foram os mais comuns entre as obstrucdes simples e os deslocamentos (29%)
e os volvulos de intestino delgado (18%) foram os mais comuns entre as obstrucdes
estrangulativas (Voigt et al., 2009). Diferente do encontrado na maioria dos
levantamentos, em Portugal, de 20 equinos atendidos em centro de referéncia, 65%
foram por causas estrangulativas e 35% foram casos de compactacao de colo maior
(Fernandes, 2009).

No Brasil, em levantamento realizado por Markus et al. (2007), de 23 equinos
atendidos com sinais de abdome agudo, 19 (82,6%) apresentaram obstrucao
simples (sete espasmdédicas, seis compactacées de colo maior, cinco enterolitiases
e uma compactacao de intestino delgado) e dois (8,7%) apresentaram obstrucao
estrangulativa (um com encarceramento nefro-espléncio e um com deslocamento de
colo maior). Desses, 15 (65,2%) foram tratadosambulatorialmente e oito (34,8%)
foram encaminhados a cirurgia para resolucéo da afeccgéao.

No levantamento realizado por Pessoa et al. (2012), de um total de 70
equinos atendidos com abdome agudo, as obstrugdes simples corresponderam a 45
(47,1%) dos casos (33 compactacdes de colo maior, seis corpos estranhos, cinco

espasmébdicas, uma compactacdo de ceco), enquanto as lesbées estrangulantes



compreenderam sete (10%) casos (quatro vélvulos de intestino delgado, um vélvulo
de ceco e um deslocamento de colo maior). Doze (17,1%) animais foram submetidos
a celiotomia exploratéria para diagnédstico e/ou tratamento; desses, seis (50%) foram
eutanasiados a mesa cirargica e cinco (42%) foram a Obito no pdés-operatério
(ruptura de alca intestinal ou peritonite). Do total, 27 (38,6%) animais evoluiram para
acura e 43 (61,4%) morreram.

Apesar dos avancos terapéuticos alcancados nas Uultimas décadas, a
mortalidade de equinos acometidos por abdome agudo permanece alta, sendo que
as obstrucdes apresentam taxas de morte entre 21 a 76%, quando simples ou
estrangulantes, respectivamente (White et al., 2008; Christophersen et al., 2014;
Freeman, 2018). Considera-se que as alteragdes ocorridas nas algas intestinais
lesionadas comprometem a circulacdo intestinal, podendo acarretar alteracdes
teciduais, mesmo em segmentos distantes a injuria (Rowe e Faleiros et al., 2002; Rio
Tinto et al., 2004; White, 2006; Blikslager e Gonzalez, 2018), favorecendo a
transferéncia de bactérias e toxinas presentes no lumen intestinal para a corrente
sanguinea, contribuindo para a manifestacao de diversos sinais sistémicos (Meyers
et al., 1982; Welch et al., 1992; Dallap, 2004; Ferreira et al., 2007; Dabareiner, 2009;
Dickinson, 2009; Cook e Hassel, 2014; Werners, 2017). Segundo Di Filippo et al.
(2009), a magnitude e a persisténcia das alteragbes relacionam-se negativamente
com a recuperacao dos animais acometidos por abdome agudo, sendo atribuidas ao
tempo, localizacao e gravidade do processo obstrutivo.

1.2.2 Hemostasia

A cascata da coagulacao (Figura 1), proposta em 1964 tanto por Macfarlane
como por Davie e Ratnoff, procurou explicar a fisiologia hemostatica do sangue.
Nesse modelo, a coagulacao ocorre por meio de ativagao proteolitica sequencial de
pré-enzimas por proteases do plasma, resultando na formagdo de trombina que,
entdo, quebra a molécula de fibrinogénio em monémeros de fibrina. Tal proposta
divide o processo em uma via extrinseca (envolvendo elementos do sangue e
também elementos que usualmente ndo estdo presentes no espaco intravascular) e

uma via intrinseca (iniciada por componentes presentes no espaco intravascular).



Ambas convergem para uma via comum que, por fim, desencadeia a geracao de
trombina e, subsequentemente, formacao de fibrina. Essa, ap6s completar sua
funcéo fisiolégica, é destruida pela plasmina durante a fase de fibrindlise (Gentry,
2006; Mitchell, 2010).

VIA INTRINSECA VIA EXTRINSECA
Fator Xl| Fator VII
Superficie ey l
de contato Lesao
e——
FatorlXII(a) l vascular
Fator XI(a) Fator VlIi(@) + FT
Fator 1X(a)
Fator Vlli(a) FIBRINOLISE
/ \ tPA + UPA
Proteinas Ce S Fator X(a) l e [PA
l Plasmincgénio
Fatores X(a) + V(a) l'
7z Plasmina
Antitrombina |l Fatores ll(a) + trombina l ————  g,-antiplasmina
N l
Fibrinogénio =) Fjpring =) PDF ¢ Dimeros D

Figura 1. Via intrinseca e extrinseca da cascata da coagulacdo sanguinea, com
mecanismos de estimulo (seta verde) e de anticoagulacdo (seta
vermelha). Adaptado de Mitchell (2010). Legenda: (a), ativado; FT, fator
tecidual; tPA, ativador do plasminogénio tecidual; uPA, ativador do
plasminogénio semelhante a urocinase; IPA, inibidor do ativador de
plasminogénio; PDF, produtos de degradacéao da fibrina.

Os fatores de coagulacdo, denominados por algarismos romanos de | a XIlI,
sdo, em sua maioria, proteinas sintetizadas no figado (Tabela 1). A vitamina K
(cofator no processo) é necessaria para a sintese dos fatores Il (protrombina), VII, IX
e X e da proteina C. O calcio (fator IV) € necessario em todas as etapas do processo

da coagulacao, exceto nas duas primeiras. Os fatores V e VIII sdo ativados pela



trombina gerada a partir do complexo protrombinase extrinseco (Gentry, 2006;
Mitchell, 2010; Weiss e Wardrop, 2010; Thrall et al., 2015).

Tabela 1. Fatores de coagulacao e seu respectivo local de produgéao.

Fator Nome Local de sintese

I Fibrinogénio Figado

Il Protrombina Figado, macréfago
1] Fator tissular, tromboplastina Endotélio vascular
v Célcio -

Vv Pr6-acelerina, Fator Labile Figado, macréfago
VI Pr6-convertina Figado, macréfago
VI Fator anti-hemofilico Figado

IX Fator Christmas Figado

X Fator Stuart-Prower Figado, macréfago
Xl Antecedente de tromboplastina plasmatica Figado

Xl Fator Hageman Figado

Xl Fator estabilizante de fibrina Figado

Fonte: Adaptado de Gentry (2006), Thrall et al. (2006) e Weiss e Wardrop (2010).

Embora o conceito da “cascata” da coagulacdo tenha representado um
modelo bem-sucedido e um avancgo significativo no entendimento da coagulagao,
observacbes experimentais e clinicas recentes demostraram que a hipdtese da
cascata nao reflete completamente os eventos da hemostasia in vivo (Hoffman,
2003a; Ferreira et al., 2010). Os diversos passos da cascata, descrevem somente o
inicio da coagulacdo como ela ocorre nos tubos de ensaio e sao, assim, Uteis para
explicar como os testes de coagulacao plasmatica trabalham (Vilas Boas e Oliveira,
2014).

Assim, surgiu a necessidade de uma revisdo do modelo classico da
coagulagcdo, ja que o mesmo nao conseguia responder varias importantes
indagacdes relacionadas as manifestacoes clinicas de pacientes portadores de
certos distarbios hemostaticos. O entendimento atual do processo hemostatico
considera a interrelacdo dos processos fisicos, celulares e bioquimicos que atuam

em uma série de estagios ou fases, e ndo em duas vias (intrinseca e extrinseca)



como antes. Assim, foi desenvolvido um modelo dividido em quatro fases: iniciacao,
amplificagdo, propagacao e finalizagcdo, que substitui o modelo classico da cascata
da coagulacao (Hoffman, 2003b; Ferreira et al., 2010). Essa nova teoria enfatiza a
interacdo dos fatores da coagulacdo com superficies celulares especificas (Figura
2).

v
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expressam o FT)
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g
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Figura 2. Representacdo do modelo da coagulacdo baseado em superficies
celulares compreendendo as fases de iniciacdo, amplificacdo e
propagacao. Legenda: FT, fator tecidual; a, ativado. Fonte: Ferreira et al.
(2010).



Iniciacdo: nessa fase o0 processo de coagulacdo sanguinea se inicia com a
exposicao do fluxo sanguineo a células que expressam fator tecidual. A expressao
de FT é iniciada por lesao vascular ou por ativacdo endotelial através de substancias
quimicas, citocinas ou mesmo processos inflamatoérios. Uma vez combinado com o
FT, o fator VIl é ativado (FVlla). O complexo FT/FVIlla ativado ativa o fator X e fator
IX, tornando-os fator Xa e fator IXa.Fator Xa pode ativar fatorV. Se o fator Xa
dissociar-se da superficie celular, ele é inativado pela antitrombina Ill e pelo inibidor
da via do fator tecidual (TFPI). O fator Xa, permanecendo na superficie celular
juntamente com o fator V convertem uma pequena quantidade de protrombina em
trombina, que participa fundamentalmente da fase de ampliacdo (Hoffman, 2003b;
Ferreira et al., 2010; Vilas Boas e Oliveira, 2014).

Amplificacdo: nessa fase a adesao de plaquetas no colageno subendotelial é
mediado pelo receptor de colageno plaquetaria especifica (glicoproteina la/lla) e
fator de vonWillebrand, os quais formam ligacées entre plaquetas e fibras de
colageno para ativar as plaguetas. A pequena quantidade de trombina gerada na
fase de iniciagdo amplifica o processo da coagulacédo proporcionando ativacdo de
mais plaguetas, aumentando a adesao das plaquetas e ativando os fatores V, Vil e
Xl. Plaguetas ativadas liberam fator V na sua forma parcialmente ativada que é
entdo completamente ativada pela trombina ou fator Xa. O fator de vonWillebrand é
partido pela trombina para liberar o fator Vllla. Plaquetas ativadas tém agora fatores
ativados Va, Vllla e 1Xa em sua superficie (Hoffman, 2003b; Ferreira et al., 2010;
Vilas Boas e Oliveira, 2014).

Propagacao: essa fase é caracterizada pela producao de complexos tenases
e protombinases que sado agrupados na superficie das plaquetas ativadas. O
complexo tenase, fator Vllla e fator 1Xa, é formado quando o fator I1Xa move-se da
célula expressadora FT, onde é ativado, para ligar-se ao receptor expressado nas
plaquetas ativadas. O complexo fator Vllla/IXa ativa fator X que juntamente com o
fator Va formam o complexo protrombinase. O complexo protrombinase intensifica
em muito a producdo de trombina que converte o fibrinogénio soluvel em fibrina e
também ativa o fator estabilizador da fibrina, fator Xlll, para formar o coagulo de
fibrina hemostéatico (Hoffman, 2003b; Ferreira et al., 2010; Vilas Boas e Oliveira,
2014).
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Finalizagcdo: uma vez formado o coagulo de fibrina sobre a area lesada, o
processo de coagulacdo deve se limitar ao sitio da lesdo para se evitar a oclusao
trombdtica do vaso. Para controlar a disseminacdo da ativacdo da coagulacgéo,
intervém quatro anticoagulantes naturais, o inibidor da via do fator tecidual, a
proteina C, a proteina S e a antitrombina (Hoffman, 2003b; Ferreira et al., 2010;
Vilas Boas e Oliveira, 2014).

Paracendo ser capaz de explicar alguns aspectos do mecanismo hemostatico
até entao pouco entendidos, como o intrigante processo que garante a circulacao do
sangue na forma liquida restrita ao leito vascular, o novo modelo propiciou um
melhor entendimento do processo da coagulacao in vivo; além de apresentar maior
consisténcia com as observagdes clinicas de varios disturbios da coagulagéo (Vine,
2009; Ferreira et al., 2010; Vilas Boas e Oliveira, 2014).

1.2.3 Desordens hemostaticas em equinos com abdome agudo

Alteracdes nos parametros hemostaticos sdo descritas na reagao inflamatéria
sistémica e estdo relacionadas ao agravamento do quadro clinico do paciente, que
passa a apresentar trombocitopenia e leucocitose ou leucopenia. A trombocitopenia
pode ser decorrente do aparecimento de tromboembolia e pode culminar com
diatese hemorragica, manifestacbes presentes na coagulacdo intravascular
disseminada (CID) e na sepse (Oikawa e Shiga, 2002; Dallap, 2004; Kelmer, 2009;
Cesarini et al., 2016; Toh et al., 2016; Okamoto et al., 2016; Levi e van der Poll,
2017; Werners, 2017; Levi e Sivapalaratnam, 2018; Wilkins, 2018; Sheats, 2019).

A perda do equilibrio entre os mediadores pré-inflamatérios e anti-
inflamatorios, representa o evento fisiopatoldgico principal da sepse (Oikawa e
Shiga, 2002; Kelmer, 2009; Lima e Franco, 2010; Werners, 2017; Wilkins, 2018).
Estudos referem a existéncia de uma relacdo entre os mecanismos inflamatério e
hemostatico (Okamoto et al., 2016; Levi e van der Poll, 2017; Sheats, 2019). Assim,
a intensa agressao endotelial promovida pela inflamacgéao sistémica favorece ampla
exposicao do fator tecidual para o meio intravascular e, consequente, iniciagao da
coagulagao segundo o modelo celular da hemostasia (Hoffman, 2003a; Vilas Boas e
Oliveira, 2014).
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Os diversos mediadores inflamatérios liberados desencadeiam o desequilibrio
entre os fatores de coagulacdo e de fibrindlise, bem como de seus mecanismos
contra-regulatérios frente as agressdes vasculares (Weiss e Wardrop, 2010; Levi e
van der Poll; 2017; Blikslager e Gonzalez, 2018). Lesbes e disfuncdes organicas
presentes em animais e seres humanos sépticos contribuem para leva-los a um
quadro de insuficiéncia circulatéria aguda (Weiss e Rashid, 1998; Wong et al., 2012;
Fujishima, 2016; Okamoto et al., 2016), que favorece a ocorréncia da sindrome de
disfuncdo de multiplos érgaos, onde o ébito é creditado, em grande parte, a
ocorréncia de microtromboses vasculares (White, 2006; Rau et al., 2007; Williams,
2007; HESS et al., 2008; Lima e Franco, 2010; Levi e van der Poll; 2017; Blikslager e
Gonzalez, 2018; Wilkins, 2018; Sheats, 2019).

Segundo Epstein (2014), as alteracbes hemostaticas em equinos com
abdome agudo estdo associadas a elevadas taxas de morbidade e mortalidade.
Estas referem-se a um quadro de hemorragia ou trombose que pode se originar nas
plaguetas, nos vasos ou no mecanismo de coagulacdo (Brooks, 2008; Weiss e
Wardrop, 2010; Thrall et al., 2015). S&o caracterizadas por dois processos distintos,
de acordo com a fisiopatologia: ativacdo excessiva do sistema de coagulacdo ou
hipercoagulabilidade, e coagulacdo deficiente ou hipocoagulabilidade (Epstein,
2014). Ademais, a ativagdo excessiva pode ser classificada em moderada,
acentuada ou extremamente acentuada, dependendo da gravidade e da duracao
dessa ativacdo associada ao fator desencadeante do abdome agudo (Monreal e
Cesarini, 2009).

Diversos estudos avaliando perfis hemostaticos em equinos com abdome
agudo obtiveram resultados indicando que coagulopatias nesses pacientes pode ser
um achado frequente. As alteracbes nos parametros incluem trombocitopenia,
prolongamento nos tempos de protrombina (TP) e de tromboplastina pacial ativada
(TTPA), aumento nas concentracdes plasmaticas de fibrinogénio, de monémeros de
fibrina e dos produtos de degradacédo da fibrina (PDF), redugdo plasmatica dos
inibidores de coagulacao (antitrombina-lll e proteina C) e da atividade de
plasminogénio e a2-antiplasmina (Johnstone e Crane, 1986a; Morris et al., 1988;
Darien et al., 1991; Welles et al.,1991; Prasse et al., 1993; Collatos et al., 1995;
Topper e Prasse, 1996; Dolente et al., 2002; Monreal, 2003; Brooks, 2008; Cesarini
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et al., 2009; Monreal e Cesarini, 2009; Cesarini et al., 2014; Cesarini et al., 2016;
Daneze et al., 2017).

Outros estudos, baseados em andlises de parametros hemostaticos,
revelaram que uma ativagdo excessiva do sistema de coagulacdo pode progredir
para CID em equinos com abdome agudo (Welch et al., 1992; Collatos et al.,1995;
Topper e Prasse, 1996; Monreal et al., 2000; Dallap; 2004; Dallap-Schaer e Epstein,
2009). O desenvolvimento da CID pode ser um fator importante a ser associado ao
aumento no indice de mortalidade de equinos com abdome agudo (Meyers et al.,
1982; Welch et al., 1992; Monreal et al., 2000; Cesarini et al., 2016).

A CID é uma sindrome caracterizada pela ativacdo difusa da coagulagéao
intravascular, onde, paradoxalmente, os mecanismos antagdnicos da coagulagéo e
da fibrindlise estdo ativados, resultando na coexisténcia de formacao e deposicao de
trombos de fibrina no interior da microvasculatura, assim como, de predisposi¢ao
hemorragica por consumo dos fatores de coagulacado pela fibrindlise (Toh et al.,
2016; Levi e Sivapalaratnam, 2018). Sua ocorréncia é secundaria a diversas
enfermidades (Boral e Williams, 2016; Toh et al., 2016; Levi e Sivapalaratnam,
2018), dentre elas, os disturbios gastroentéricos que causam abdome agudo em
equinos (Welch et al., 1992; Monreal et al., 2000; Monreal et al., 2003; Dallap, 2004;
Cesarini et al., 2014).

Assim sendo, a obstrucao simples ou estrangulativa do segmento intestinal
(Welch et al., 1992; Monreal et al., 2000; Cesarini et al., 2016) ativa a liberacao de
procoagulantes para a circulagdo, promovendo a formacéao de trombina. A trombina
€ a enzima responsavel pela transformacdo do fibrinogénio em mondémeros de
fibrina, os quais se polimerizam para formar e dar resisténcia ao coagulo. Processo
esse que resulta no consumo dos fatores de coagulacédo. Além disso, a presenca de
trombina na circulagdo também determina a transformacdo do plasminogénio em
plasmina, enzima essa responsavel pela fibrindlise. Processo em que ocorre
liberacdo dos produtos de degradacédo da fibrina (PDF), que séo, por sua vez,
anticoagulantes (Brooks, 2010; Boral e Williams, 2016; Toh et al., 2016; Levi e
Sivapalaratnam, 2018; Levi e van der Poll; 2017). Assim, verifica-se que o0s

processos de coagulacdo e de fibrindlise, além de aumentarem proporcionalmente
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durante o curso de certas morbidades, como a obstrugdo intestinal, também
determinam maior consumo dos fatores de coagulagéo.

O consumo e consequente deplecao dos fatores da coagulacédo e plaquetas,
resultantes das continuas atividades pr6 e anticoagulantes, pode levar a
sangramento difuso, o que frequentemente é a primeira manifestacido notada. Em
algumas situacoes, a fibrindlise pode estar acelerada, contribuindo para quadros de
sangramento grave (Monreal, 2000; Dolente et al., 2002; Feige, 2003; Brooks, 2008;
Epstein, 2014).

Durante a fase de maior ativacdo da coagulacao o sistema fibrinolitico esta, em
geral, pouco ativado, o que contribui para a deposicdo de fibrina na
microvasculatura. Essa deposicdo de fibrina pode levar a oclusdo dos vasos e,
consequente, comprometimento da irrigagcdo sanguinea de diversos 6rgaos, o que,
em conjunto com alteracées metabdlicas e hemodinamicas, contribui para a faléncia
multipla de érgaos (Weiss e Rashid, 1998; Lima e Franco, 2010; Fujishima, 2016;
Blikslager e Gonzalez, 2018; Wilkins, 2018).

1.2.4 Testes laboratoriais para avaliacao da hemostasia

O hemograma é o exame complementar de diagnéstico laboratorial mais
realizado na rotina Veterinaria. Ele compreende anadlise quantitativa de eritrocitos,
leucdcitos e plaquetas, fornencendo uma visdo geral sobre o estado do paciente
(Weiss e Wardrop, 2010; Thrall et al., 2015). No entanto, apenas o hemograma nao
oferece informacdes consistentes em casos de abdome agudo. Sua combinacao
com outros exames laboratoriais pode fornecer informagdes de relevancia que
auxiliardo no progndstico ou na determinagdo de um possivel risco cirdrgico ou,
ainda, no tipo e duragao do processo inflamatério (Thoefner et al., 2000; Ihler et al.,
2004; Abutarbush et al., 2005; Radostits et al., 2007; Fagliari et al., 2008; Di Filippo
et al., 2011; Cavalleri et al., 2013; Daneze et al., 2017).

Como apenas a contagem de plaquetas ndao é suficiente para se avaliar a
hemostasia, outros testes laboratoriais convencionais séo utilizados para avaliar
fases do processo ou quantificar enzimas e fatores. Tais como volume plaquetario
médio (VPM), tempo de sangramento, concentracdo de fibrinogénio plasmatico,
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tempo de coagulacdo ativada (TCA), tempo de protrombina (TP), tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA), atividade de antitrombina (AT), tempo de
trombina (TT), determinacdo da concentracdo de antitrombina Ill (AT-1ll), de PDF e
de dimeros-D (Brooks, 2008; Weiss e Wardrop, 2010; Epstein, 2014; Thrall et al.,
2015).

Em animais, a realizacdo rotineira da maioria desses testes é rara,
principalmente devido ao alto custo de aquisicdo de equipamentos e reagentes
(Thrall et al., 2015). Os mais utilizados sédo: contagem de plaquetas, tempo de
sangramento, TCA, concentracao de fibrinogénio plasmatico e avaliacdo TP e TTPA
(Weiss e Wardrop, 2010; Thrall et al.,, 2015). Ainda assim, essas técnicas
apresentam grandes limitacdes, pois avaliam fases ou componentes isolados da
hemostasia (Brooks, 2008; Cesarini et al., 2009; Monreal e Cesarini, 2009; Cesarini
et al., 2014; Epstein, 2014).

Os resultados das técnicas convencionais também apresentam grandes
limitacées, pois sdo pouco previsiveis para a deteccdo e monitoramento de
tratamento das coagulopatias (Weber e Zacharowski, 2012). Excecdo acontece
quando muito alterados, pois sdo considerados pobres preditores de mortalidade e
sangramento cirurgicos. Mesmo assim, ainda permanecem em uso devido a
tradicdo, mais que por evidéncia (Kozek-Langenecker, 2010). Algumas dessas
limitacbes podem ser resolvidas pelo uso de testes viscoelasticos (Tanaka et al.,
2014; Crochemore et al., 2017). A tromboelastografia (TEG), a tromboelastometria
(ROTEM) ou o analisador Sonoclot sdo os mecanismos de teste viscoelaticos mais
simples atualmente em disponibilidade para utilizagao (Ganter e Hofer, 2008).

A tromboelastografia (TEG) € uma técnica inovadora que avalia a dindmica do
processo de coagulacdo determinando viscosidade e velocidade de formacao do
coagulo e o tempo de dissolugcdo do mesmo pela fibrinélise (Mallett e Cox, 1992;
Weiss e Wardrop, 2010; Crochemore et al., 2017; Zamper et al., 2017). Ao medir e
mostrar graficamente, em tempo real, as mudancas na viscoelasticidade durante
todos os estdgios de desenvolvimento e resolugdo do coagulo, proporciona uma
avaliacao global dindmica acurada da coagulacdao (Mallett e Cox, 1992; Ganter e
Hofer, 2008). Detectando com precisdao tanto o estado de hipocoagulabilidade
sanguinea, com risco hemorragico, quanto a hipercoagulabilidade, de risco
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trombotico (Paltrinieri et al., 2008; Kol e Borjesson, 2010; McMichae e Smith, 2011;
Goggs e Wiinberg, 2012).

Na tromboelastografia, a amostra sanguinea citratada é colocada em uma
cubeta cilindrica feita de silicone especial. Dentro da cubeta é suspenso um pino,
também de silicone especial, que fica conectado a um sistema detector. Durante a
avaliagdo, a cubeta com a amostra de sangue fica em rotagdo e o pino fixo (Figura
3). Assim que cadeias de fibrina se formam entre a cubeta e o pino, este captura a
resisténcia da rotacdo da cubeta. Por um sistema eletrdnico, essas mudancas no
torque (momentos do processo de coagulacao) geram sinais que, por um sistema de
transducéao, sao convertidos em tracejados que por fim geram um grafico (Figura 4)
representando a taxa de formacgao e de degradacao do coagulo (Mallett e Cox, 1992;
Zamper et al., 2017).

4. Transdutor

B Dot s /!-/eletromecénico
de dados
2. Colocagao do ativador
/ da coagulagao
3. Pino e cabo de tor¢ao /

1. Cubeta rotacional com
a amostra sanguinea

Figura 3. Principio de funcionamento da tromboelastografia.
Fonte: Zamper et al., 2017.
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«—— Coagulacao = Fibrindlise ———

MA

Figura 4. Representagédo esquematica do grafico viscoelastico obtido com
o TEG, representando a taxa de formacdo e degradacédo do
coagulo, assim como as quatro variaveis mensuradas: R, K, a e
MA. Fonte: Trapani, 2013. Legenda: R, tempo de inicio da
formacao do coagulo; K, tempo para estabilizacao do coagulo; A,
angulo de inclinacdo entre R e K; MA, amplitude maxima do
grafico.

Nesse grafico, podem-se observar quatro valores, determinados pelo teste,
que representam a formacao do coagulo: 1) o tempo de reacdo (R, em minutos),
tempo necessario para detectar a primeira evidéncia de um coagulo, periodo onde o
sistema de coagulacao comeca a ser ativado; 2) tempo de formacao do coagulo (K,
em minutos), que corresponde ao tempo desde o final de R até que o coagulo atinja
20 mm, representa o inicio da transformacao do fibrinogénio em fibrina e a interacéao
deste com os fatores de coagulacdo e as plaguetas na formagdao do coagulo
insipido; 3) valor do angulo de tangente da curva feita por K (angulo a, em graus),
oferece informacbées semelhantes a K e representa a cinética da formacao de
trombina e a polimerizacao da fibrina durante o periodo de formacgéo e estabilizacdo
do coagulo, o qual também auxilia na interpretacdo da viscoelasticidade sanguinea;
4) a amplitude maxima (MA) do grafico, é baseada na alteracdo da viscoelasticidade
do sangue ao atingir sua resisténcia maxima, sendo um indicador da forca do
coagulo (Mallett e Cox, 1992; Kol e Borjesson, 2010; McMichae e Smith, 2011;

Crochemore et al., 2017; Zamper et al., 2017). Exemplos de tragados gerados em
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diferentes estados de morbidade humana podem ser observados na figura 5. Por
meio deles, o perfil global da coagulacdo pode ser qualitativamente ou
quantitativamente interpretado em termos de estado hipo, normal ou hipercoagulavel
e permite também a analise de seu grau de lise (Vilas Boas e Oliveira, 2014).

A B C D E
Figura 5. Tracados do tromboelastograma humano. A, tragado normal; B,

hemofilia; C, trombocitopenia; D, fibrindlise; E,
hipercoagulabillidade. Fonte: Mallett; Cox, 1992.

Como idealizada, a avaliacao viscoelastica por tromboelastografia s6 seria
possivel mediante o uso de sangue total, pois necessitaria da interacdo das
plaguetas com os fatores de coagulacédo desde o inicio do processo da formacao do
coagulo. Fornecendo, entdo, dados sobre as cinéticas da geracao de fibrina por
meio da ativacdo dos fatores, além de resultados que refletem as propriedades
mecanicas e viscoelasticas do coagulo e, por fim, a fibrindlise (Maia et al., 2006;
McMichae e Smith, 2011; Trapani, 2013). Recomendando-se que as amostras sejam
analisadas em no maximo 120 minutos apés a colheita (Zambruni et al., 2004;
Wiinberg et al., 2005). Em contrapartida, o uso de plasma fresco ou congelado na
avaliacao viscoelastica da coagulacado apresentou resultados satisfatérios tanto em
humanos (Matijevic et al., 2012; Schlimp et al., 2013) como em animais (Wiinberg et
al., 2007; Kostousov et al., 2012; Mendez-Angulo et al., 2012; Urban et al., 2013).
Isto possibilita 0 armazenamento e transporte da amostra até um laboratério de

referéncia, permitindo maior acesso a essa técnica de avaliagao.
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CAPITULO 2 - Descricao do status hemostatico de equinos com abdome agudo por
técnicas convencionais e tromboelastograficas?
Description of the hemostatic status of equine with acute abdome by

conventional and thromboelastographic techniques
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RESUMO

Alteragdes hemostiticas sdo anormalidades suspeitadas em equinos com obstrugdes
intestinais, estando associadas a elevadas taxas de morbidade e mortalidade. Como estudos
recentes relataram que o uso de plasma fresco ou congelado estaria apresentado resultados
satisfatorios na andlise tromboelastografica, tanto em seres humanos como em animais, 0O
presente estudo teve como objetivo inicial realizar testes hemostiticos convencionais (TP,
TTPA, Fibrinogénio) e viscoeldsticas (tromboelastografia) do plasma de 20 equinos higidos,
20 equinos com obstru¢do simples (compactacdio de colo) e de 20 com obstrugdo
estrangulativa (vOlvulo) de alcas intestinais de ocorréncia natural. Na interpretacdo dos
resultados, verificou-se que o uso da Andlise por Componentes Principais foi efetiva na
caracterizacdo dos individuos a partir dos resultados dos testes realizados. Ademais, ao
transformar a interagdo entre os componentes do processo hemostitico em uma visualiza¢do
grafica, a tromboelastografia possibilitou uma interpretacao e entendimento efetivos do que
estd acontecendo na coagulacao do individuo. Assim sendo, pode-se concluir que os testes por
métodos convencionais e a avaliacdo viscoeldstica do plasma citratado foram eficazes na
caracterizacdo individual do status hemostdtico de equinos com obstru¢do intestinal de
ocorréncia natural, revelando que as obstrucdes simples também podem causar distirbios
hemostaticos relevantes.

Palavras-chave: abdome agudo, cavalo, coagulacdo, coagulacdo intravascular disseminada,
viscoelasticidade sanguinea

ABSTRACT

Haemostatic changes are suspected abnormalities in horses with intestinal obstructions, being
associated with high rates of morbidity and mortality. As recent studies have reported that the
use of fresh or frozen plasma would present satisfactory results in thromboelastographic
analysis, in both humans and animals, the present study aimed to perform conventional
hemostatic (PT, APTT, Fibrinogen) and viscoelastic (thromboelastography) plasma analyzes
of 20 healthy equines, 20 equines with simple obstruction (colon impactation), and 20 with
strangulative obstruction (volvulus) of naturally occurring intestinal loops. In the
interpretation of the results, it was verified that the use of Principal Component Analysis was
effective in the characterization of the individuals from the results of the tests performed. In
addition, by transforming the interaction between the components of the hemostatic process in
a graphical view, thromboelastography enabled an effective interpretation and understanding
of what is happening in the coagulation of the individual. Thus, it can be concluded that tests
by conventional methods and the viscoelastic evaluation of citrated plasma were effective in
the individual characterization of hemostatic status of horses with naturally occurring
intestinal obstruction, revealing that simple obstructions can also cause relevant haemostatic
disorders.

Keywords: acute abdomen, horse, coagulation, disseminated intravascular coagulation, blood
viscoelasticity
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2.1 Introducao

A obstru¢do dos seguimentos intestinais pode ser de origem funcional, como no caso
de ileo adinamico, ou de origem mecanica, como nos casos nao estrangulativos, como as
compactagdes ou enterdlitos, ou estrangulativos, como os vélvulos ou deslocamentos de algas
[1-3].

Ocorrendo obstrucdo, ha distensdo do 6rgao e comprometimento da drenagem venosa,
podendo resultar em isquemia, com absorcdo sist€mica, a partir do limen, de endotoxinas e
bactérias [1,4-7]. O processo isquémico, associado a presenca de imunocomplexos junto ao
complemento ativado, ao influxo de neutréfilos decorrentes da reacdo inflamatdria, causa
danos ao endotélio e aos demais tecidos das paredes dos vasos sanguineos, resultando em
hemorragia com liberacdo de mediadores pré-coagulantes [1,8-12].

Alteragdes no mecanismo de coagulacdo sdo relatadas em equinos com obstrugdes
intestinais, estando associadas a elevadas taxas de morbidade e mortalidade [13-18]. Essas
alteracdes podem ser avaliadas tanto por métodos ambulatoriais como laboratoriais [18-20].
Mas, os resultados desses métodos ditos convencionais apresentam grandes limitacoes.
Exceto quando muito alterados, os resultados t€ém uso limitado para previsdo, deteccao e
monitoramento das coagulopatias [21]. Mesmo assim, ainda permanecem em uso [22].

Algumas dessas limitacOes podem ser resolvidas pelo uso de testes viscoelasticos,
como a tromboelastografia [23,24], uma técnica atual que avalia a dinamica do processo de
coagulacdo sanguinea como um todo, tornando possivel a obten¢do de informacdes mais
especificas [18,24-26].

Como idealizada, a avaliacido tromboelastogrifica s6 seria possivel mediante o uso de
sangue total, pois necessitaria da interacdo das plaquetas com os fatores de coagulacdo desde
o inicio do processo da formagao do codgulo, fornecendo dados sobre as cinéticas da geracao
de fibrina por meio da ativacdo dos fatores, além de resultados que refletem as propriedades
mecanicas e viscoeldsticas do codgulo [24,26-28]. O uso de plasma fresco ou congelado
apresentou resultados satisfatorios tanto em seres humanos [29,30] como em animais [31-34].
Por isso, optou-se por testar essa metodologia no presente ensaio.

Assim, pelo presente buscou-se realizar andlises hemostéticas convencionais e
viscoeldsticas do plasma citratado de equinos higidos e daqueles com obstru¢do simples e

estrangulativa de alcas intestinais de ocorréncia natural, objetivando a caracterizacdo do status
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hemostatico desses individuos com auxilio da Andlise de Componentes Principais, técnica de

andlise exploratdria multivariada de dados.

2.2 Material e métodos

Para o grupo de equinos controle (GC) foram utilizados 20 animais, escolhidos
aleatoriamente, sendo 10 machos (castrados) e 10 fémeas (ndo gestantes), de ragas diversas e
idade variando de quatro a 20 anos (média de 10,35 anos). Tais animais, identificados por
codigo (C1 a C20), foram mantidos em piquetes coletivos com dieta a base de ragdo
comercial, forrageiras do género Cynodon e dgua ad libitum.

Para constituicdo do grupo de equinos com abdome agudo, foram utilizados 40
animais provenientes da rotina de atendimento do Setor de Grandes Animais do Hospital
Veterinario da FCAV/Unesp, no periodo de marco de 2016 a abril de 2018. Destes, 27 eram
machos e 13 fémeas (ndo gestantes), com idade variando de um a 18 anos (média de 8,65
anos). Conforme ordem de atendimento, os pacientes eram divididos em dois grupos de
acordo com a causa de abdome agudo: grupo obstru¢do simples (GO) composto por 20
animais com compacta¢do de colo maior, identificados pelos cdédigos Ol a 020; grupo
obstru¢do estrangulativa (GE) composto por 20 animais com vélvulo ou encarceramento de
alcas intestinais, identificados pelos cddigos E1 a E20. O diagndstico da afeccao foi
determinado durante a avaliacdo dos pacientes, apds procedimentos de lavagem géstrica,
palpacdo transretal e andlise de liquido peritoneal, ou durante procedimento cirurgico,
mediante celiotomia exploratdria. A estratégia de tratamento variou conforme a gravidade da
afeccdo e as condi¢des clinicas dos pacientes e ndo serd discutida nesse ensaio.

No momento da admissdo dos animais do GE, e antes da realizacdo de qualquer
medida terapéutica, foram colhidos, por venopung¢ao jugular e utilizagao de sistema a vacuo,
um total de 8 mL de sangue em dois tubos contendo anticoagulante citrato de sédio a 3,2%
(BD Brasil. Sao Paulo, SP, Brasil). Nos equinos do GC, as amostras sanguineas foram
colhidas em um unico dia.

Os tubos de sangue contendo citrato de s6dio, em no méaximo 30 minutos apds a
colheita, foram centrifugados (Centrifuga Excelsa Baby II, Modelo 206-BL. Fanem. Sao
Paulo, SP, Brasil) a 2202 g (3600 rpm) durante cinco minutos em temperatura ambiente.

Posteriormente, o plasma citratado foi transferido para dois criotubos estéreis devidamente
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identificados e congelados a -70°C até o momento das andlises. Para a determinacdo da
concentracdo de fibrinogénio plasmético e dos tempos de protrombina (TP) e de
tromboplastina pacial ativada (TTPA), uma das amostras de plasma citratado foi
descongelada em temperatura ambiente e as andlises foram realizadas pelo método
cronométrico e conduzidas com auxilio de coagulometro (Coag 1000. Wama Diagnéstica. Sao
Carlos, SP, Brasil) e de conjunto de reagentes comerciais (Labtest Sistema de Diagndsticos
Ltda. Lagoa Santa, MG, Brasil) (Apéndice 1A).

Para a realizacdo dos testes viscoeldsticos de formacdo do codgulo e obtencdo das
varidveis R (tempo decorrente do inicio da andlise do teste até o comeco da formagdao do
coagulo), K (tempo subsequente ao R, desde o inicio da formacdo até a estabilizacdo do
coagulo), angulo (angulacdo correspondente a inclinagdo obtida entre as varidveis R e K no
grafico) e MA (amplitude méxima do grafico obtida apés a formacdo do codgulo), outra
amostra de plasma citratado foi descongelada em temperatura ambiente e a andlise conduzida
com auxilio de tromboelastégrafo (TEG 5000 Thrombelastograph Hemostasis Analyzer
System. Haemonetics Corporation. Braintree, MA, EUA) e reagente comercial (Cloreto de
calcio 0,2mol. Haemonetics Corporation. Braintree, MA, EUA) (Apéndice 1B).

A caracterizacdo dos individuos e da estrutura de varidveis foi feita utilizando-se a
Andlise de Componentes Principais (ACP), que é uma técnica exploratoria multivariada.
Inicialmente, com o objetivo de que os atributos contribuam com o mesmo peso no célculo do

coeficiente de semelhanga, as varidveis foram padronizadas, pela formula:

7 X — X
1 Sr
Nessa formula, j=1,2,...,p atributos e i=1,2,...,n objetos, Z;; o valor padronizado de Xj; e
Xj e Sj a média e o desvio padrdo da coluna j. As varidveis assim padronizadas tém média
nula e variancia unitaria. Em seguida, a ACP foi processada com a matriz de covariancia das
varidveis originais, obtendo-se dela os autovalores que construiram os autovetores. Estes sdo
combinacdes lineares das varidveis originais € se denominam componentes principais. O
poder discriminatério de cada varidvel num componente foi medido pela férmula:
aj h \-'I'E
s

I
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Nessa formula, S = desvio padrdao da varidvel j, ajn = coeficiente da varidvel j no h-
ésimo componente principal, € An = h-ésima raiz caracteristica (autovalor) da matriz de
covariancia [35].

As andlises foram processadas no software Statistica 7.0 (Statsoft Inc. Statistica: data

analysis software system, version 7. Tulsa, OK, USA).

2.3 Resultados e discussao

Com relagdo aos 40 individuos incluidos neste ensaio, 20 constituintes do GE e 20 do
GO, observa-se que 18 (90%) individuos do GE foram encaminhados a cirurgia para
resolucao da causa de obstrucdo e dois (10%) foram tratados mediante manobras anatdmicas
via palpagdo retal (Apéndice 2). Enquanto no GO, verifica-se que oito (40%) individuos
foram submetidos a celiotomia exploratéria com enterotomia para remog¢ao do contetudo fecal
e desobstrucdo do segmento intestinal acometido e 12 (60%) foram tratados de forma
conservativa, com uso de medicamentos (Apéndice 4). A maioria dos casos de abdome agudo,
como as compactacdes, apresenta resolu¢do a partir de manobras clinicas e uso de
medicamentos [1,36-40]. No entanto, em algumas situacdes, faz-se necessirio submeter o
animal a celiotomia exploratdria tanto para identificacdo da causa como para resolucdo da
afeccao, conforme recomendado por White et al.[1] e Freeman [3].

A avaliagdo viscoeléstica do plasma foi realizada em todos os individuos utilizados no
presente ensaio (Apéndices 3 e 5), assim como nos estudos de Matijevic et al. [29], Mendez-
Angulo et al. [33], Schlimp et al. [30] e Urban et al. [34]. Na figura 1 estdo ilustrados trés
grificos de viscoelasticidade plasmatica, representando um individuo de cada grupo
experimental, escolhidos aleatoriamente. No gréafico A, do individuo C5 do grupo controle
(GC), observa-se que o tempo de inicio da formacdo do codgulo (R) foi de 5,3 minutos, o
tempo para estabilizacdo do codgulo (K) foi de 1,2 minutos; o angulo de inclinac¢do entre R e
K (A) foi de 70,9° e a amplitude médxima do grifico (MA) foi de 29,7 mm. No grafico B,
individuo E11 do grupo obstrucao estrangulativa de algas intestinais (GE), o R foi de 16,4
minutos, o K foi de 12,2 minutos; o angulo A foi de 33,2° e a MA foi de 20,1 mm. No gréfico
C, do individuo O2 do grupo obstru¢do simples de al¢as intestinas (GO), o R foi de 21,4
minutos, o K foi de 3,0 minutos; o angulo A foi de 55,6° e a MA foi de 52,4 mm.
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de cada grupo experimental. Em A, individuo C5, do grupo controle (GC); em B, individuo
El1, do grupo obstrucdo estrangulativa de alcas intestinais (GE); em C, do individuo O2, do
grupo obstru¢do simples de algas intestinas (GO).

Contudo, como os valores obtidos variaram entre os individuos, refletindo a gravidade
das alteracdes hemostaticas em decorréncia as lesdes intestinais, foi elaborada a tabela 1. Nela
encontram-se os valores de média, desvio padrao, mediana, minimo e maximo das varidveis
hemostaticas convencionais e viscoeldsticas para os individuos dos trés grupos propostos:

obstruc¢do estrangulativa (GE), osbstru¢ao simples (GO) e controle (GC).

Tabela 1. Valores de média, desvio padrio, mediana, minimo e maximo das varidveis
hemostaticas convencionais e viscoeldsticas, obtidos para os equinos dos grupos osbstru¢ao
simples (GO), obstrucdo estrangulativa (GE) e controle (GC). Jaboticabal, 2019.

Varidveis convencionais Variaveis viscoelasticas
Identificacdo Fib TP TTPA R K A MA
(mg/dL) (seg) (seg) (min) (min) (graus) (mm)
GE
Média 232,10 26,24 68,39 14,32 3,40 49,31 36,80
Desvio padrao 135,88 15,16 18,51 5,25 2,36 16,82 9,19
Mediana 199,00 22,20 64,10 14,65 3,35 50,70 36,45
Minimo 94,00 13,60 40,85 3,20 1,00 20,50 20,10
Maximo 681,00 66,40 103,95 24,50 12,20 75,40 52,00
GO
Média 220,70 17,45 55,75 13,64 2,86 51,91 40,21
Desvio padrao 95,11 5,55 14,21 6,64 1,78 16,86 12,24
Mediana 199,00 16,03 53,10 13,25 2,25 55,55 42,20
Minimo 127,00 11,50 32,50 4,20 0,80 23,80 21,9
Maximo 514,00 32,05 78,20 30,70 6,90 84,80 71,40
GC
Média 166,43 13,52 43,66 12,99 2,24 56,70 35,63
Desvio padrao 35,71 3,09 5,27 2,43 0,65 6,27 6,24
Mediana 176,50 14,38 43,65 12,45 2,19 57,10 34,70
Minimo 103,50 8,00 34,30 9,20 1,00 43,50 24,50
Maximo 218,00 19,00 49,95 17,10 3,40 66,20 49,20

Legenda: Fib, fibrinogénio; TP, tempo de protrombina; TTPA, tempo de tromboplastina parcial ativada; R,
tempo de inicio da formagdo do codgulo; K, tempo para estabilizacdo do codgulo; A, dngulo de inclinag¢do entre
R e K; MA, amplitude médxima do gréfico.



35

A Analise de Componentes Principais das varidveis hemostdticas convencionais €
viscoeldsticas obtidas nos 60 individuos utilizados no ensaio conseguiu explicar, com dois
componentes, 61,56% da variancia contida no conjunto original de varidveis.

Por serem animais com grande variabilidade entre si (idade, raga, sexo, origem,
manejo alimentar e de uso, por exemplo), foram consideradas como relevantes as cargas que
apresentaram valor absoluto superior a 10,501 (Tabela 2). As varidveis que apresentaram maior
poder discriminatério no Componente Principal 1 (CP1) foram: A (0,79), R (-0,81), K (-0,73),
TTPA (-0,69) e TP (-0,66). Varidveis com mesmo sinal atuam de forma direta, ou seja,
quando o valor de uma aumenta, o valor da outra aumenta, ou vice-versa, € aquelas com sinais
contrédrios atuam de forma inversa, ou seja, quando o valor de uma aumenta, o valor da outra
diminui. Assim, as variaveis R, K, TTPA e TP atuam de forma direta e inversamente a
varidvel A. As varidveis com maior poder discriminatério no Componente Principal 2 (CP2)

foram MA (-0,83) e Fibrinogénio (-0,57) atuando de forma direta.

Tabela 2. Componentes principais (CP) das varidveis hemostdticas convencionais e
tromboelastograficas dos individuos pertencentes aos grupos controle (GC) e compactacdo de
colo (GO). Os destaques em negrito mostram as varidveis com maior poder discriminatério
em cada CP. Jaboticabal, 2019.

Variaveis CP1 CP2
A (angulo de inclinagdo entre R e K) 0,79 -0,34
R (tempo de inicio da formag¢do do codgulo) -0,81 -0,10
K (tempo para estabilizacao do codgulo) -0,73 0,43
TTPA (tempo de tromboplastina parcial ativada) -0,69 -0,34
TP (tempo de protrombina) -0,66 -0,31
MA (amplitude méxima do grafico) 0,04 -0,83
Fibrinogénio -0,17 -0,57
Variancia em cada componente principal 39,41% 22,15%

O gréfico biplot (Figura 2) é construido levando-se em considera¢do os escores das
varidveis e as cargas fatoriais contidas em CPl1 e CP2. Nesse grafico, verifica-se a
discriminacao dos individuos localizados a esquerda e a direita, assim como na parte superior

e inferior [35].
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Figura 2. Grifico biplot formado pelos dois componentes principais CP1 e CP2, monstrando a distribuicdo das varidveis hemostaticas
convencionais e viscoeldsticas e dos animais: grupos controle (C1 - C20), obstrugao simples (O1 — O20) e obstrugdo estrangulativa de algas

intestinais (E1 - E20). Legenda: Fib, fibrinogénio; TP, tempo de protrombina; TTPA, tempo de tromboplastina parcial ativada; R, tempo de inicio da formagdo do
codgulo; K, tempo para estabiliza¢do do codgulo; A, angulo de inclinagdo entre R e K; MA, amplitude maxima do grafico; + cirurgia; * ébito.
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Individuos localizados proximos a regido central do grifico ndo apresentam
caracteristicas de discriminagdo especificas, indicando que apresentam mais semelhangas do
que diferencgas entre si. Assim, ao tragar uma elipse circundando os valores entre 2 e -2 do
ponto de interseccdo das ordenadas CP1 e CP2, observa-se que 20 (50%) individuos com
abdome agudo, sendo 10 (50%) do GE e 10 (50%) do GO, e os 20 (100%) individuos do GC,
localizaram-se dentro da drea delimitada (p>0,05). Os outros 20 (50%) individuos com
abdome agudo, sendo 10 (50%) do GE e 10 (50%) do GO, por se localizarem fora da area
delimitada (p<0,05), apresentam propriedades especificas que os diferenciam dos demais,
deduzindo serem individuos com maior potencial para desenvolverem distirbios
hemostaticos. Vale salientar que, quanto maior a distancia de localizacdo do individuo do
ponto de intersec¢do das ordenadas, maior serd sua diferenciagdo com os demais individuos
[35].

Assim sendo, ao observar esses 20 individuos fora da drea delimitada, verifica-se que
seis (30%) do GE (E1, ES, E9, El1, E13 e E18) e dois (10%) do GO (04 e 020), por se
localizem mais a esquerda em CP1, apresentaram valores mais elevados para as variaveis R,
K, TTPA e TP e valores mais baixos para a varidvel A. Enquanto que dois (10%) do GE (E10
e E12) e trés (15%) do GO (013, O14 e O15), ao se localizam mais a direita, apresentaram
valores mais baixos para as varidveis R, K, TTPA e TP e valores mais elevados para a
varidvel A.

Os outros sete individuos, dois do GE (E6 e E17) e cinco do GO (01, 02, O3, O7 e
O17), mesmo possuindo valores destacados para as variaveis R, K, TTPA, TP e A, se
localizam mais préximos ao eixo da ordenada, indicando maior discriminacao pelas varidveis
com maior poder discriminatério em CP2, ou seja, Fibrinogénio e MA. Dentre eles, dois
(10%) do GO (O7 e O17), ao se localizam mais acima em CP2, apresentaram valores mais
baixos para Fibrinogénio e MA. Enquanto que dois (10%) do GE (E6 e E17) e trés (15%) do
GO (01, 02 e 03), ao se localizam mais abaixo em CP2, apresentaram valores mais altos
para Fibrinogénio e MA.

Na tabela 3, estao discriminados os valores obtidos em cada variavel para cada um dos
individuos localizados fora da drea delimitada no gréafico da figura 2. Nela, os individuos
foram agrupados por aproximacdo (semelhanca), conforme sua localizacdo na respectiva
figura. Assim, pode-se observar a diferenca entre os individuos localizados a esquerda em

CP1 (E1, ES, E9, E11, E13, E18, 04, 020) dos localizados a direita (E10, E12, O13, Ol4 e
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O15). Assim como, a diferenca entre aqueles localizados acima em CP2 (O7 e O17) dos

localizados abaixo (E6, E17, O1, O2 e O3).

Tabela 3. Valores individuais das varidveis hemostaticas convencionais e viscoeldsticas para
os individuos com obstrucdo simples (GO) e estrangulativa de alcas intestinais (GE) fora da
area delimitada. Individuos agrupados por aproximacgao, conforme sua localizac¢do na figura 2.
Jaboticabal, 2019.

Variaveis convencionais Variaveis viscoelasticas

Identificacao Fib TP TTPA R K A MA

(mg/dL) (seg) (seg) (min) (min) (graus) (mm)
El+* 130 65,9 93,6 23,1 43 39,3 28,3
E5 445 21,5 92,45 24,5 3,9 33,4 32,8
E9+* 206 33 81,75 16,8 4,5 25,3 38,9
Ell+* 290 18,35 81,45 16,4 12,2 33,2 20,1
E13+%* 192 33,5 99,9 18,6 3,9 20,5 40,1
E18+ 97.5 66,4 103,95 16,2 42 46,9 46,3
04+ 259 31,95 70,6 22,6 43 36,7 44,3
020+ 231 18,3 35,9 30,7 6,9 26,1 54
E10 126 15,5 40,85 5,8 1,4 70,9 27
E12 206 14,35 53,15 7,2 1 71,4 43,1
013 200 11,5 64,2 5,7 1,2 72,7 41,3
014 182 14,55 45,6 42 0,9 74,8 43,1
015 331 13,4 45,3 5,3 0,8 84,8 71,4
o7+ 195 12,2 32,5 14,6 5,4 44 21,9
O17+ 127 18,2 45,2 13,2 6,6 36,5 23,5
E6+* 681 17,65 59,9 14,4 1,8 62,4 44,7
E17+%* 269 34,5 67,15 16,7 1,9 63,5 52
Ol 395 21,2 72,05 17,9 2,2 55,5 44,9
02+ 216 32,05 78,2 21,4 3 55,6 52,4
03 514 16,05 56,65 13,8 1,8 61,5 48,4

Legenda: Fib, fibrinogénio; TP, tempo de protrombina; TTPA, tempo de tromboplastina parcial ativada; R,
tempo de inicio da formagdo do codgulo; K, tempo para estabilizagdo do codgulo; MA, amplitude médxima do
gréfico; + cirurgia; * 6bito.

Na hemostasia, as varidveis TP e TTPA, dentro da tecnologia cronométrica, mensuram
o tempo decorrente do inicio da andlise até a estabilizacdo do codgulo [19,41]. Enquanto que,
na tecnologia tromboleastogréfica, a varidvel R mensura o tempo decorrente do inicio da
andlise até o inicio da formag¢ao do codgulo, e a varidvel K mensura o tempo decorrente do
inicio da formacdo até a estabilizacdo do codgulo [24-26]. Nao obstante essas varidveis
apresentarem correlacdo de mesmo sinal na Anélise de Componentes Principais, TP e TTPA
apresentam semelhanca diagndstica com R e K, pois possuem o mesmo fundamento de

avaliacdo, ou seja, a quantificacao indireta dos fatores de coagulacao na circulagdo sanguinea
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[19,24,28,42]. Assim sendo, os tempos elevados dessas variaveis, observados nos individuos
localizados a esquerda em CP1, € resultante da reducdo na quantidade circulante de fatores de
coagulacdo. Enquanto que os individuos localizados a direita em CP1, teriam tempos baixos
por terem disponilidade suficiente desses fatores na circulagdo, facilitando a formagao do
codgulo. Isso permite inferir que esses individuos encontravam-se em situacdes de consumo e
reposicao dos fatores de coagulacdo circulantes [9,18,19,42]. Podendo isso ser decorrente da
necessidade de reparo das desordens e lesdes ocorridas na microvasculatura das algas
intestinais [1,4-6,9,10].

A varidvel A consiste no valor do angulo de inclinacdo obtido entre as varidveis R e K
no grafico tromboelastografico. Representa a cinética da formacdo de trombina e a
polimerizacdo da fibrina durante o periodo de formagdo do codgulo. Tem por defini¢do
indicar situacdes de hipocoagubilidade (risco hemorragico) quando a angulacdo é baixa, como
no caso dos individuos localizados a esquerda em CP1, ou de hipercoagubilidade (risco
trombético) quando a angulacdo € elevada [24-26], como os individuos localizados a direita
em CP1.

Mesmo sendo essencial na hemostasia, autores [17,43,44] relatam que a dosagem da
concentracdo de fibrinogé€nio plasmatico possui baixa sensibilidade na avaliacdo de alterag¢des
hemostaticas em equinos com obstrucdes intestinais. Entretanto, Kaneko et al. [42], Brooks
[19] e Epstein [18] referem ser muito ttil no acompanhamento do individuo durante a
avaliacdo da gravidade de processos inflamatoérios. Segundo Feige et al. [45], o aumento na
sintese de fibrinogé€nio ocorre de seis a oito horas apds a injuria, atingindo valores maximos
entre dois a cinco dias. Assim sendo, verifica-se que o aumento da concentracdo de
fibrinogénio, mesmo pouco relevante, nos individuos localizados abaixo em CP2, infere a
possibilidade de ocorrer um quadro inflamatério [42,46].

Contudo, uma maior quantidade de fibrinogénio disponivel em um meio rico em
fatores de coagulacdo (necessdrios para que ocorra a conversiao de protrombina em trombina
que, por sua vez, estimula a transformacgdo de fibrinogénio em fibrina), maior serd a formacgado
de fibrina, uma rede de fibras eldsticas que consolida e infere resisténcia ao codgulo
[19,23,47,48]. Fundamentando a correlagdo de mesmo sinal entre as variaveis fibrinogénio, da
avaliacdo convencional, e MA, da avaliagdo viscoelastica, na Andlise de Componentes
Principais. A amplitude maxima (MA) do grafico viscoelastico, ao ser mensurada e indicar a

consisténcia ou a qualidade do codgulo, permite caracterizar o estado de coagulabilidade do
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paciente [24-26]. Assim, infere-se que os individuos localizados na parte superior em CP2
apresentavam baixa amplitude grafica, significando que o codgulo era menos resistente, e que
os localizados na parte inferior apresentaram elevada amplitude gréfica, significando que o
coagulo era mais resistente.

Assim sendo, compreende-se que, com relagdo a concentracdo de fibrinogénio
plasmdtico, os individuos El1 e E18 apresentaram os menores valores, enquanto que o
individuo E5 a maior quantidade e os individuos E9, El11, E13, O4 e 020 valores
intermedidrios. A baixa quantidade circulante dos fatores de coagulacdo foi relevante para
todos eles, pois isso retardava tanto o inicio da formacdo quanto a cinética de estabilizacdo do
codgulo, indicando uma situacdo de possivel hipocoagubilidade com risco hemorrigico. O
individuo E11, especificamente, se destacou dos demais por apresentar o maior valor para a
varidvel K e valor baixo para as varidveis A e MA.

Para o individuo E10, mesmo apresentando disponibilidade de fatores de coagulacao
na circulagdo, a quantidade de fibrinogénio disponivel era relativamente baixa,
comprometendo a cinética de estabilizacdo do codgulo, indicando que, mesmo que o coagulo
fosse formado, ele teria pouca resisténcia. Enquanto que os individuos E12, O13 e O14 e O15,
por apresentarem quantidade considerdvel tanto de fatores de coagulacdo como de
fibrinogénio na circulagdo, a cinética de estabilizacdo do codgulo estava garantida, indicando
que o codgulo foi formado e teve boa resisténcia, ou seja, uma situacdo de possivel
hipercoagubilidade com risco trombdtico. O individuo O15 se destacou por apresentar o
menor valor para a varidvel K e os maiores valores para as varidveis A e MA.

Os individuos O7 e O17, mesmo apresentando valores de TP e TTPA pouco diferentes
dos parametros considerados de normalidade [19,41,42], apresentaram valor de R e de K
elevados, além de baixa concentrac¢do de fibrinogénio circulante e os menores valores de MA,
indicando um retardo na cinética de formacao, estabilizacdo e resisténcia do codgulo e,
consequentemente, uma situacdo de possivel hipocoagubilidade com risco hemorrégico.

Os individuos E6, E17, Ol e O3, se destacaram por apresentarem maiores
concentracdes de fibrinogénio circulante. Contudo, mesmo apresentando valores elevados de
TP, TTPA e R, indicando um retardo na cinética de inicio de formacdo codgulo, a varidvel K
foi baixa, e as varidveis A e MA elevadas, sugerindo que, quando formado, o codgulo era
estavel e resitente. Enquanto que o individuo O2 se destacou isoladamente por apresentar

valores elevados para R, TTPA e TP, intermediério para K e A e MA, indicando apenas um
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retardo no inicio de formagdo do codgulo, ou seja, pouca quantidade de fatores de coagulacdo
na circulagdo.

Assim sendo, pode-se inferir que esses individuos localizados fora da area delimitada
apresentavam risco de desencadear um processo de tromboembolismo ou hemorragia ou,
ainda, coagulacgdo intravascular disseminada [15,43,45,49-56].

O consumo e consequente deplecdo dos fatores da coagulacdo, resultantes da continua
atividade pr6 e anticoagulante, pode levar a sangramento difuso, o que frequentemente € a
primeira manifestagdo notada em pacientes criticos [53,55-57], mas que ndo foi observada nos
individuos do presente ensaio. Contudo, como durante a fase de maior ativacdo da coagulacdo
o sistema fibrinolitico estd, em geral, fracamente ativado, hd deposi¢cdo de fibrina na
microvasculatura, podendo ocorrer oclusdo dos vasos e, consequente, comprometimento da
irrigacdo sanguinea de diversos 6rgdos, o que, em conjunto com alteracdes metabdlicas e
hemodinamicas, contribui para a faléncia de maltiplos 6rgaos [11,19,57-59].

Com relacdo aos individuos que morreram, 7 (35%) eram do GE e um (5%) do GO.
Os individuos E1, E4, E9 e E17 foram eutanasiados durante o procedimento cirdrgico, apés
constatar-se necrose do segmento obstruido e compromentimento extensivo e irreparavel dos
segmentos intestinais adjacentes, inviabilizando técnicas de enterectomia e enteroanastomose.
O individuo E6 morreu oito dias apds o procedimento cirirgico. Na necropsia foi constatada
peritonite. Os individuos E11 e E13 apresentaram fibrilacdo ventricular seguida por parada
cardiorrespiratéria durante a inducdo anestésica. Na necropsia observou-se necrose do
segmento obstruido e compromentimento extensivo e irrepardvel dos segmentos intestinais
adjacentes. O individuo O12 morreu decorrente de fibrilacdo ventricular seguida por parada
cardio-respiratoria durante o procedimento cirdrgico. Na necropsia verificou-se que a regidao
compactada se encontrava distendida, congesta e edemaciada. As lesdes observadas nos
segmentos intestinais dos animais que morreram sido decorrentes da drenagem venosa
insuficiente ou ausente, causando isquemia com hipdxia focal. A falta de oxigenacdo e
nutri¢do, causa desvitalizacdo da mucosa, proporcionando a ocorréncia de degeneracdo e
necrose que, por sua vez, pode ocasionar ruptura do segmento, tanto durante como apds a
manipulacdo, ou promove quebra da barreira da mucosa gastrointestinal, resultando na
absorc¢do sistémica de endotoxinas e bactérias [1,5,7,9,10,12,57,60,61]. No caso do individuo
E6, a isquemia associada ao processo inflamatério concomitante, promove quebra da barreira

da mucosa gastrointestinal, resultando na passagem transmural do conteddo intestinal para a
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cavidade abdominal, desencadeando peritonite, contribuindo sobremaneira para o desfecho
fatal [1,3,11,57-59,62,63].

Autores referem que as alteracdes hemostdticas documentadas em equinos com
abdome agudo variam conforme a causa e a gravidade da afec¢do, sendo que os equinos com
compactacdo de colo maior sdo os que apresentam menor nimero de alteracdes quando
comparados com outras causas de abdomen agudo, como as estrangulativas [13-
15,17,18,43,45]. Contudo, verificou-se no presente ensaio que, além de relevantes para a
caracterizacdo da situacdo hemostdtica dos 10 (50%) individuos do GE, a andlise
tromboelastografica revelou que 10 (50%) individuos do GO também apresentaram disttirbios
hemostaticos significativos, compativeis com a possivel ocorréncia ou tendéncia de CID
[53,55,56]. Como a obstrucdo decorrente da compactagdo do colo ocorre gradativamente e s
€ percebida nos animais quando a distensdo causa dor [1], tais individuos provavelmente
apresentavam um processo isquémico com interferéncia na perfusdo da mucosa em
decorréncia da compressao causada pela massa fecal compactada [4-7,9,10].

Assim sendo, verifica-se que a tromboelastografia, ao transformar a interagao entre os
componentes do processo hemostitico em uma visualizacdo gréfica, possibilitou uma

interpretacdo e entendimento efetivos do que estd acontecendo na coagulacdo do individuo.

2.4 Conclusao

Nas condi¢des em que esse estudo foi realizado, pode-se concluir que os testes por
métodos convencionais e a avaliagdo viscoeldstica do plasma citratado foram eficazes na
caracterizacdo individual do status hemostitico de equinos com obstru¢do intestinal de
ocorréncia natural, revelando que as obstru¢des simples também podem causar distirbios

hemostaticos relevantes.
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Apéndice 1A. Equipamento utilizado na determinagdo das variaveis
hemostaticas convencionais do plasma de equinos com e sem obstrugdo de
alcas intestinais. Em A, coagulémetro; B, cubetas; C1 e C2, forma de
apresentacao dos resultados.

Apéndice 1B. Equipamento utilizado na determinagdo das varidveis
viscoelaticas do plasma de equinos com e sem obstrucao de algas intestinais.
Em A, tromboelastégrafo; B, copos e pinos; C, forma de apresentagdo dos
resultados.

.......



Apéndice 2. Informacdes acerca dos individuos com obstrucao estrangulativa de alcas intestinas (GE) usados no ensaio.

Sistema

ID Idade Sexo criacio Alimentacao Diagnéstico Cirurgia Obito
E1 16 M I Feno Vélvulo de 360° em jejuno (necrose) S S
E2 2 M - - Vélvulo de 180° em jejuno, compactagao de ileo S N
E3 7 F I Feno, capim picado Vélvulo da raiz do mesentério, compactagao e deslocamento de colo S N
E4 14 F S Pasto, feno Vélvulo de 360° em jejuno (necrose) S S
E5 5 M I Capim e cana picados Compactacao e deslocamento de colo S N
E6 1 M E Feno, pasto Compactacao e vOlvulo de 180° em colo dorsal S S
E7 15 M S Pasto, capim picado Egcc:grlgeramento do ileo no mesentério, compactacao e deslocamento S N
E8 17 M S Pasto, capim inteiro Encarceramento de ileo no anel inguinal S N
E9 11 F | Feno Encarceramento de ileo no mesentério (necrose), compactagéo e S S
deslocamento de colo
E10 M S Pasto, feno Compaqtagao e deslocamento de colo, encarceramento de ileo no N N
mesenterio
E1i1 M I Feno Vélvulo da raiz do mesentério, necrose de jejuno S S
E12 M S Pasto, capim picado Eglc(:)arceramento nefro-esplénico, compactagéo e deslocamento de N N
E13 8 M S Feno Eglc(:)arceramento de ileo no anel inguinal (necrose), compactacéo de S S
E14 9 M S E}ﬁtg’ feno, silagem de Compactacao e volvulo de 180° em colo S N
E15 5 F E Pasto, feno ;/(g)ll(\)/ulo de 180° em mesentério, compactacao e deslocamento de s N
E16 18 M I Feno, cana picada Compactacao e volvulo de 180° em colo, enterdlito em colo dorsal S N
E17 4 F E Pasto, feno Encarcerarrjento <,je jejuno no foorame epiploico (necrose), s S
compactagao e vélvulo de 180° em colo, deslocamento de ceco
E18 6 M I Feno Encarceramento nefro-esplénico S N
E19 3 M I Feno, bagaco de cana  Encarceramento de ileo no anel inguinal S N
E20 12 M - - Compactacdo e vélvulo de 180° em colo S N

Legenda: ID, identificagdo; M, macho; F, fémea; |, intensivo; S, semi-extensivo; E, extensivo; S, sim; N, néo.



Apéndice 3. Graficos de viscoelasticidade plasmatica de individuos, escolhidos
aleatoriamente, com obstrucao estrangulativa de alcas intestinas (GE).
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62.4 4.7

R < Angle
min d{_—Jg
17,8 45,3




Apéndice 4. Informacdes acerca dos individuos com obstrucdo simples de alcas intestinas (GO) usados no ensaio.

Sistema

ID Idade Sexo criacdo Alimentacao Diagndstico Cirurgia Obito
O1 7 F S Pasto, capim picado Compactacéao colo (ingesta) N N
02 15 M E Pasto Compactacéao colo (ingesta) S N
03 3 M I Capim, cana picada Compactacéao colo (ingesta) N N
04 6 F I Feno, capim picado Compactacéao colo (ingesta) S N
05 12 M E Pasto, silagem Compactacéao colo (ingesta) N N
06 7 F S Pasto, cana picada Compactacéao colo (ingesta) N N
o7 15 M I Silagem de milho Compactacéao colo (ingesta) S N
08 6 F S Pasto, capim picado Compactacéao colo (ingesta) N N
09 5 M S Pasto, silagem de milho Compactacéao colo (ingesta) N N
010 7 M I Capim, cana picada Compactacéao colo (ingesta) N N
O11 4 M S Pasto, silagem de milho Compactacéao colo (ingesta) N N
012 3 M S Feno, capim picado, silagem de milho Compactacéao colo (ingesta) S S
013 18 M - - Compactacéao colo (ingesta) N N
014 14 M S Feno, capim picado Compactacéao colo (ingesta) N N
015 10 F E Pasto, feno Compactacéao colo (ingesta) N N
016 10 F E Pasto, feno Compactacéao colo (ingesta) N N
017 16 F S Pasto, silagem Compactacéo colo (sablose) S N
018 6 M - - Compactacéao colo (ingesta) S N
019 4 F - - Compactacéao colo (ingesta) S N
020 6 M S Pasto, feno, alfafa Compactacdo colo (ingesta) S N

Legenda: D, identificagao; M, macho; F, fémea; |, intensivo; S, semi-extensivo; E, extensivo; S, sim; N, n&o.



Apéndice 5. Graficos de viscoelasticidade plasmatica de individuos, escolhidos
aleatoriamente, com obstrucédo simples de algas intestinas (GO).

R Angle
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