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TRANSTORNOS DA HEMOSTASIA EM CAES AZOTEMICOS

Autora: Fernanda VVoll Costa Ventura

Orientador: Félix Hilario Diaz Gonzéalez

RESUMO

A uremia é uma desordem sistémica que pode estar associada a disfuncéao
plaquetéria adquirida, levando a alteragdes na hemostasia primaria. Varios modelos de
interferéncia entre a uremia e a falha na hemostasia ja foram propostos, porém o
mecanismo exato é desconhecido, e a tendéncia ao sangramento parece ser de origem
multifatorial. O teste do tempo de sangramento da mucosa oral (TSMO) pode ser
utilizado na avaliacdo da hemostasia primaria em animais. O fator de von Willebrand
(FvW:Ag) normal ou aumentado, observado na maioria dos cées urémicos, contribui
para o diagnostico de uma alteracdo plaquetaria adquirida. A contagem de plaquetas e
os testes de coagulacdo normais associados a um aumento no TSMO d&o suporte a
suspeita de um defeito qualitativo. O objetivo deste trabalho foi investigar possiveis
anormalidades na hemostasia, buscando estabelecer uma relacdo entre os resultados de
exames laboratoriais e alteracbes no tempo de sangramento. A hemostasia foi avaliada
em quarenta cées azotémicos, urémicos ou ndo. O aumento no TSMO foi observado em
35% dos cées azotémicos. O teste de Spearman demonstrou haver correlagdo entre o
TSMO e os valores de creatinina, uréia e hematdcrito, porém, o ajuste pela Regressédo
Linear Multipla evidenciou o hematocrito como Unica variavel associada com o TSMO.
Valores de hematdcrito abaixo do intervalo de referéncia para a espécie foram
observados em 92,86% dos pacientes que apresentaram aumento no TSMO. Esses
valores reduzidos parecem contribuir para a tendéncia ao sangramento, embora nao
possam ser considerados como fator determinante preditivo, uma vez gque sua ocorréncia
nem sempre se associou com interferéncias no TSMO.

Palavras-chave: azotemia, uremia, plaquetas, disfuncdo plaquetaria, tempo de
sangramento da mucosa oral, caes.



HEMOSTATIC DISORDERS IN AZOTEMIC DOGS
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ABSTRACT

Uremia is a systemic disorder that may be associated with acquired platelet
dysfunction, leading to changes in primary hemostasis. Several interference models
between uremia and hemostasis failure have been proposed, but the exact mechanism is
unknown, and bleeding tendencies seem to have a multifactorial origin. The buccal
mucosal bleeding time (BMBT) test can be used in the assessment of primary
hemostasis in animals. Normal or increased von Willebrand factor (vVWF:Ag), observed
in most uremic dogs, contributes to the diagnosis of an acquired platelet alteration.
Normal platelet counts and coagulation tests associated with BMBT raises support the
suspicion of a qualitative defect. The aim of this study was to investigate possible
hemostasis abnormalities, trying to establish a relation between the results of
laboratory tests and changes in bleeding times. Hemostasis was evaluated in forty
azotemic dogs, uremic or not. Increase in BMBTs was observed in 35% of the azotemic
dogs. Spearman’s test showed a correlation between BMBT and the values of
creatinine, urea and hematocrit; however, adjusting for Multiple Linear Regression
showed hematocrit as the only variable associated with BMBT. Hematocrit values
below reference range for the species was observed in 92,86% of the patients showed
an increase in BMBT. These low values appear to contribute to the tendency to bleed,
although they cannot be considered as a preditive determining factor, since their
occurrence is not always associated with interference in BMBT.

Key words: azotemia, uremia, platelets, platelet dysfunction, buccal mucosa bleeding
time, dogs.
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1. INTRODUCAO

A hemostasia € um mecanismo protetor que previne 0 sangramento excessivo
ap6s uma lesdo ao sistema vascular. Ela depende de interacbes complexas entre o
endotélio dos vasos, plaquetas, fatores de coagulacdo (e seus co-fatores) e fatores
fibrinoliticos. As plaquetas, fundamentais para a hemostasia normal, sdo ativadas,
aderem ao local da lesdo e secretam substancias necessarias para a coagulacdo e para o
processo de cicatrizacdo, formando agregados que impedem a perda sanguinea (SMITH,
2010). Este processo, definido como hemostasia primaria, € seguido pela formacao de
um coégulo de fibrina e um processo de fibrindlise (GOPEGUI; FELDMAN, 2004a).

A uremia € reconhecida como uma causa de disfuncdo plaquetaria em animais
e humanos. Véarias moléculas e vias estdo envolvidas nos defeitos de adeséo, agregacéo
e secrecdo plaquetaria (FRY, 2010). O teste do tempo de sangramento da mucosa oral
(TSMO) é util na avaliacdo da hemostasia primaria em cdes e gatos. O aumento no
tempo necesséario para a formagdo do tampao hemostéatico apds a inducdo de uma leséo
sugere prejuizos a funcdo plaquetaria. A doenca de von Willebrand e o uso de alguns
medicamentos também podem causar alteragdes na hemostasia priméaria. A apresentacdo
clinica e o historico, juntamente com os resultados de exames de coagulacdo, auxiliam
na identificacdo do distarbio associado (COUTO, 2006). O prolongamento no tempo de
sangramento observado em cdes azotémicos com contagem de plaquetas e testes de
agregacao normais sustentam a presenca de uma disfuncdo plaquetaria adquirida
associada a interferéncias sobre a excrecdo renal (BRASSARD et al., 1994).

Diferentes padrdes de correlacdo entre a tendéncia ao sangramento, verificados
através do teste do tempo de sangramento, e 0s resultados de exames laboratoriais
simples e de facil acesso, tais como hematocrito e niveis séricos de creatinina e uréia,
foram identificados através de pesquisas (FERNANDEZ et al., 1985; BRASSARD et
al., 1994; HO et al., 2008) e descritos em revisdes (HEDGES, 2007; SHEN; FRENKEL,
2007). Estudos envolvendo os receptores plaquetarios (GPIIb-111a), responsaveis pela
agregacao, constataram a existéncia de uma correlacdo negativa entre a creatinina sérica

e a expressdo desses receptores (SREEDHARA et al, 1996), o que sugeriria a
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associacao entre esse metabolito e o sangramento urémico. A identificacdo de exames
que fossem determinantes para o aumento no TSMO permitiria detectar os pacientes
com maior propensdo ao sangramento, possibilitando a adocdo de medidas que

pudessem reduzir perdas adicionais.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Estabelecer uma relacdo entre os resultados de exames laboratoriais
rotineiros e facilmente acessiveis (hematoldgicos e/ou bioquimicos) e
alteracGes hemostaticas que possam predispor cdes azotémicos, urémicos ou

ndo, ao sangramento.

Tentar identificar, entre os testes propostos neste estudo, 0 que mais se

associa a alteracdo no TSMO de cées azotémicos.

2.2. Objetivos especificos

Determinar o TSMO em caes azotémicos.

Verificar a presenca de alteracGes na hemostasia primaria, através do teste do
TSMO, e relacionar com os achados dos testes de TP, TTPa e PDFs.

Verificar a relagdo entre os valores plasmaticos de uréia e/ou creatinina e

alteracdes no TSMO.

Identificar alteracbes laboratoriais relacionadas a interferéncias na

hemostasia primaria através dos testes realizados em caes azotémicos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Hemostasia

A hemostasia é um processo adaptativo que controla a fluidez do sangue dentro
do sistema vascular. Ela depende de interacbes complexas entre plaquetas, fatores de
coagulacdo, fatores fibrinoliticos e vasos sanguineos, sendo dividida em hemostasia
primaria, secundaria e terciaria, embora ocorram de forma simultanea e interdependente
(STOCKHAM; SCOTT, 2008). Diante de uma leséo vascular ocorre a formacéo de um
tampdo hemostatico primario que tem por objetivo interromper ou limitar o
sangramento (hemostasia primaria). Esse evento inicial € seguido pela ativacdo da
cascata da coagulacdo que resulta na formacdo de fibrina e estabilizacdo do coagulo
(hemostasia secundaria), e pela dissolucdo deste coagulo ap6s o processo de
cicatrizacdo (hemostasia terciaria) (McCONNEL, 2000; LASNE et al., 2006).

A hemostasia priméaria requer a interacdo entre parede vascular, plaquetas e
proteinas adesivas (LASNE et al., 2006). A quantidade e a integridade estrutural das
plaquetas sdo importantes para a hemostasia normal (GENTRY et al, 2008). A
exposicdo do coladgeno subendotelial estimula a adesdo plaquetaria através da ligacao
com seus receptores de membrana. As plaquetas sdo ativadas sofrendo modificacGes
que levam a exposicdo de receptores de fibrinogénio e liberacdo de granulos, ativando
outras plaquetas e favorecendo a formacdo de agregados (McCONNEL, 2000). A
liberacdo do fator de von Willebrand (FVW) contribui para o desenvolvimento desse
processo (BECKER et al., 2000; GENTRY et al., 2008). A lesdo subendotelial expbe
também o fator tissular (TF ou F I11) responsavel pelo inicio da hemostasia secundaria.
O resultado final disso é a conversdo do fibrinogénio em fibrina por acdo da trombina
(fator 11). A formacdo da fibrina desenvolve-se sobre o tampdo plaquetério inicial e
confere maior resisténcia a acdo da plasmina. A fibrindlise, mediada pela plasmina,
caracteriza a hemostasia terciaria e garante a dissolucédo do coagulo e reparo da estrutura
vascular (McCONNEL, 2000).
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3.2. O endotélio na hemostasia

As células endoteliais estdo envolvidas no processo de controle da hemostasia
(CINES et al., 1998). Sob condicbes fisioldégicas o endotélio promove vasodilatagdo,
previne adesdo e ativacdo plaquetaria, impede a formacdo de trombina e a deposicao de
fibrina (BECKER et al., 2000). Essas propriedades anticoagulantes sdo asseguradas pela
expressao de adenosina difosfatase, sintese e secrecdo de prostaciclinas (PGl,) e 6xido
nitrico (NO) que contribuem para a inibicdo da agregacao plaquetaria (STOKOL, 2000;
GENTRY et al., 2008; SMITH, 2010). Além disso, produzem ativador de
plasminogénio tipo uroquinase (UPA) e tipo tecidual (tPA) que favorecem a formacéo
da plasmina, substancia responsavel pela dissolucdo de coagulos que possam estar
presentes (SMITH, 2010).

A expressdo de trombomodulina, glicosaminoglicanos e inibidor do fator
tissular sobre a superficie de membrana das células endoteliais inibe a producdo de
trombina (SMITH, 2010). Os glicosaminoglicanos atuam como co-fatores da
antitrombina 11 (ATIHI) (CINES et al., 1998). A trombomodulina interfere na acdo da
trombina, e atua como co-fator ativando a proteina C, cuja atividade € potencializada
pela proteina S sintetizada por células endoteliais. A proteina C inativa os fatores V e
VIl da coagulacdo, enquanto a trombomodulina liga-se ao fator X ativado (Xa)
impedindo sua acdo. O inibidor do fator tissular (TFPI) sintetizado pelas células
endoteliais previne a interacdo do fator tissular com o fator VII ativado (Vlla)
impedindo a producdo de trombina e fibrina (CINES et al., 1998; SMITH, 2010).

A lesdo do endotélio vascular induz alteracdes que levam a expressdo de sua
atividade pro-coagulante (CINES et al., 1998). A vasoconstricdo € uma resposta inicial
a lesdo mediada por reflexo neurogénico e pela endotelina (GENTRY et al., 2008). As
células endoteliais liberam FvW que é mediador da adesdo e agregacdo plaquetaria
(RUGGERI, 2003) e tem importante funcdo relacionada com a estabilizacdo do fator
VIl (STOKOL, 2000), além disso, também expressam receptores para a trombina,
responsavel por iniciar eventos pro-coagulantes e pré-inflamatorios (SMITH, 2010). A
expressdao do fator tissular (TF) pelas células endoteliais induz a formacao de fibrina
sobre a superficie dessas células, a trombina participa desse processo através da
ativacdo de plaquetas, enzimas e co-fatores da coagulacdo (CINES et al. 1998). A
contribuicdo da trombina nesse processo ocorre devido a perda da expressdo da

trombomodulina e proteoglicanos. A liberacdo do FvW das celulas endoteliais facilita a
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ligacdo das plaquetas ao colageno subendotelial exposto e contribui para a ativacéo e
liberacdo de grénulos que facilitam a agregacdo e a formacdo do coédgulo. A liberacéo
do inibidor do plasminogénio (PAI-1) impede a fibrinGlise. A sintese e secrecdo de
tromboxano (TXA;) e fator ativador plaquetéario (PAF) contribuem para a agregacédo e
ativacdo plaquetdria. A expressdao aumentada de moléculas de adesdo como a P-
selectina promove a adesdo das plaquetas a superficie endotelial. A exposicdo do
fosfolipideo plaquetério fosfatidilserina induz a formacdo de trombina (BECKER et al.,
2000; GENTRY et al., 2008).

3.3. As plaquetas

As plaquetas sdo fragmentos citoplasmaticos de megacariocitos derivados de
células-tronco hematopoiéticas. As plaquetas circulantes de mamiferos possuem
estrutura discoide, sdo desprovidas de ndcleo e contém componentes funcionais
importantes: oa-granulos, granulos densos, granulos de glicogénio, mitocondrias,
lisossomos, citoesqueleto, sistema de canais, fosfolipideos e glicoproteinas
(STOCKHAM; SCOTT, 2008a), sendo fundamentais para a hemostasia normal.
Quando ativadas aderem ao local da lesdo, secretam moléculas necessarias para a
coagulacdo e cicatrizagdo, e formam agregados evitando a perda de sangue (SMITH,
2010). Para que possam cumprir seu papel na hemostasia, a quantidade e integridade
estrutural das plaquetas sdo fundamentais (GENTRY et al, 2008).

A membrana da plagueta é formada por fosfolipideos distribuidos
assimetricamente; as alteracdes nessa distribuicdo determinam a ativacdo plaquetaria
(STOKOL, 2000; BOUDREAUX, 2010). As proteinas e glicoproteinas atuam como
receptores presentes na membrana interna e externa. As glicoproteinas estdo envolvidas
na ligacdo com o FvW, colageno e fibrinogénio, importantes nos processos de adesao e
agregacao plaquetaria (BOUDREAUX, 2010). As proteinas G sdo receptores associados
a membrana das plaguetas, esses receptores se ligam a substancias agonistas causando
uma série de reacdes importantes para 0s processos que envolvem a adesdo, agregacdo e
secrecdo plaquetaria (GENTRY et al, 2008).

Os granulos plaquetarios armazenam substancias importantes do ponto de vista
funcional. Os granulos densos contém Ca?*, Mg®*, ADP, ATP e serotonina; e 0s
granulos o armazenam proteinas envolvidas na hemostasia e reparo vascular, entre as

quais albumina, fibronectina, trombospondina, fibrinogénio, fator plaquetario 4,
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trombomodulina, FVW, fator V e fatores de crescimento, que mediante estimulo
apropriado, secretam seu conteido (GENTRY et al., 2008; BOUDREAUX, 2010). A
liberacdo de ADP e serotonina da primeira camada de plaquetas aderidas ao local de
dano vascular € importante no recrutamento de plaquetas adicionais e desenvolvimento
do tampao plaquetério (GENTRY et al., 2008). A extrusdo do contetdo dos granulos e a
alteracdo na morfologia da plaqueta resulta na exposicdo de GPIIb-Illa e de marcadores
de membrana como a P-selectina (ou CD62) sobre a superficie das plaquetas ativadas.
Os granulos de glicogénio, juntamente com as mitocondrias, fornecem energia para 0s
processos de exocitose (GENTRY et al., 2008; BOUDREAUX, 2010).

O intercambio de substancias entre 0 meio externo e o citoplasma das plaquetas
é assegurado pela presenca de um sistema de canais (STOCKHAM; SCOTT, 2008a). E
atraveés destes canais que o contetido dos granulos o ¢ granulos densos sdo secretados
durante as reacOes de liberagdo (STOKOL, 2000). As plaquetas também possuem o
sistema de tabulos densos, um resquicio do reticulo endoplasmatico dos megacariocitos,
cujas membranas contém ciclooxigenase e tromboxano sintetase necessarias a sintese de
prostaglandinas e tromboxano (BOUDREAUX, 2010). Esses tubulos também permitem
0 armazenamento de Ca**. O estimulo ao armazenamento é mediado pela adenilciclase
que promove aumento nos niveis de monofosfato ciclico de adenosina (AMPC),
enquanto a reducdo no AMPc, mediada pela fosfodiesterase, estimula reacdes de
liberacdo. O célcio liberado é essencial para a ativacdo, reacdes de liberacdo e
agregacao plaquetaria (STOKOL, 2000).

3.3.1. A funcéo das plaquetas na hemostasia

As plaquetas sdo fundamentais na formacéo do tampdo hemostatico inicial que
caracteriza a hemostasia primaria, além de participar na cascata da coagulacdo pela
liberacdo de fatores da coagulacdo e exposicdo da fosfatidilserina, um fosfolipideo de
membrana que confere a plaqueta atividade prdé-coagulante. A adesdo, agregacao,
secrecdo e atividade pro-coagulante sdo processos através dos quais as plaquetas
exercem suas fungdes (STOKOL, 2000).

A agregacdo plaquetaria depende da interacdo com substancias agonistas e da
ligacdo aos seus receptores especificos na membrana (STOKOL, 2000). Quando
substancias agonistas ligam-se aos receptores plaquetérios, o0s sinais externos sdo

reconhecidos e se desenvolvem reacgdes que favorecem a adesdo, agregacéo, liberacdo
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de grénulos (Fig. 1) e posterior formagdo de fibrina. A ligacdo do agonista ao seu
receptor especifico ativa proteinas G, estimulando a fosfolipase C, a fosfolipase A, e
inibindo a adenilciclase. A fosfolipase C hidrolisa fosfatidilinositol 4,5-difosfato (PI1P2)
na membrana plaquetaria a diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). O
DAG ativa a proteina quinase C, que através de segundo mensageiros, leva a agregacao
plaquetéria, mudanga conformacional e secre¢do de granulos. O inositol 1,4,5-trifosfato
promove a liberagdo de célcio do sistema de tibulos densos com subsequente aumento
na sua concentracdo no citosol. O aumento na concentracdo de calcio intracelular
favorece mudancas na conformacéo, secrecdo de granulos e ativacdo de GPIlIb-Illa. A
fosfolipase A; catalisa a liberagdo do acido araquiddnico de fosfolipideos da membrana,
levando a sintese de prostaglandinas e tromboxano A,. O tromboxano A, promove 0
recrutamento adicional de plaquetas e a secrecdo de granulos. As vias da fosfolipase C
(via dos fosfolipideos) e da fosfolipase A, (via dos eicosandides) se desenvolvem de
forma integrada, além de aumentar a concentragcdo de calcio intracelular, o inositol
1,4 5-trifosfato também ativa a fosfolipase A,, estimulando a producdo de acido
araquidénico. O 4cido araquiddnico e o tromboxano A, podem estimular a fosfolipase
C. A inibicao da adenilciclase reduz a formacdo de AMPc e promove a liberacdo de
calcio do sistema de tubulos densos (STOKOL, 2000; BOUDREAUX; CATALFAMO,
2010).
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Agonista

Receptor

Membrana Plaquetaria

Inibicdo da P Proteina G

Adenil Ciclase

Redugédo de AMPc

Proteina G Ativada

Via dos fosfolipideos Via dos eicosanoides
Ativacédo de fosfollpase C —» Ativacéo de fosfolipase A,
Hidrdlise de fosfollpldeos de membrana Hidrélise de fosfolipideos de membrana
/ \ Acido araquidénico
l Ciclooxigenase
Diacilglicerol Inositol trifosfato
l l Prostaglandina G,
Ativacédo de Aumento de calcio = Prostaglandina H;
proteina quinase C (citosol) l Tromboxano sintetase

Tromboxano A,

|
I ! I

Mudanca conformacional Reacao de liberagédo Exposi¢do de GPllb-llla

Fibrinogénio

Agregacéo plaquetaria

Figura 1. Reacdo plaquetaria basica. Fonte: Stokol, T. (2000).

Diante de uma lesdo, a liberacdo do FvW das células endoteliais facilita a
ligacdo das plaquetas ao coladgeno subendotelial (NIESWANDT; WATSON, 2003;
GENTRY et al., 2008). A adesdo das plaguetas a parede do vaso ocorre através da
interacdo com receptores. O tipo de receptor e o ligante envolvido pode variar de modo
que em condi¢cbes de baixa velocidade de fluxo, as plaquetas aderem ao colageno,
laminina e fibronectina através de receptores integrinas; e em altas velocidades de fluxo,

como as encontradas nas arteriolas e na microcirculagdo, requerem a participagdo de
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FVW e GPIb-1X-V (STOKOL, 2000). Ao aderir ao colageno, as plaquetas ativam seus
receptores, perdem sua forma discdide e emitem pseudépodos (GENTRY et al., 2008).

As principais integrinas envolvidas na adesdo plaquetaria e estabilizagdo do
tampdo hemostético primério sdo as glicoproteinas GPIIb-I1Ia, a,p1, GPIb-1X-V e GPVI
(SHATTIL; NEWMAN, 2004). A GPVI e ayp; sdo receptores especificos de colageno
importantes no processo de adesdo plaquetaria (SARRATT et al., 2005). A interacdo
entre colageno, FYW e GPIb-1X-V ¢é seguida pela ligacdo do colageno ao receptor GPVI
que ativa as integrinas opP; € GPIlIb-1lla, induz a liberacdo de ADP e formacdo de
tromboxano. Essa ligacdo aumenta a afinidade entre o coldgeno e o seu receptor e entre
GPlIb-1lla e seus ligantes fibrinogénio, FvW, fibronectina, vitronectina, e
trombospondina (GENTRY et al., 2008). A ligacdo do colageno ao seu receptor GPVI
ativa a fosfolipase C, induzindo a formacéo de IP3 (inositol 1,4,5 trifosfato) e DAG (1,2
diacilglicerol). O IP3 contribui para a liberagdo de calcio dos granulos dentro do sistema
de tubulos densos. O DAG e célcio ativam uma proteina quinase C (PKC) e induzem
mudanca conformacional que resulta no aumento da afinidade entre o fibrinogénio e seu
receptor, favorecendo a agregacao plaquetaria (GENTRY et al., 2008; BOUDREAUX;
CATALFAMO, 2010). A fosfolipase A, também ¢ ativada produzindo acido
araquidoénico, prostaglandinas e tromboxano, importante no recrutamento da plaquetas e
secrecdo de granulos. A consequéncia disso € a ativacdo, por mudanca conformacional,
dos receptores de fibrinogénio, que culminam na agregacdo plaquetaria (STOKOL,
2000; SHATTIL; NEWMAN, 2004). A GPlIb-llla é importante no processo de
agregacao, secrecdo, desenvolvimento de atividades pré-coagulantes e retracdo do
coagulo. Além do fibrinogénio, a GPIIb-11la pode ligar-se a compostos que tenham uma
sequéncia RGD (arginina-glicina-aspartato) similar, tal como fator de von Willebrand,
fibronectina, vitronectina e trombospondina (GENTRY et al., 2008).

A fosfolipase A, é fosforilada durante a ativacdo plaquetaria induzida por
trombina, ADP e colageno. A fosforilagdo associada ao aumento do calcio intracelular
leva a conversdo do &cido araquiddnico a prostaglandinas (PGG, e PGH,) e tromboxano
A, (TXA). A sintese de tromboxano resulta em agregacdo plaquetaria e liberacdo do
contedo dos granulos densos. As plaquetas de cdes possuem receptores para
tromboxano A, (TXA). A ligacdo ao TXA contribui para a mudanca na forma das
plaquetas e ativacdo da fosfolipase C (BOUDREAUX; CATALFAMO, 2010).

A trombina resultante da expressédo do fator tissular, assim como o ADP e o

coladgeno, atua como agonista plaquetario recrutando plaquetas adicionais para o
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crescimento do tampdo hemostatico e ativando a GPlIb-1lla (GENTRY et al., 2008). A
trombina pode se ligar & GPIb-IX-V ou a proteinas G. A ligacdo da trombina a
subunidade Ibo do complexo GPIb-IX-V resulta na ativacdo plaquetéria através da
inducéo da liberacdo de ADP e sinalizagdo através de receptores de ADP. A trombina
ligada a este complexo fica protegida da inativagéo pela antitrombina. A via do inositol
trifosfato (IP3) é considerada importante para a agregacdo plaquetaria e a ligagcdo a
proteina G é fundamental a ativagdo. A subunidade Iba do complexo GPIb-1X-V &
também um ligante para a P-selectina e FVW, o0s quais sdo translocados dos corpos de
Weibel-Palade para a superficie endotelial em resposta a estimulos como o da trombina
(BOUDREAUX; CATALFAMO, 2010).

3.4. Avaliacio da hemostasia

A hemostasia efetiva envolve respostas integradas por fatores de coagulagédo
soluveis circulantes, plaquetas e parede vascular. A avaliagcdo laboratorial minima da
hemostasia inclui contagem de plaquetas, tempo de sangramento, tempo de
tromboplastina parcial ativada e tempo de protrombina. A necessidade de outros testes
baseia-se nos resultados desses exames preliminares (BAKER, 2006).

As plaquetas sdo fundamentais na formacao do tampdo inicial que interrompe a
perda sanguinea logo apds a lesdo vascular. Para exercer essa fungéo, precisam estar em
namero suficiente e funcionalmente normais. A contagem plaquetaria pode ser feita
através de contadores automaticos ou métodos manuais. A estimativa em esfregaco
sanguineo também pode ser realizada. A faixa de variacdo normal em caes é de 200.000
a 500.000/uL. Diante da contagem de plaquetas normal, a avaliagdo do tempo de
sangramento e a resposta plaquetaria aos agonistas (in vitro) podem fornecer
informacbes a respeito da funcdo plaquetaria (BAKER, 2006). Embora ndo haja
definicdo precisa do grau a partir do qual a trombocitopenia prolongue o tempo de
sangramento, acredita-se que isso ocorra com contagens abaixo de 70.000 a 100.000/uL
(STOCKHAM; SCOTT, 2008b).

O tempo de sangramento da mucosa oral (TSMO) é um teste diagnostico
simples a ser incluido na avaliacdo de pacientes em que se suspeite de um defeito
hemostéatico primario (FORSYTHE; WILLIS, 1989; BAKER, 2006), que consiste em
uma incisdo padréo feita na mucosa do labio superior e na mensuragéo do tempo entre o
momento da incisdo e o fim do sangramento (JERGENS et al., 1987; BAKER, 2006). A
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interrupgdo do sangramento reflete a formacéo do tampao hemostatico que caracteriza a
hemostasia primaria. A caréncia de fatores da coagulacdo ndo impede que essa fase da
hemostasia ocorra, embora 0 sangramento possa ser reiniciado uma vez que
interferéncias na hemostasia secundaria prejudicam o processo de estabilizacdo do
codgulo (BAKER, 2006). Em cdes saudaveis, o TSMO € de 1,83 a 4,75 minutos
(FORSYTHE; WILLIS, 1989), sendo que o teste realizado tanto em animais
anestesiados quanto em ndo anestesiados ndo apresentou diferengas significativas em
relacdo a este pardmetro (JERGENS et al., 1987). Além da trombocitopenia, a disfuncéo
plaquetaria, induzida por farmacos ou secundaria a doencas, e doenca de von
Willebrand podem interferir no tempo de sangramento (GOPEGUI; FELDMAN,
2006a). Um historico sobre farmacos utilizados ajuda a direcionar o diagndstico
(McCONNEL, 2000). A disfuncédo plaquetaria congénita é rara, mas pode ser observada
na doenga de von Willebrand (COUTO, 2006; GOPEGUI; FELDMAN, 2006a), sendo
associada com interferéncia na hemostasia primaria em cées. O tempo de sangramento
costuma ser usado como triagem para a doenca de von Willebrand em ragas pré-
dispostas (ex. Doberman Pinscher). A dosagem do fator de von Willebrand (FVW:AgQ)
pode ser realizada pelo método de ELISA utilizando anticorpo especie-especifico. Os
caes com sangramento devido a deficiéncia do FVW apresentam FvW:Ag abaixo de
35% (STOCKHAM; SCOTT, 2008b).

O namero de plagquetas adequado, os testes de agregacdo em resposta a varios
agonistas e testes de coagulacdo normais, junto com um aumento no TSMO sdo achados
consistentes com o defeito hemostéatico primario (FRY, 2010). Os testes de agregacéo
plaquetaria sdo indicados quando existem defeitos na hemostasia primaria ou aumento
no TSMO, desde que outras causas, tais como trombocitopenia e deficiéncia de FvW,
tenham sido excluidas. Devem ser realizados em até 4 horas ap0s a coleta e requerem
equipamentos especializados, razdo pela qual ndo sdo utilizados na avaliacdo de rotina
de pacientes veterinarios. A habilidade de agregacao e liberacdo do conteddo de seus
granulos é testada em um agregémetro pela adicdo de diferentes substancias agonistas
(McCONNEL, 2000). A anormalidade vascular é considerada uma alteragdo incomum,
o diagnostico é dificil e requer biopsia incisional (BAKER, 2006).

O tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) e o tempo de protrombina
(TP) sdo utilizados na avaliacdo da hemostasia secundéria e auxiliam no diagnostico de
deficiéncias de fatores de coagulagdo. O TTPa é sensivel a deficiéncia dos fatores da via

intrinseca (XII, XI, IX, VIII) e da via comum (fibrinogénio, Il, V, X), enquanto o TP
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identifica anormalidades na via extrinseca (VII) e na via comum da coagulacdo
(McCONNEL, 2000). A atividade pro-coagulante especifica dos fatores pode ser
mensurada por ensaio de TP e TTPa com base no ponto final de formacdo do coagulo.
Disturbios hepaticos, deficiéncia de vitamina K e processos de coagulacdo intravascular
disseminada (CID) podem interferir no resultado destes testes (GOPEGUI; FELDMAN,
2006b).

As concentragcbes de fibrinogénio e produtos de degradagdo da
fibrina/fibrinogénio (PDFs) podem fornecer informagdes adicionais a respeito da
hemostasia (BAKER, 2006). O fibrinogénio é essencial para a funcdo plaquetéria,
especialmente, para a agregacédo, podendo ser quantificado por meio da precipitacéo por
calor ou pelo método de von Clauss que avalia o fibrinogénio funcional (GOPEGUI;
FELDMAN, 2006a). O método de precipitagdo por calor ndo é sensivel o suficiente
para detectar reducdo na concentracdo de fibrinogénio, sendo mais adequado o uso de
kits baseados no método de von Clauss, onde a velocidade de formacdo do coagulo apos
a adicdo de trombina ao plasma diluido € proporcional a concentracdo de fibrinogénio
(McCONNEL, 2000). Deficiéncias hereditarias, insuficiéncia hepéatica e coagulacéo
intravascular disseminada (CID) devem ser consideradas diante da reducéo nos valores
de fibrinogénio (BROOKS, 2010). Estados inflamatdrios agudos ou cronicos devem ser
considerados em aumento dos valores de fibrinogénio.

Os PDFs encontram-se elevados diante do aumento da fibrindlise (CID) ou
reducdo na sua depuracdo (insuficiéncia hepatica), e podem inibir a agregacdo
plaquetaria (FRY, 2010). Diferentes kits comerciais de aglutinacdo em latex estdo
disponiveis para deteccdo de PDFs, a coleta pode ser realizada em tubos especificos ou
em tubos contendo citrato de sddio. O kit que utiliza amostras de plasma citratado tem a
vantagem de permitir que a avaliacdo da concentracdo dos PDFs e outros testes que
avaliam a coagulacao (TP, TTPa, fibrinogénio, FVYW) sejam realizados a partir da coleta
em um unico tubo (STOKOL et al., 1999). Os PDFs inibem as fungdes da trombina e
plaquetas competindo com o fibrinogénio por seu local de ligacdo (BAKER, 2006;
STOCKHAM; SCOTT, 2008b).

A avaliacdo dos dimeros D é um teste mais sensivel que os PDFs, que pode ser
utilizado no diagnostico de CID em cées. A fragmentacdo eritrocitaria observada no
esfregaco sanguineo, a contagem plaquetaria baixa, o aumento nos resultados de TP e
TTPa e o0s baixos valores de fibrinogénio contribuem para o diagndstico dessa condicao.

Os testes de coagulacdo de rotina sdo insensiveis na deteccdo de processo cronicos de
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CID, visto que essa condicdo estd associada a uma continua, porem compensada
ativacdo da coagulacdo (STOKOL, 2010).

3.5. Azotemia e uremia

A azotemia refere-se ao aumento na concentracdo sanguinea de produtos
nitrogenados ndo-protéicos, principalmente uréia e creatinina, podendo ser considerada
pré-renal, renal ou pés-renal, dependendo da etiologia associada. A reducdo na perfusao
dos rins leva a azotemia pré-renal, e a persisténcia desta condi¢cdo, pode induzir lesdo ao
parénquima resultando em azotemia renal e insuficiéncia do oOrgdo. Interferéncias a
excregdo urindria resultam em azotemia pds-renal. Os sinais clinicos secundérios a
alteracdo dos rins incluem manifestagdes extra-renais variaveis (Di BARTOLA, 2004),
tais como anorexia, apatia, vomito, diarréia e hemorragia, entre outros, que caracterizam
a uremia (POLZIN et al., 2004).

3.6. Hemostasia e uremia

Um aumento no tempo de sangramento tem sido observado em individuos
urémicos (MOAL et al., 2003). A etiologia da alteracdo hemostatica ¢ complexa, e
diferentes mecanismos tém sido propostos como causa do sangramento urémico (JURK;
KEHREL, 2007; SHEN; FRENKEL, 2007; GALBUSERA et al., 2009). O maior
defeito encontrado nessa sindrome envolve a hemostasia primaria (GALBUSERA et al.,
2009), onde a interacdo entre plaquetas, e entre plaquetas e vasos sanguineos €
fundamental (STASSEN, 2004; GALBUSERA et al., 2009).

Anormalidades envolvendo glicoproteinas da membrana das plaquetas foram
relacionadas com disfuncéo plaquetaria (GAWAZ et al., 1994). A inibicdo da adeséo ao
subendotélio e a formacdo de agregados foram atribuidos a um fator plasmatico
(ZWAGINGA et al, 1991). Um aumento na concentracdo de fragmentos de
fibrinogénio foi observado em cdes urémicos; embora ndo esteja claro se esse fato é
devido a reducdo na excrecdo renal ou ao aumento da fibrindlise, sua ligacdo a GPllb-
I1a bloqueia a interacdo dos receptores ao fibrinogénio normal (THEKKEDATH et al.,
2006). Estudos envolvendo pacientes humanos com insuficiéncia renal crénica
demonstraram que, além da presenca de toxinas urémicas que interferem na ligacdo do

fibrinogénio ao seu receptor, a reduzida agregagdo plaquetéria é parcialmente atribuida
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a um defeito na ativacdo de GPIlIb-l1lla (SREEDHARA et al., 1996; KOZEK-
LANGENECKER et al., 1999; MOAL et al., 2003), enquanto a interacdo entre GPIb e
FvW permanece inalterada (ESCOLAR et al., 1990). A dialise mostrou ser capaz de
reduzir, mas nao eliminar o risco de sangramento, 0 que sustenta a hipétese de que a
alteracdo hemostatica nesse pacientes é de origem multifatorial (REMUZZI et al.,
1978).

Moal et al. (2003) observaram um aumento no periodo necessario para a
resposta das plaquetas ao colageno e correlacionaram com o aumento nos niveis de
creatinina sérica em humanos. Uma correlacdo entre o tempo de sangramento e a
creatinina plasmatica foi estabelecida em pacientes com insuficiéncia renal
(MEZZANO et al., 1997). QOutros autores verificaram correlagcdo significativa entre
TSMO e concentragdo de uréia sérica em cdes com insuficiéncia renal induzida
(BRASSARD et al., 1994).

O baixo hematocrito tem sido considerado como principal fator determinante de
sangramento em humanos urémicos, embora ndo seja o unico (LIVIO et al., 1982;
FERNANDEZ et al., 1985; REMUZZI, 1988). Gawaz et al. (1994) observaram que a
correcdo da anemia em pacientes urémicos estava associada a um aumento na expressao
do GPlIb-I1la e melhora na funcdo plaquetaria, sugerindo uma relacdo entre a reducéo
no hematocrito e a tendéncia ao sangramento (GAWAZ et al., 1994).

Em animais urémicos, as alteragdes hemostaticas esperadas estdo relacionadas a
hemostasia primaria, deste modo, a contagem plaquetaria normal associada aos
resultados normais nos testes de coagulacdo e de agregacdo dao énfase a suspeita de
uma disfuncdo plaquetéria (FRY, 2010). De acordo com Mischke et al. (2004) ndo
existem diferencas significativas nos testes de agregacdo plaquetaria entre cdes normais
e urémicos, e o0s valores de agregacdo maxima e concentracfes de uréia ou creatinina
ndo se correlacionaram. Em humanos urémicos, Zwaginga et al. (1991) também
verificaram que apesar dos defeitos na formacdo de agregados observados in vivo, ndo
havia alteracdo nos testes com o agregébmetro. Os altos niveis de FVW que foram
observados na uremia parecem compensar o defeito de adesdo (ZWAGINGA et al.,
1990).
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4. ARTIGO

Os resultados e discusséo deste trabalho séo apresentados na forma de artigo
cientifico. O artigo foi formatado de acordo com as orientacdes da revista a qual sera
submetido.
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Alteracdes na hemostasia em cées azotémicos®
F.V.C. Ventura®, F. O. Conrado?, N. R. C. Hlavac %, S. T. Oliveira®, C. R. S. Mattoso®, F.
H. D. Gonzélez

ABSTRACT.- Ventura F.V.C., Conrado F.O., Hlavac N.R.C., Oliveira S.T. & Gonzalez
F.H.D. 2011.[Alterations of hemostasis in azotemic dogs] Alteracbes na hemostasia em
caes azotémicos. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Patologia
Clinica, Faculdade de Veterinéria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento
Gongcalves 9090, Porto Alegre, RS, 91540-000, Brazil. E-mail: fernandavcv@terra.com.br

Uremia is a systemic disorder that can lead to acquired platelet dysfunction. Normal
platelet counts and normal coagulation tests, associated with increased bleeding time
emphasize the suspicion of a qualitative platelet defect. The objective of this study was to
verify the presence of abnormalities in primary hemostasis associated with azotemia in
dogs, trying to establish a correlation between the results of hematological, biochemical
tests, and assessment of hemostasis using the buccal mucosal bleeding time (BMBT) test.
Forty azotemic dogs were analyzed, regardless of the presence of clinical symptoms. A
moderate positive correlation was observed between BMBT and blood levels of urea and
creatinine, and a negative and significant correlation with the hematocrit. Despite this
association, the blood levels of urea and creatinine did not show to be good indicators of
increased BMBT, and the result of hematocrit, alone, was not decisive for the occurrence of
bleeding, although it has been determined that the bleeding tendency to increase as that
anemia worsens.
INDEX TERMS: Bleeding time, azotemia, uremia, hemostasis, dogs.

RESUMO.- A uremia é uma desordem sistémica que pode levar a disfuncdo plaquetéaria
adquirida. A contagem de plaquetas e testes de coagulacdo normais, associados ao tempo de
sangramento aumentado ddo énfase a suspeita de um defeito plaquetario qualitativo. O
objetivo deste estudo foi verificar a presenca de anormalidades na hemostasia priméria
associada & azotemia em caes, buscando estabelecer uma relacdo entre os resultados de
exames hematoldgicos, bioquimicos e a avaliagdo da hemostasia utilizando-se o teste de
sangramento da mucosa oral (TSMO). Quarenta cdes azotémicos foram incluidos no estudo,
independente da presenca de sinais clinicos. Foi observada uma correlacdo moderada
positiva entre 0 TSMO e os niveis sanguineos de uréia e creatinina, e uma correlagdo
negativa e significativa com o hematdcrito. Apesar dessa associacdo, 0s niveis sanguineos
de uréia e creatinina ndo mostraram ser bons indicadores de aumento no TSMO, e o
resultado do hematdcrito, isoladamente, ndo foi determinante para a ocorréncia de
sangramento, ainda que se tenha constatado que a tendéncia ao sangramento aumente a
medida que a anemia se agrava.

TERMOS DE INDEXACAO: Tempo de sangramento, azotemia, uremia, hemostasia, caes.

INTRODUCAO

O termo azotemia designa 0 aumento na concentracdo de compostos nitrogenados ndo-
protéicos no sangue resultante da reducdo na taxa de filtracdo glomerular devido a
alteracdes pré-renais, renais ou pos-renais (DiBartola 2004, Ware 2006). A determinacéo
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laboratorial quantitativa dos niveis sanguineos de uréia e creatinina é utilizada no
diagndstico desta condicdo e seus valores elevados sugerem prejuizos a excrecao renal
(Fettman & Rebar 2007). Na uremia 0 aumento nos niveis sanguineos destes compostos é
decorrente de insuficiéncia renal ou doenca pos-renal e pode levar a manifestacdo de sinais
clinicos referidos como sindrome urémica (Ware 2006). Os principais sinais clinicos
encontrados em cdes afetados incluem depressédo, fraqueza, anorexia, vomito e diarréia; o
sangramento urémico também pode estar presente e manifestar-se sob a forma de petéquias,
equimoses, sangramento gastrintestinal, gengival e dos locais de venopuncdo (Cowgill &
Elliott 2004). A uremia € reconhecida como uma causa de disfuncdo plaquetéria adquirida
em pessoas e animais (Fry 2010). A presenca de sangramento associado ao numero de
plaquetas e fatores da coagulagcdo normais sugere um defeito qualitativo adquirido das
plaquetas como causa do sangramento (Brassard et al. 1994, Polzin et al. 2004). O
prolongamento no teste do tempo de sangramento da mucosa oral (TSMO) em cdes com
insuficiéncia renal foi um achado consistente com o defeito de adesdo plaquetaria (Brassard
et al. 1994, Fry 2010).

Nos humanos, a uremia é considerada a mais comum das desordens sistémicas
associada com disfungdo plaquetéria clinicamente importante (Boccardo et al. 2004). Um
aumento na tendéncia ao sangramento tem sido associado com vérios graus de insuficiéncia
renal e com complicages cirdrgicas (Sohal et al. 2006), de modo que um perfil completo da
coagulacdo € recomendado antes de qualquer procedimento invasivo nestes pacientes
(Salman 2001). O teste do tempo de sangramento em humanos permite avaliar o risco de
sangramento, e correlaciona-se melhor com as complicacfes que os indices de azotemia ou
testes de agregacgdo plaquetaria in vitro (Steiner et al. 1979, Fernandez et al. 1985, Weigert
& Schafer 1998). A anemia foi associada com o prolongamento no tempo de sangramento
em pacientes humanos urémicos (Livio et al. 1982, Fernandez et al. 1985, Weigert &
Schafer 1998). Uma reducdo na expressdo de receptores envolvidos no processo de
agregacdo foi verificada em plaquetas de pacientes humanos urémicos (Gawaz et al. 1994,
Moal et al. 2003). Sreedhara et al. (1996) e Kozec-Langenecker et al. (1999) relacionaram
0s prejuizos na expressao do receptor plaquetario de fibrinogénio (GPIIb-111a) com aumento
dos valores séricos de creatinina em humanos. Em estudo envolvendo oito cdes com lesdo
renal induzida, Brassard et al. (1994) encontraram uma correlagdo positiva entre o tempo de
sangramento e a determinacdo quantitativa da uréia sanguinea. A tendéncia ao sangramento
associada a uremia ndo pode ser atribuida a deficiéncias no FvVW, visto que niveis
sanguineos elevados deste fator tem sido observados em pacientes humanos com doenca
renal (Zwaginga et al. 1990).

Assim como em seres humanos, a possibilidade de hemorragia pode ser um fator
limitante frente a procedimentos invasivos e cirlrgicos em cées. A etiologia multifatorial do
sangramento urémico e possiveis associacdes entre o sangramento e exames simples e de
facil acesso como o hemograma e as andlises quantitativas séricas de creatinina e uréia
incentivaram a busca por relacfes entre indicadores laboratoriais associados a azotemia e a
presenca de alteracbes hemostaticas em cdes naturalmente afetados, bem como a
identificagdo do teste que melhor se relaciona com a tendéncia ao sangramento.

MATERIAL E METODOS

Cées

Quarenta cdes azotémicos provenientes do atendimento no setor de clinica de pequenos
animais do Hospital de Clinicas Veterinarias (HCV) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS) foram submetidos a avaliacdo da hemostasia, independentemente
dos sinais clinicos apresentados, mediante consentimento do médico veterinario responsavel
e do proprietario. Foi coletado sangue de 17 machos e 23 fémeas com idade média de 9,5 +
4,2 anos, de diferentes racas, entre as quais SRD (n=17), Poodle (n=7), Cocker Spaniel
(n=3), Pastor Alemé&o (n=2), Border Collie, Fox Terrier, Boxer, Airedale Terrier, Lhasa
Apso, Sdo Bernardo, Dalmata, Beagle, Rottweiler, Dogue Aleméo e Spitz Alemdo (n=1).
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Os animais ndo haviam recebido qualquer farmaco reconhecido por interferir na hemostasia
ou transfusdo sanguinea nos trinta dias anteriores. O histérico de cada paciente foi obtido a
fim de excluir possiveis doencas hemostaticas congénitas. Foram considerados azotémicos
o0s cdes com valores séricos de uréia superiores a 60 mg/dL e/ou de creatinina maior que 2,0
mg/dL. A classificacdo da azotemia (pré-renal, renal, pés-renal) ndo foi considerada na
selecdo dos animais. Animais com contagem plaquetaria abaixo de 100.000/pL ndo foram
incluidos na pesquisa para evitar problemas hemorrdgicos adicionais ao paciente e
interferéncias nos resultados do TSMO. A avaliacdo hepética foi realizada através da
dosagem das enzimas alanino aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA) e de alguns
compostos sintetizados pelo figado (proteinas totais, aloumina, uréia) devido a participacdo
do 6rgédo nos processos relacionados a hemostasia. O encaminhamento dos animais mortos
para necropsia foi condicionado a aceitagdo do proprietario. O trabalho foi aprovado pelo
comité de ética da UFRGS sob o protocolo nimero 19459.

Coleta de amostras

Foi realizada venopungdo da veia jugular para coleta de sangue atraves do método de coleta
a vacuo. Foram utilizados tubos contendo EDTA-K, tubos com ativador de coagulo e tubos
contendo citrato de sodio 3,2% através de puncdo Unica. A amostra obtida em tubo com
EDTA-K; foi utilizada para realizagdo do eritrograma, contagem de plaquetas, analises
bioguimicas de alanino aminotransferase (ALT), uréia e creatinina. O soro foi utilizado para
determinagdo de fosfatase alcalina (FA), albumina e proteinas totais. O plasma citratado,
separado em no maximo 20 minutos apds a coleta, foi destinado a realizacdo dos tempos de
tromboplastina parcial ativada (TTPa) e protrombina (TP), dosagem de fibrinogénio,
antigeno do fator de von Willebrand (FvW:Ag) e produtos de degradacéo da fibrina (PDFs).
As contagens de eritrocitos, plaguetas e determinacdo de hemoglobina foram realizadas em
contador automatico de células (ABX Micros ABC Vet, Horiba, Sdo Paulo, Brasil). O valor
do hematdcrito foi obtido pela técnica do microhematécerito. A morfologia celular foi
observada por microscopia Optica em laminas coradas com pandtico rapido. A determinagéo
da atividade da ALT e FA e as concentracBes de uréia, creatinina, proteinas totais (PT) e
albumina foram realizadas através de espectrofotometria em um analisador semi-automatico
(Metrolab DR 1600, Buenos Aires, Argentina) usando kits comerciais (Labtest, Lagoa
Santa, MG, Brasil) e seguindo as instrugfes do fabricante. Para a determinacdo do TTPa foi
utilizado o kit APTTest ellagico (Wiener, Rosério, Argentina), e para o TP, o Kit
Soluplastin (Wiener, Rosério, Argentina). A dosagem do fibrinogénio foi feita pelo método
de formacdo do coagulo utilizando o kit HemoStat Fibrinogen (Human, Wiesbaden,
Alemanha), conforme as instrucbes do fabricante. A andlise de PDFs foi realizada por
determinagdo semi-quantitativa por aglutinacdo de particulas em latex (FDP Plasma,
Diagnostica Stago, New Jersey, USA), conforme as instrucdes do fabricante. Para a
determinagdo dos PDFs e do FVYW:Ag, uma aliquota de plasma citratado mantido a -20°C
foi utilizada. A dosagem do FVW:Ag foi realizada pelo método de ELISA direto com anti-
FVW canino (Sheep anti-canine VWF, Research Diagnostics Inc., Concord, MA). Para os
demais testes, as amostras (plasma, plasma citratado ou soro) foram processadas logo ap6s a
separagdo. Todas as analises foram realizadas em duplicata. O tempo de sangramento da
mucosa oral (TSMO) foi realizado através de uma incisdo de 0,5 x 0,1 cm no labio superior
utilizando um dispositivo padronizado (Surgicutt, ITC, New Jersey, USA), conforme
técnica descrita por Marks (2000). O tempo de sangramento, em minutos, foi aferido com o
auxilio de um cronémetro, se estendendo do momento da incisdo inicial até a parada do
sangramento, que corresponde ao tempo necessario para a formagdo do tampéao plaquetério.
Os resultados foram julgados com base nos valores de referéncia adotados (quadros 1 e 2) e
validados em nosso laborat6rio para caes normais.

Andlise estatistica

No que se refere a analise estatistica, as variaveis quantitativas com distribuicdo simétrica
foram descritas pela média e o desvio padrdo, e aquelas com distribuicdo assimétrica pela
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mediana e o intervalo interquartil (percentis 25 e 75). As variaveis quantitativas foram
associadas entre si pelo coeficiente de correlacdo de Spearman, e foi realizada uma analise
de Regressdo Linear Multipla para ajuste para potenciais fatores de confusdo na relacdo
entre uréia e TSMO e entre creatinina e TSMO. Para esta regressdo, a variavel TSMO
sofreu uma transformacéo logaritmica, devido a sua assimetria. As variaveis aloumina, PT,
ALT, FA, PDFs, TP e TTPa foram classificadas em categorias com base nos seus valores de
referéncia. Para avaliar a associacdo das variaveis categoricas ALT e FA com o TSMO foi
utilizado o teste de Mann-Whitney, e para as demais variaveis o teste de Kruskal-Wallis.
Foi considerado um nivel de significancia de 5%. Os resultados foram analisados no
programa SPSS v.17.0.
RESULTADOS

Dos 40 cées azotémicos incluidos nessa pesquisa, 36 (90%) apresentavam sinais clinicos de
uremia, sendo anorexia e vomito 0os mais comuns; no momento da coleta nenhum céo
apresentava sangramento espontaneo. Os valores médios e desvios padrdo das variaveis
com distribuicdo simétrica, e os valores de mediana e intervalo interquartil das variaveis
com distribuicdo assimétrica obtidos sdo mostrados nos quadros 1 e 2, respectivamente.

O aumento do TSMO foi observado em 35% dos cdes (14/40); destes, 92,86%
(13/14) estavam anémicos. Em 25% (10/40) dos animais ndo se observou aumento do
TSMO, apesar de estarem anémicos. Quarenta por cento dos caes (16/40) ndo apresentaram
anemia ou aumento do TSMO. Considerando somente os cdes com valor de hematdcrito
abaixo de 37%, 56,52% (13/23) apresentavam TSMO prolongado. Entre os animais
coletados, cinco apresentaram contagem plaquetaria entre 100.000 e 200.000/uL, sendo que
destes apenas um apresentou aumento do TSMO.

Dos animais incluidos neste estudo, 45% (18/40) vieram a 6bito por causas naturais,
outros 12,5% (5/40) foram eutanasiados. A ocorréncia de morte observada foi de 57,14%
(8/14) nos cdes com TSMO aumentado, e 57,69% (15/26) nos cdes com TSMO normal. A
necropsia foi realizada em 43,48% (10/23) dos animais; destes, 90% (9/10) apresentavam
insuficiéncia renal crénica e em 10% (1/10) a azotemia ocorreu como consequéncia de
insuficiéncia cardiaca grave. Entre os animais ndo necropsiados (13/23), um cdo morreu em
consequéncia de obstrucdo do trato urinario por ur6lito e ruptura vesical subsequente, dez
eram suspeitos de insuficiéncia renal crénica e dois ndo tiveram diagndstico definido. Entre
0s animais que estavam vivos até o final da coleta dos dados (17/40), 11 eram insuficientes
renais cronicos, sendo cinco com TSMO aumentado; quatro cdes eram suspeitos de
leptospirose, sendo que apenas um tinha TSMO aumentado; uma cadela apresentava
insuficiéncia renal aguda devido a piometra e um cao apresentava azotemia pos-renal aguda
secundaria a ruptura vesical, ambos com TSMO normal. O diagnostico de insuficiéncia
renal foi baseado na anamnese, achados clinicos e laboratoriais; em algumas ocasides o
exame ultra-sonogréafico foi realizado.

No presente estudo valores aumentados de ALT e FA foram encontrados em 27,5%
(11/40) e 47,5% (19/40) dos animais, respectivamente. No entanto, ndo houve diferenca
estatistica na distribuicdo de valores de TSMO entre as categorias de FA (P= 0,361) e ALT
(P=0,788). Na anélise dos PDFs, 27,5% (11/40) das amostras apresentaram algum grau de
aglutinacdo. Os resultados de TTPa acima dos valores de referéncia foram observados em
15% (6/40) dos animais. Valores reduzidos de albumina ocorreram em 65% dos pacientes.
Em relacdo ao TSMO, tanto nos animais com valor normal quanto aumentado, os resultados
de PDFs (P= 0,462), TTPa (P= 0,706), valores de albumina (P= 0,556) e proteinas totais
(P=0,442), ndo mostraram diferencas estatisticas significativas. Um prolongamento no TP
foi observado em apenas 2,5% (1/40) dos pacientes, ndo sendo possivel estabelecer
associacOes para essa variavel. Esses dados demonstraram que os resultados das analises de
ALT, FA, albumina, proteinas totais, TTPa, TP e PDF ndo contribuiram para o0 aumento no
TSMO dos caes deste estudo.
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Um aumento na concentracdo plasmatica de fibrinogénio foi observado em 20%
(8/40) dos animais. No que se refere a determinacdo do FVW:Ag, 54,28% das amostras
apresentaram valores elevados e 34,29% resultaram em valores situados dentro da faixa de
variacdo considerada normal. Valores de FVW:Ag classificados como suspeitos para a
doenca de von Willebrand (resultados entre 50% e 70%) ocorreram em 8,57% das amostras
sem que houvesse aumento concomitante no resultado do TSMO dos respectivos cdes. Em
2,86% das amostras foi encontrado resultado de FYW:Ag de 35,49%, a amostra analisada
era de um cdo ndo anémico cujo valor de TSMO estava aumentado, considerado portador
para a doenca de von Willebrand.

N&o houve correlacdo significativa entre hematdcrito e uréia (rs= -0,28; P= 0,076),
fibrinogénio e TSMO (r&= -0,25; P= 0,126), plaquetas e TSMO (r&= -0,16; P= 0,322), e
FVW:Ag e TSMO (r= -0,11; P= 0,533). Foi observada correlagdo estatisticamente
significativa entre creatinina e TSMO (rs= 0,38; P= 0,017), hematocrito e 0 TSMO (rs= -
0,47; P=0,002), uréia e TSMO (rs= 0,34; P= 0,032) e hematdcrito e creatinina (rs= -0,36;
P= 0,022) (Fig. 1). Considerando o hematdcrito um potencial fator de confusdo para a
relacdo entre uréia e TSMO, e creatinina e TSMO, foi feita uma analise de Regressdo
Linear. Para essa andlise, e considerando o TSMO como variavel dependente (a sua
transformacdo logaritmica) e creatinina e hematocrito, como independentes, a Unica
variavel que se associou com o TSMO foi o hematdcrito (P= 0,002), ndo havendo
associacdo entre creatinina e TSMO quando feito o ajuste para esta varidvel (P= 0,154).
Quando foi realizada a regressdo linear multipla com uréia e hematécrito como variaveis
independentes, o hematdcrito continuou sendo a Unica varidvel associada ao aumento no
TSMO (P= 0,001) ndo havendo relagdo entre uréia e TSMO quando ajustada para esta
variavel (P=0,192).

DISCUSSAO

O teste do tempo de sangramento foi considerado bom preditor de sangramento clinico em
pacientes humanos urémicos (Steiner et al. 1979), sendo também utilizado para verificar a
funcdo plaquetéria em pacientes veterindrios sob a mesma condicdo (Baker 2007). Um
estudo desenvolvido com o proposito de avaliar o TSMO em cées com diferentes afec¢des
verificou a ocorréncia de aumento no tempo de sangramento em 83,3% (5/6) dos animais
azotémicos e vinculou essa alteracdo aos niveis elevados de creatinina sérica (Jergens et al.
1987). Estudos de prevaléncia de sangramento urémico em cdes ndo foram encontrados. No
presente estudo observou-se aumento no TSMO em apenas 35% dos pacientes estudados,
sem relacdo direta entre esse aumento e as concentracdes plasmaticas de uréia ou creatinina.
A discrepancia no percentual relacionado ao aumento no TSMO entre os dois estudos pode
ser devido a diferenca no nimero de animais urémicos avaliados.

Brassard et al. (1994) induziram insuficiéncia renal em cées e verificaram a
ocorréncia de prolongamento no tempo de sangramento em presenca de resultados normais
nos testes de coagulacdo (TP e TTPa), provas de agregacdo e contagem plaquetaria, similar
ao que € visto em pacientes humanos urémicos e compativel com alteracdes na hemostasia
primaria. Através desse estudo, observaram uma correlacdo positiva entre 0 TSMO e 0s
valores de uréia, sugerindo que as alteracbes na hemostasia primaria observadas nesses
animais estariam relacionadas ao acimulo de uréia ou outras toxinas urémicas; associacdes
entre 0 TSMO e os niveis de creatinina e 0 TSMO e o hematocrito ndo foram encontradas.
Por outro lado, Ho et al. (2008) observaram pobre correlacdo do tempo de sangramento com
a creatinina e nenhuma com a uréia dosada em pacientes humanos, concluindo que o
sangramento ndo poderia ser previsto pelos niveis sanguineos desses metabdlitos.

Outros autores relacionaram a severidade da anemia com o prolongamento no
tempo de sangramento em pacientes humanos urémicos (Livio et al. 1982, Fernandez et al.
1985). Ao excluir de seu estudo individuos trombocitopénicos, Fernandez et al. (1985)
verificaram que aumento no tempo de sangramento relacionado ao hematdcrito poderia
ocorrer independente do nimero de plaquetas, situacdo semelhante a observada neste
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estudo. Gordge et al. (1988) avaliaram o tempo de sangramento e a funcdo plaquetaria e
observaram um aumento no tempo de sangramento em pessoas com insuficiéncia renal
cronica, sem alteracdo nos testes funcionais plaquetarios; ainda de acordo com esses autores
0 Unico indice gque se correlacionou com o sangramento foi 0 hematdcrito. Embora os testes
de funcdo plaquetéaria ndo tenham sido realizados no presente estudo, foi encontrado um
resultado similar no que se refere a interferéncia do hematocrito sobre a tendéncia ao
sangramento. No entanto, deve-se considerar que a anemia pode ser tanto causa do
sangramento (Fernandez et al. 1982) quanto a consequéncia da prépria insuficiéncia renal
(Ware 2006). A deficiéncia de eritropoetina observada em doencas renais cronicas leva a
anemia. A associagdo entre o baixo hematocrito e 0 aumento no sangramento deve-se ao
fato de que os eritrécitos circulantes deslocam as plaquetas aproximando-as da parede dos
vasos sanguineos e facilitando seu contato com o endotélio (Turitto & Weiss 1980). O uso
da eritropoetina tem contribuido para aumentar o hematocrito e reduzir o tempo de
sangramento em pacientes humanos urémicos (Moia et al. 1987, Vigano et al. 1991), seu
efeito sobre os receptores plaquetarios GPIIb/l111a envolvidos na hemostasia priméria levam
a diminuicdo do tempo de sangramento (Cases et al. 1992) Apesar da correlacdo
evidenciada entre TSMO e hematocrito, e embora a maioria dos animais com aumento no
tempo de sangramento fossem anémicos, nem todos os que apresentaram baixo valor de
hematdcrito tiveram aumento no TSMO.

A diminuicdo do fator de von Willebrand poderia contribuir para o aumento na
tendéncia ao sangramento (Stockham & Scott 2008), porém, ndo houve correlagdo entre
FVW:Ag e TSMO. Os resultados obtidos no presente trabalho permitem excluir a presencga
da doenga associada ao aumento no TSMO. O predominio de valores normais a aumentados
frente ao TSMO prolongado e resultados na faixa de suspeita para a doenga que ocorreram
associados a resultados normais de TSMO sustentam a auséncia de tal doenca. Os pacientes
estudados ndo apresentavam histérico que fundamentasse a suspeita da forma congénita
dessa doenca, apesar disso, um cdo apresentou valor de FvW:Ag compativel com o estado
portador da deficiéncia desse fator, esse animal foi o Unico que apresentou aumento no
TSMO sem reducdo concomitante do hematocrito. O aumento no TSMO ndo foi associado
aos testes que avaliam a hemostasia secundaria e terciéria, tais como TP, TTPa e PDFs, o
que era esperado, ja que a interferéncia que ocorre na uremia é com a hemostasia primaria
(Fry 2010).

Os resultados encontrados na presente pesquisa indicaram uma associagdo
estatisticamente significativa entre o TSMO e o hematécrito, e entre o TSMO e a
concentracdo de uréia e creatinina, porém, os resultados mostraram uma melhor correlagao
entre 0 aumento no sangramento e o hematdcrito. O aumento no tempo de sangramento foi
observado em 56,52% (13/23) dos animais com valor de hematdcrito abaixo de 37%, apesar
de 92,85% (13/14) dos cdes com hematocrito baixo apresentarem aumento no TSMO.

CONCLUSOES
Através dessa pesquisa, conclui-se que os valores de uréia e creatinina ndo podem ser
utilizados como preditivos de sangramento em cédes azotémicos. Embora a analise dos dados
tenha indicado uma correlacdo moderada entre esses valores e 0 TSMO, estes indicadores
de azotemia perderam poder de correlagdo quando ajustado para o hematdcrito. O
hematdcrito foi o teste que melhor se relacionou com o aumento no tempo de sangramento.
Apesar da ocorréncia de anemia ndo estar obrigatoriamente vinculada ao aumento no
TSMO, a associagdo estabelecida demonstrou que quanto mais baixos os valores de
hematdcrito, maiores as chances de sangramento, independente dos niveis plasmaticos de

uréia e creatinina._
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Quadro 1. Média e desvio padrdo, valor minimo e maximo das variaveis com
distribuicdo simétrica em cées azotémicos

Média e desvio  Valores Valores Valores de
Variaveis padrdo minimos Maximos referéncia
Eritrocitos (x 10%/uL) 521+1,63 1,79 8,76 5,50 - 8,50 °
Hemoglobina (g/dL) 11,76 + 3,67 4,50 21,80 12,00 - 18,00 ¢
Hematocrito (%) 36,25 £ 10,70 13,00 65,00 37,00 -55,00°%
VCM (fL) 70,34 £ 5,69 54,64 85,18 60,00 - 77,00 ®
CHCM (%) 32,32 +£1,22 30,00 35,51 32,00-36,00°
Plaquetas (x 10°%/uL)  378,85+188,13 101 877 200,00 - 500,002
TP (seg) 6,34 + 1,29 5,00 12,25 <10,00°
TTPa (seQ) 17,50 + 3,36 11,53 28,00 15,00 — 20,00 °
Fibrinogénio (mg/dL) 350,47 £ 180,27 136,00 953,28 100,00 - 500,00 °
Uréia (mg/dL) 300,92 + 154,75 94,43 661,20 21,00 - 60,00 °
Creatinina (mg/dL) 6,24 + 4,07 2,05 18,01 0,50-1,50°
Proteina total (g/L) 65,52 + 12,87 46,45 92,49 54,00 - 71,00 °
Albumina (g/L) 23,00 £ 5,60 14,51 36,20 26,00 - 33,00 °

Fonte: ® Rizzi et al., 2010; ° French et al. (Cornell University); ¢ Baker, 2007; ¢ Kaneko et
al., 1997; ® Kaneko et al., 2008

Quadro 2. Mediana e intervalo interquartil, valor minimo e maximo das variaveis com
distribuicdo assimétrica em cdes azotémicos

Intervalo
interquartil Valor Valor Valores de
Variaveis Mediana 25 75 minimo  maximo referéncia
TSMO (min) 3,28 2,50 7,83 1,85 15,88 1,83 -4,752
FVW: Ag (%) 187,95 100,40 289,67 35,49 648,6 70,00 — 180,00 °
ALT (U/L) 57,31 32,29 106,10 10,48 849,87 21,00 - 102,00 ¢
FA (U/L) 142,96 82,73 398,15 16 347556 20,00 - 156,00 ¢

Fonte: ® Forsythe e Willis, 1989; ° Stokol et al., 1995; ¢ Kaneko et al., 2008
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Fig 1. Correlacdo de Spearmam entre TSMO e as varidveis uréia, creatinina e

hematacrito.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Embora tenha sido constatada uma correlacdo entre o aumento no tempo de
sangramento da mucosa oral e o resultado de alguns testes laboratoriais em cées
azotémicos, ndo € possivel prever a tendéncia a perda sanguinea a partir da analise
destes resultados. O hematdcrito foi a variavel que apresentou melhor associagdo com a
tendéncia ao sangramento, apesar do aumento no TSMO nem sempre ocorrer em
animais anémicos. Nesse estudo, 0s cdes nao foram reavaliados apés a instituicdo da
fluidoterapia, no entanto, os dados obtidos chamaram atencdo para a possibilidade da
anemia decorrente da insuficiéncia renal ser exacerbada pela hemodilui¢cédo causada pelo
tratamento de suporte da doenca, contribuindo para uma redugdo ainda maior do

hematdcrito e aumentando as chances de sangramento.
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