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RESUMO

Os fatores de coagulacéo sdo parte integrante da
hemostasia normal, e tanto as coagulopatias hereditarias como
adquiridas que envolvem este sistema séo de grande importancia
veterinaria, geralmente evidenciadas por manifestagdes clinicas,
tais como, petéquias, equimoses, hematomas e sangramentos
tardios. O presente trabalho teve por objetivo a determinagéo
dos valores de referéncia do tempo de protrombina (TP) e tempo
de tromboplastina parcial ativada (TTPa), por métodos manuais.
Para tanto, utilizou-se “ kits” para dosagens humanas, devido a
inexisténcia de produtos similares de uso especifico veterinario.
Foram utilizados 40 cées clinicamente sadios, sem raca definida,
machos ou fémeas, de diferentes idades. As amostras sanguineas
foram de 2,5ml cada, colhidas por venopuncéo cefalica e
acondicionadas em tubos de centrifuga contendo 0,25ml de
citrato de sddio a 3,8%. O plasma foi imediatamente separado
por centrifugacdo e as determinacfes de TP e TTPa foram
realizadas utilizando-se “kits” comerciais “HemoStat
Thromboplastin-9#" e “ HemoStat aPTT-EI*", respectivamente.
Os resultados obtidos foram de 6,87 + 1,4 segundos para o TP
com valores minimo e maximo de 4,07 e 9,67, respectivamente, e
de 15,10 + 1,6 segundos para TTPa com valores minimo e maximo
de 11,9 e 18,3, respectivamente. Conclui-se, que os valores
obtidos neste trabalho podem ser utilizados como referéncia. Os
reagentes utilizados para plasma humano podem ser empregados
para o plasma de caes.

Palavras-chave: hemostasia, patologia clinica, tempo de
coagulacéo.

ABSTRACT

The coagulation factorsare part of normal hemostasis,
and both hereditary and acquired coagulopathies that involve this

system have an important role in veterinary medicine, generally
evidenced by clinical signs such as: petechias, ecchymosis,
hematomas and late hemorrhagies. The objective of this experiment
was to determine reference range values of prothrombin time (PT)
and activated partial thromboplastin time (aPTT), for manual
methods. Human commercial kits were used because there are no
available veterinary kits for this purpose. Forty healthy dogs, with
no definite breed, male or female, with variable age were used. The
blood samples were 2.5ml, harvested by cephalic venipuncture, and
stored in tubes containing 0.25ml of sodiumcitrate 3.8%. Total blood
was centrifuged and plasma separated. PT and aPTT were
determinate using commercial kits, “ HemoSat Thromboplastin-S#”
and “ HemoStat aPTT-EI", respectively. The results ranged from
6.87 + 1.4 seconds for PT, with a minimum and a maximum of 4.07
and 9.67, respectively, and 15.1 + 1.6 seconds for aPTT, with a
minimum and a maximum of 11.9 and 18.3, respectively. As a
conclusion, these results can be used as reference values. These
human commercial kits can be used for determination in dogs.
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INTRODUCAO

No processo de hemostasia, logo apos a
lesdo vascular, ocorre vasoconstricao reflexalocal, o
que reduz instantaneamente o fluxo de sangue no
local. Em seguida, as plaquetasinteragem comolocal
da lesdo, formando o tamp&o plaquetério primério,
caracterizando a fase priméria da hemostasia. Este
tampao inicialmente é frouxo, porém, geralmente
satisfatorio para o controle da hemorragia se a lesdo
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vascular for pequena. A ativacdo da cascata da
coagulacdo resulta na formacéo de fibrina que
estabiliza o tampao plaguetario primério, promovendo
a formagdo do codgulo. A cascata da coagulagéo
consiste na via intrinseca e na via extrinseca que
convergem numa via comum a qual termina na
formacdo do complexo denominado ativador da
protrombina. Este, em presenca de quantidade
suficiente de Ca*™* ibnico, promove a conversdo da
protrombina em trombina. A trombina converte o
fibrinogénio em mondémeros defibrina, que envolvem
as plaquetas, as células sangiiineas e o plasma, para
formar o coagulo, caracterizando a fase secundaria
da hemostasia (JAIN, 1993; RAND et al., 1996;
DODDS, 1997; GREEN & THOMAS, 1997; TROY,
1998; GUYTON & HALL, 2002).

As coagul opatias hereditérias, assim como
anormalidades adquiridas da hemostasia secundaria,
como coagulacdo intravascular disseminada (CID),
intoxicagcdo por raticidas e hepatopatias séo
comumente vistas em cédes (GREEN, 1980; GREEN
& THOMAS, 1997; TSENG et al., 2001). E
importante aintegridade da cascatada coagul acdo para
a hemostasia perfeita e a deficiéncia de qualquer um
dos fatores da coagulacdo pode resultar em
hemorragias (GUYTON & HALL, 2002). O
sangramento espontaneo, de surgimento maistardio,
e de duracéo mais prolongada, causando hematomas,
hemartrose ou hemorragia nos tecidos profundos ou
cavidades corporais esta ligado a disturbios da
formagdo do tampéo hemostatico secundério, que
ocorre em pacientes com deficiéncias de fatores da
coagulagdo (GREEN & THOMAS, 1997).

Ostestes de monitoramento da coagul agéo
envolvem a ativagdo in vitro de partes da cascata de
coagulacdo e medem o tempo até a formagéo do
coagulo (TSENG et al., 2001). O tempo de
protrombina (TP) é usado para avaliar as vias
extrinseca (fator VI1) e comum (fatores X, V, 1l el),
enquanto o tempo de tromboplastina parcia ativada
(TTPa) é usado para monitorar as vias intrinseca
(fatores X11, XI, IX e VIII) e comum (JAIN, 1993;
RAND et al., 1996; DODDS, 1997; GREEN &
THOMAS, 1997; COUTO, 1999).

Os reagentes utilizados para determinar o
TP e o TTPa sdo desenvolvidos para determinacéo
em plasma humano (GREENE et al., 1981), e sdo
adaptados para uso em cées. Os “kits’ permitem a
determinacdo quantitativa manual ou automética do
TP e do TTPa. Estudos recentes vém utilizando
métodos automaticos e comparando-0s com 0s
métodos manuaisjautilizados (MISCHKE & NOLTE,
1997; MISCHKE, 2001; TSENG et a., 2001), porém

o0 custo elevado dos aparelhos automaéticos restringe
0 Seu Uuso.

Os valores de referéncia para TP e TTPa
encontrados na literatura para o plasma canino sadio,
utilizando  reagentes  comerciais, varia
significativamente. O TP tem uma variagdo de 5,8 a
14,9 segundos, enquanto o TTPa varia de 11 a 25
segundos, conforme Tabela 1. A variag&o nos valores
encontrados esta relacionada a vérios fatores como a
técnicade coleta, o recipiente de col eta, aconcentragéo
de anticoagulante, o reagente, 0 método, o tempo de
incubagdo, o tempo de armazenamento e atemperatura
(NAGHIBI etal., 1988; HASSOUNA, 1993; MONCE
et a., 1995). Além destas variagOes, existem aquelas
relacionadas a espécie, raca, sexo, idade, dieta, estado
de nutricdo entre outros que podem influenciar nas
determinagdes (DUNCAN et al., 1994). Em funcédo de
todos estes fatores que podem interferir em sua
determinagdo, € importante determinar valores de
referéncia conforme as condi¢des de cada local
(GREENEE€t d., 1981; DUNCAN et dl., 1994; MONCE
et al., 1995; TSENG et al., 2001).

O presente trabalho tem como objetivo
determinar valores de referénciapara TP e TTPaem
cées clinicamente sadios, utilizando reagentes para
testes de coagulagdo sangliinea em plasma humano,
por métodos manuais.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 40 cées clinicamente
sadios, sem raca definida, machos ou fémeas, adultos

Tabela 1 — Valores encontrados para tempo de protrombina (TP) €
tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa).

Autores (segTJEdos) (%gTuTnZ%s)
BADYLAK & VAN VLEET, 1981' 5876  110-161
DUNCAN & PRASSE, 1982 80130 18,0250

, 9,0-14,0°

EVANS & FLYNN, 1992 774,026
DUNCAN e al., 1994 5879 131174
DODDS, 1997 14,0180
GREEN & THOMAS, 1997 60100  12,0-16,0
MISCHKE & NOLTE, 1097" 6,8-7,32
TSENG et ., 2001" 105149 10,9169

6,6-8,6°
MISCHKE et ., 2003 6,5-8,5°

6,3-7,7°
LOPES et ., 20041 407967 11,9183

1M étodo manual.
2Méodo automéatico (°Diferentes reagentes, "Diferentes aparelhos).
"M étodo no especificado.
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de diferentes idades. As amostras sangiiineas foram
de 2,5ml, colhidas por venopuncéo cefélica e
acondicionadas em tubos de centrifuga contendo
0,25ml de citrato de sbdio a 3,8%. O plasma foi
imediatamente separado por centrifugacdo a2000 rpm
por 10 minutos e as determinacfes de TP e TTPa
foram realizadas utilizando-se “kits” comerciais
“HemoStat Thromboplastin-SI?” e “HemoStat aPTT-
EL" respectivamente. Todas as amostras foram
testadas em duplicata.

Para determinagéo do TP, foram pipetados
100mL do plasmaem tubos pré-aquecidos eincubados
a 37°C por 3 minutos. Apés, adicionaram-se 200mL
do reagente PT-SI (extrato liofilizado de cérebro de
coelho e cloreto de célcio) pré-aquecido a 37°C,
imediatamente foi acionado o crondmetro eregistrado
0 tempo gasto para formagdo do coagulo.

Para determinacdo do TTPa, foram
pipetados 100mL do plasma em tubos pré-aquecidos
eincubadosa37°C por 1 minuto. Apds, adicionaram-
se 100mL do reagente a-PTT-EL (extrato de cérebro
de coelho cloroformizado e &cido el &gico) e amistura
incubada a 37°C por 3 minutos. Por dltimo, foi
adicionado o cloreto de célcio pré-aquecido a 37°C,
imediatamente foi acionado o crondmetro eregistrado
0 tempo gasto para formagdo do coagulo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para o TP variaram
de 4,07 a 9,67 segundos, com média de 6,87 + 1,4.
BADYLAK & VAN VLEET (1981), MISCHKE &
NOLTE (1997) e TSENG et a. (2001), utilizando
métodos manuais e “kits’ diferentes do utilizado neste
trabalho, obtiveram valores minimos mais elevados.
BADYLAK & VAN VLEET (1981) e MISCHKE &
NOLTE (1997), encontraram valores maximos
menores, enquanto TSENG et a. (2001), obtiveram
valores maiores. DUNCAN & PRASSE (1982),
DUNCAN etdl. (1994) eGREEN & THOMAS(1997),
sem a especificagdo do método e “kits’ utilizados,
encontraram valores minimos maiores. DUNCAN &
PRASSE (1982) e GREEN & THOMAS (1997)
obtiveram valores maximos mais elevados, enquanto
DUNCAN et al. (1994) obtiveram valores maximos
menores. MISCHKE et al. (2003), utilizando diferentes
“kits” e método automético, encontraram valores
minimos maiselevados, sendo que osva oresmaximos
foram inferiores aos encontrados no presente trabal ho.

Para TTPaosvalores encontrados variaram
de 11,9 a 18,3 segundos, com média de 15,10 + 1,6.
EVANS & FLYNN (1992), utilizando diferentes
tempos de incubagdo (10 e 2 minutos) e diferentes

métodos automaticos (“Coagulyser” e “KC 10
Coagulometer™”), obtiveram valores maximos e
minimos (Tabela 1) inferiores aos encontrados neste
estudo. BADYLAK & VAN VLEET (1981),
DUNCAN & PRASSE (1982), DUNCAN et al. (1994),
DODDS (1997) e GREEN & THOMAS (1997)
encontraram val ores minimos superiores ao encontrado
neste trabalho. Os valores maximos citados por
BADYLAK & VAN VLEET (1981) e GREEN &
THOMAS (1997) foram menores, enquanto DUNCAN
& PRASSE (1982), DUNCAN et al. (1994) e DODDS
(1997) encontraram valores mais el evados.

Estes resultados vém comprovar a
necessidade de se determinar valores de referéncia,
conforme citaram GREENE et a. (1981), DUNCAN
et a. (1994), MONCE et a. (1995) e TSENG et al.
(2001), umavez gque estes valores estdo relacionados
a vérios fatores, como: reagentes, temperatura e
método utilizado (NAGHIBI et al., 1988;
HASSOUNA, 1993; MONCE et al., 1995). Também
0s reagentes comerciais utilizados para os testes de
coagul agdo foram desenvolvidos em condi¢Bes 6timas
para o plasmahumano. Diante dainexisténcia destes
reagentes, especificos para uso veterinario, faz-se
necessariaadeterminacao dos efeitos dosreagentes e
as condicdes de reacfes nos tempos dos testes de
coagulagdo para todas as espécies.

Os tempos de TP do plasma canino séo
inferiores (aproximadamente 7 segundos) aostempos
de TP do plasma humano (aproximadamente 12
segundos), com se observou neste estudo. Isto
provavel mente ocorre pelaatividade oito vezes maior
dofator V equatro vezesmaior do fator VIl no plasma
canino (MISCHKE & NOLTE, 1997).

Segundo NOGUCHI et al. (1989), a
atividade total dos fatores de contato, fatores XlII e
XI1, cininogénio e pré-calicreina, foram maiores no
plasma canino que no plasma humano, podendo ser
responsaveis pelas variagdes encontradas parao TTPa
determinados por diferentes métodos.

CONCLUSAO

Os valores de tempo de protrombina e de
tempo de tromboplastina parcial ativada obtidos no
presente trabalho podem ser utilizados como de
referéncia. Os reagentes utilizados para plasma
humano podem ser empregados para o plasmade caes.
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