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ABSTRACT

The liver plays a central role in each phase of the clotting process, as it synthesizes the
majority of coagulation factors, anticoagulants and proteins involved in fibrinolysis as well as
thrombopoeitin. Cirrhosis is characterized by decreased levels of most procoagulants factors, with
the exceptions of factor VIII and von Willebrand factor, which are elevated. Decreased levels of
the procoagulants are, however, accompanied by decreases in levels of such naturally occurring
anticoagulants as antithrombin and protein C. In physiologic conditions, the coagulation system is
balanced by these two opposing drivers.

Conventional coagulation tests such as prothrombin time and activated partial
thromboplastin time don’t reflect the coagulation status of these patients, because they are only
responsive to procoagulants factors.

The thrombin generation test is a global test that measures the overall tendency of a plasma
sample to form thrombin after initiation of coagulation. The endogenous thrombin potential may
be considered a measure of the amount of thrombin that a given plasma sample may generate under
the specified experimental conditions and represents the balance between the pro- and
anticoagulant proteins operating in plasma. This test mimics more closely than any other what
occurs in vivo.

Several studies have used this test to investigate the coagulation function in patients with
cirrhosis. They concluded that generation of thrombin is normal or increased in cirrhosis. Severe
thrombocytopenia may limit thrombin generation in these patients. The bleeding events frequently
observed in patients with end-stage liver disease are mainly due to hemodynamic alterations
secondary to portal hypertension and the derangement of coagulation may not play a major role.

In the future, it is expected that prospective clinical trials will be able to relate the results of
thrombin generation with bleeding events and generate new guidelines for the prophylactic and

therapeutic use of blood products in cirrhosis.
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RESUMO

O figado desempenha um papel fundamental em cada etapa do processo de coagulacédo, uma
vez que sintetiza a maioria dos fatores de coagulacédo, anti-coagulantes e proteinas envolvidas na
fibrindlise, assim como a trombopoietina. A cirrose hepatica é caracterizada por uma diminuigado
da maioria dos fatores pro-coagulantes, com a excec¢do do fator VIII e fator de von Willebrand,
que se encontram elevados. A diminuicdo dos niveis de fatores pro-coagulantes é, no entanto,
acompanhada por uma diminui¢des nos niveis dos fatores anticoagulantes como a antitrombina e
a proteina C. Em condicdes fisiologicas, o sistema de coagulagdo encontra-se balanceado, com
diminuicdo simultanea de fatores prd- e anticoagulantes.

Os testes de coagulagdo convencionais, tais como 0 tempo de protrombina e o tempo de
tromboplastina parcial ativada, ndo refletem o equilibrio hemostatico destes doentes, visto serem
apenas influenciados por fatores pré-coagulantes.

O teste de geragdo de trombina € um teste global que mede a aptiddo de uma amostra de
plasma para formar trombina apos a iniciagdo da coagulacdo. O potencial de trombina enddgeno
consiste numa medicdo da quantidade de trombina que uma dada amostra de plasma pode formar,
em condicdes experimentais especificas, e representa o equilibrio entre fatores pro- e
anticoagulantes no plasma. Este teste é o que mais se aproxima das condi¢des que ocorrem in vivo.

Vaérios estudos avaliaram a hemostase em doentes cirréticos através da utilizacao deste teste.
Eles concluiram que doentes cirrticos produzem uma quantidade normal ou aumentada de
trombina. A trombocitopenia grave pode limitar a producdo de trombina nestes doentes. Os
eventos hemorragicos frequentemente observados em doentes hepéticos cronicos sdo devidos a
alteracbes hemodinamicas secundarias a hipertensdo portal e o grau de coagulopatia ndo parece
desempenhar um papel importante.

No futuro, é expectavel que ensaios clinicos prospetivos sejam capazes de relacionar 0s
resultados dos testes de geracdo de trombina com eventos hemorragicos e conduzam a novas

diretrizes para o uso profilatico e terapéutico dos produtos sanguineos na cirrose.
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Introducao

A cirrose hepatica representa um estadio avancado de fibrose hepatica progressiva como
resposta a uma lesao hepatica crénica, por vezes complicada pelo sindrome de hipertensdo portal
ou por insuficiéncia hepética de gravidade variavel.

O figado € essencial na hemostase através da producdo da maioria dos fatores de coagulacao
(todos exceto o Fator de von Willebrand e Fator VIII), das proteinas anticoagulantes naturais
(proteinas C e S), proteinas relacionadas com a fibrindlise e trombopoietina, responsavel pela
producdo de plaquetas.

Os doentes cirréticos desenvolvem alteracfes hemostaticas complexas, secundarias a sua
doenca. A insuficiéncia hepatica é responsavel por um maior risco de hemorragia por alteracdes
hemodinamicas (hipertensdo portal) ou devido a coagulopatia secundaria. Contudo, estudos
recentes tém demostrado um estado de hipercoagubilidade em doentes cirréticos que aumentam o
risco de complicagbes trombdticas nestes doentes. Os doentes cirr6ticos tém assim um distdrbio
complexo da hemostase, com diminuicdo de fatores pré-coagulantes e anticoagulantes, o que
acarreta um risco acrescido de eventos hemorragicos, mas também, de eventos trombéticos.

Os testes laboratoriais convencionais (Tempo de Protrombina e Tempo de Tromboplastina
Parcial Ativada) ndo refletem o balango da coagulacdo da mesma forma que ela ocorre in vivo,
sendo maus preditores do risco hemorragico/trombatico. O desenvolvimento de testes laboratoriais
gue permitam avaliar de uma forma global a hemostase neste grupo de doentes € de extrema
importancia para a sua monitorizacao, profilaxia e tratamento. Existem agora novos exames que
poderdo ser usados para este fim, como a Tromboelastografia e os Testes de Geragédo de Trombina.

Esta revisdo tematica tem como objetivo rever os distirbios hemostaticos no doente
cirrotico, a utilizacdo dos testes convencionais e as conclusdes de varios estudos relativas ao uso
do Teste de Geracdo de Trombina, e consequentemente do Potencial de Trombina Endégeno, no

doente cirrético.
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Hemostase no doente cirrotico

A coagulacdo é um processo complexo que envolve um conjunto dinamico e interligado de

multiplas etapas que podem ser resumidas em quatro fases.

Iniciagdo e formacdo do tampé&o plaquetéario;
Propagacéo do processo de coagulacdo para a cascata da coagulacéo;

Cessacdo da coagulacdo por meio de mecanismos de controlo anti-trombdéticos;

e

Remoc&o do coagulo por fibrindlise.

Os individuos saudaveis possuem quantidades adequadas de fatores de coagulacdo, proteinas
reguladoras e plaquetas de forma a poderem iniciar a formacdo de um codgulo quando necessario,
assim como, limitarem o seu crescimento a locais de dano vascular e promoverem a sua dissolucéo.
O figado desempenha um papel fundamental no sistema hemostéatico e doentes com cirrose
apresentam diminui¢do dos niveis da maioria dos fatores pro-coagulantes, com excec¢do do fator
VI (FVII) e do fator de von Willebrand (FvW), que se encontram elevados. Contudo, verifica-
se também uma diminuicdo dos niveis de fatores anticoagulantes naturais, como a antitrombina e
a proteina C (PC). Desta forma, o sistema de coagulacdo encontra-se balanceado, com diminuicao
simultanea de fatores pré- e anticoagulantes. Apesar disso, muitos livros ainda referem a doenca

hepética cronica como um epitome de distdrbios hemorragicos adquiridos.[1]-[4]

Alteracdes do Numero e Funcéo das Plaquetas

Existem trés fases da coagulacdo nas quais as plaquetas desempenham um papel crucial:
hemostase primaria (interacdes entre as plaquetas e paredes endoteliais), coagulacdo (geragdo de
trombina), e fibrindlise (dissolucdo do coadgulo).[5] As plaquetas aderem as paredes dos vasos
danificados através de uma interacdo com uma proteina multimérica (FVW), promovendo assim a
agregacdo e, posteriormente, a formacdo de um tampdo hemostatico primario. As plaquetas
também suportam a geracdo de trombina pela ligacdo de fatores de coagulacéo ativados as suas

superficies.[1]

A trombocitopenia é definida como qualquer diminui¢do do nimero de plaquetas abaixo do

limite normal, geralmente 140X10°%/L, e pode estar presente em até 76% dos doentes cirroticos.[6]

4
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Apesar da trombocitopenia néo estar associada a uma aumento do risco hemorragico por varizes
esofagicas ou por outros locais, ela estd associada a perda sanguinea em procedimentos
cirtirgicos.[7] Trombocitopenia moderada (50-75X10°%L) é observada em aproximadamente 13%
dos doentes, enquanto que a trombocitopenia grave (<50X10%L) ocorre em apenas 1 % dos
doentes.[8] Este valor (50X10%L) é muitas vezes usado como cut-off para procedimentos
invasivos em doentes cirréticos devido ao risco comprovado de hemorragia. Isto por sua vez
interfere com intervenc@es diagnosticas e terapéuticas como a biopsia hepatica, terapia antivirica

e cirurgia eletiva.[9]-[12]

Vérias teorias tém tentado explicar a génese da trombocitopenia nestes doentes. A
diminuicdo da producdo de trombopoietina e/ou aumento da sua destruicdo, sequestro esplénico
devido a hipertensao portal, destruicdo de plaquetas mediada por auto-anticorpos, aumento do
consumo plaquetério devido a um baixo grau de coagulacao intravascular disseminada e supressao
da medula 6ssea devida a doenca hepética subjacente sdo algumas das explicacdes possiveis,

contudo, a causa exata ainda é desconhecida, sendo provavelmente multifatorial.[13]-[16]

A disfuncéo plaquetéria também pode contribuir para um estado de hipocoagubilidade. Estes
defeitos qualitativos plaquetérios sdo dinamicos e refletem o estado de salde geral do doente.[5]
Eles podem manifestar-se em qualquer fase da interacdo plaqueta-parede vascular: adesao,
agregacdo e ativacdo. Tem-se verificado que a aderéncia de plaquetas ao subendotélio de vasos
lesados se encontra alterada em doentes cirroticos.[17] Este defeito é parcialmente compensado
pelo aumento concomitante do FVW. Os niveis de ADAMTS 13, uma metaloprotease plasmatica
que limita a funcdo in vivo do fator de von Willebrand, estdo também reduzidos nos doentes
cirroticos. Este facto pode contribuir para o retorno da funcéo plaquetaria.[18] Desta forma, existe
apenas uma fraca relacdo entre a contagem de plaquetas e o tempo de hemorragia.[19] A agregacéo
plaquetéria, que pode ocorrer como resposta a uma grande variedade de estimulos (ADP, trombina,
colagénio, epinefrina ou ristocetina), encontra-se também reduzida em doentes cirrdticos.[20] As
plaquetas de doentes cirrdticos exibem uma reduzida sinalizacdo transmembranar e uma
progressiva incapacidade de ativacdo em resposta a estimulos adequados, o que Ihes confere um
estado irresponsivo. As razfes que explicam este fendmeno sdo as seguintes: 1) défice de
armazenamento com uma concentracdo de granulos densos, que contém moléculas sinalizadoras
pro-trombdticas (por exemplo, fator plaquetario 4, beta-tromboglobulina e serotonina),

anormalmente baixa; 2) secrecdo de niveis desproporcionadamente altos de ATP que antagoniza
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a ativacdo do recetor P2Y12 pelo ADP e dessensibiliza o recetor P2Y1, resultando em baixos
niveis de célcio ionizado intraplaquetério;[21], [22] 3) acumulacdo intraplaquetaria de
mensageiros inibitérios (nucledtidos ciclicos), que limitam extensivamente a atividade da
fosfolipase, resultando em concentracfes menores de fosfatidilinositol e calcio.[23] O resultado
final € uma menor producdo de tromboxano e serotonina, o que resulta por sua vez em defeitos na
agregacdo plaquetaria.[21] A producdo de inibidores plaquetéarios derivados do endotélio,
principalmente o 6xido nitrico e a prostaciclina, podem também contribuir para uma ativacéo

plaquetaria defeituosa nestes doentes.[24]

Para além de todos os fatores acima mencionados que diminuem a funcdo plaquetaria,
existem também fatores que promovem a ativacdo plaquetaria, como a bilirrubina ndo conjugada

que constitui um potente indutor da agregacédo plaquetaria em plaquetas isoladas.[25], [26]

Infecdo e Heparinoides enddgenos

A sepsis ou 0s baixos niveis de endotoxemia podem afetar a fungdo, producéo e adesdo
plaquetéria nos cirroticos. A infegdo estd também associada a um aumento dos heparinoides,
glicosaminoglicanos, que ajudam a manter o equilibrio hemostatico ao prevenir a formagao de
coagulos e facilitando o fluxo sanguineo. Este aumento € devido a disfuncdo endotelial e as
alteracdes no glicocalice associadas, causadas por alteracdes no metabolismo do 6xido nitrico.[27]
Existem dois glicosaminoglicanos especificos, sulfato de heparina e sulfato de dermatan, que se
encontram aumentados em doentes cirr6ticos e concentracfes ainda maiores sdo detetadas em

doentes com cirrose e hemorragia ou infecdo ativa.[28]

Fibrindlise

O sistema fibrinolitico € um sistema altamente integrado que inclui uma proenzima
(plasminogeénio) que quando convertida na sua forma ativa (plasmina) consegue degradar a fibrina

em varios produtos de degradacdo. Este sistema s6 opera quando ocorre deposi¢édo de fibrina.[29]

A degradacao do codgulo e da fibrina é determinada pela libertacdo endotelial do ativador
do plasminogénio tecidual (t-PA) e a sua subsequente inibicdo pelo inibidor do ativador do
plasminogénio tipo | (PAI-1), que forma um complexo com o anterior, diminuindo a sua atividade

livre. A conversdo do plasminogénio pode ainda ser regulada pelo ativador do plasminogénio de
6
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urocinase (u-PA) e fator XII ativado, existindo ainda um inibidor direto da plasmina (ai-
antiplasmina). Foi ainda identificado um outro inibidor, denominado inibidor da fibrindlise ativado
pela trombina (TAFI), que consiste numa pro-carboxipeptidase sintetizada pelo figado e ativada
pela trombina e outras enzimas (plasmina, tripsina e elastase neutrofilica). Esta enzima inibe a
fibrindlise pela remocéo de residuos de lisina na fibrina, prevenindo assim a ligacao e ativacdo do

plasminogénio que ocorre na sua superficie.[1], [29], [30]

Para o normal balanco fibrinolitico, um aumento na concentracdo plasmatica de t-PA é
acompanhado por um aumento da concentracdo plasmatica de PAI-1. Em doentes com cirrose, a
atividade do t-PA é cerca de sete vezes superior e é proporcional ao grau de cirrose. Este aumento
contribui para o risco de hemorragia por varizes esofagicas.[31] Os niveis de ai-antiplasmina e
fator XIII encontram-se também reduzidos nestes doentes, componentes estes que atuam no

sentido da degradacdo do coagulo. [3]

Tem-se constatado ainda que doentes hepaticos cronicos possuem niveis baixos de TAFI e
o0 grau de deficiéncia é proporcional a severidade da doenca. Advogou-se que este défice estaria
provavelmente relacionado com o aumento da fibrindlise. Vérios estudos foram realizados para

testar esta hip6tese tendo chegado a conclusdes diferentes.[30], [32], [33]

Evidéncias de fibrinolise sistémica podem ser detetadas em 30 a 60% dos doentes e existe
uma relacdo com o grau de disfuncdo hepatica. Contudo, a prevaléncia de hiperfibrinolise
clinicamente evidente é menor, ocorrendo em 5-10% dos doentes com cirrose
descompensada.[34]-[36] A hiperfibrindlise promove a dissolucdo prematura do coagulo,
interfere com a sua formacéo devido ao consumo dos fatores de coagulacéo, e diminui a agregacéo

plaquetaria pela degradacdo do FVW e dos recetores plaquetarios do fibrinogénio.[35]

Existem ainda alteracbes consistentes com um estado hipofibrinolitico, como os niveis
reduzidos de plasminogénio e niveis aumentados de PAI-1.[3] Desta forma, serdo necessarios mais
dados e novos exames para uma avaliacdo global da fibrindlise que ndo tenham apenas em

consideracdo componentes individuais e que possam ser usados no futuro na pratica clinica.

Disturbios da coagulacéo

A coagulacdo é definida por uma cadeia de eventos que, pela ativacdo de proteinas
7
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plasmaéticas pré-coagulantes, resulta na producdo de trombina. Esta enzima por sua vez converte
fibrinogénio em fibrina que é posteriormente estabilizada pelo fator XII1. Este processo é iniciado
quando o fator VII ativado (FVIla) entra em contacto com o fator tecidual (TF) exposto nas
superficies celulares nos locais onde ocorreu dano vascular. Este complexo Vlla-TF é entdo capaz
de ativar o Fator X (FXa) que converte a protrombina em trombina em conjugacdo com o fator V
ativado (FVa). O complexo Vlla-TF é também capaz de ativar o fator IX (FIXa), que entdo
interage com o FVIII ativado (FVIlIla) na superficie das plaquetas para produzir quantidades
adicionais de FXa, ampliando assim a producéo de trombina. A participacdo do fator XI (FXI) na
hemostase ndo depende da sua ativacdo pelo fator XII ativado (FXIla), mas sim da ativacéo por
feedback positivo pela trombina. Sendo assim, este fator ndo tem uma fungéo de ativacdo da
cascata da coagulacdo, mas sim de propagacdo e amplificacéo.

A producdo de trombina é também regulada por fatores anticoagulantes como a
antitrombina, proteina C e S e o inibidor da via do fator tecidual (TFPI). A PC é ativada in vivo
pela trombina em cooperagdo com o seu recetor endotelial, a trombomodulina (TM). A proteina C
ativada (APC) é um potente anticoagulante que, em combinagdo com o seu cofator proteina S (PS),
inibe a producdo de trombina através da inativacdo do FVIlla e FVa. A antitrombina também
necessita de ser ativada por glicosaminoglicanos, como o sulfato de heparina e outros, localizados
nas células endoteliais. Esta enzima inibe diretamente a trombina através da formagdo de um
complexo equimolar e indiretamente através da inativacdo do FXla, FIXa e FXa. O TFPI é uma
proteina secretada pelo endotélio que inibe especificamente o complexo Vlla-TF. O balango entre
os fatores pré e anticoagulantes previne a producdo de trombina e a deposicdo de fibrina nao
desejada, contudo, o seu desequilibrio pode resultar num estado de hipo ou
hipercoagubilidade.[29], [37]-[39]

A maioria dos fatores da cascata da coagulacdo (I, I, V, VII, VIII, IX, X, Xl e XII) é
sintetizada no figado. A cirrose é caracterizada por uma sintese alterada destes fatores da
coagulacdo (exceto o FVIII) e ainda de pré-calicreina e cininogénio.[29], [40] O Fator V e o fator

VII tém a semi-vida mais curta e sdo os mais afetados.[41]

Os doentes com cirrose tém deficiéncia de vitamina K devido a ma nutricdo, ou ma-absorcao
causada pela diminuicdo da producdo de bile ou obstrucdo biliar, pela diminuicdo da massa
hepética e pelos disturbios de armazenamento. Desta forma, os fatores que dependem desta

vitamina (protrombina, VII, IX e X) apresentam-se reduzidos[31]
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Os niveis de fibrinogénio podem estar diminuidos em doentes com cirrose avangada, porém,
0S seus niveis encontram-se dentro da faixa normal em doentes estaveis. O fibrinogénio é muitas

vezes anormal devido ao contetddo excessivo de acido sialico (disfibrinogenemia).[42]

Apesar dos niveis de muitos fatores pro-coagulantes se mostrarem baixos em doentes
cirroticos, existem também condicdes associadas a este grupo de doentes que podem justificar um
estado pro-coagulante. Os niveis de FVIII estdo muitas vezes aumentados.[43] Proteinas
anticoagulantes como a PC, a PS, inibidor da protéase dependente da proteina Z, antitrombina,
cofator da heparina 2 e a-2-macroglobulinda, que sdo sintetizadas no figado, encontram-se
diminuidas nestes doentes.[3], [44], [45] Tem-se constatado também que a concentracdo de TFPI

encontra-se normal ou reduzida em doentes com insuficiéncia hepatica.[46]
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Avaliacao Laboratorial da Coagulacao

Como constatado anteriormente, a cirrose é caracterizada por um defeito hemostatico
complexo, incluindo alteracdes ao nivel da hemostase primaria, cascata da coagulacdo e
fibrindlise. Este defeito relaciona-se com a ocorréncia de disturbios hemorragicos e trombéticos e
a relagdo causal entre a ocorréncia de disturbios hemorragicos e testes de coagulacdo anormais

tem sido debatida ao longo dos ultimos anos.

Tempo de Protrombina (PT)

O PT, também chamado “tempo de coagulacdo induzido pelo fator-tecidual”, foi
desenvolvido em 1935 por Armand Quick com o objetivo de investigar doentes hepaticos.[47] O
resultado do teste consiste no tempo necessario para o plasma pobre em plaquetas coagular apos a
adicdo de extratos teciduais (tromboplastina) e cloreto de calcio. Este teste é usado para avaliar a
integridade da via extrinseca e comum, sendo sensivel a deficiéncias congénitas ou adquiridas dos
fatores VII, X, V, Il e fibrinogénio. O tipo de tromboplastina € o principal determinante da
capacidade de resposta do teste ao defeito da coagulagédo. Os resultados podem ser expressos como
simples tempos de coagulagéo (segundos) ou como atividades percentuais. Uma outra forma de
expressar os resultados é o indice internacional normalizado (INR). O INR foi introduzido em
1983, corresponde a uma escala de valores para o PT e foi desenvolvido para uniformizar os

resultados de diferentes laboratorios. O seu valor pode ser calculado a partir da seguinte formula:

PTdoente ™!
PTnormal

INR = [

O ISI corresponde ao indice de sensibilidade internacional do sistema de medicdo usado no

teste. O INR regular apenas pode ser usado em doentes que tomam antagonistas da vitamina K,
visto que o ISI necessario para converter os resultados é determinado a partir de plasma de doentes
que tomam esta medicacdo.[48] O uso da escala de INR para doentes hepéaticos requer a

determinacéo do valor ISI relevante para esta categoria de doentes.[49], [50]

Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (aPTT)

O aPTT foi desenvolvido em 1953 e modificado posteriormente em 1961.[51], [52]
10
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Corresponde ao tempo (segundos) necessario para o plasma pobre em plaquetas coagular apds ser
misturado com ativadores de contacto dos fatores de coagulacdo (fator XIlI, pré-calicreina e
cininogénio de alto peso molecular) e fosfolipidos carregados negativamente, que atuam como
substitutos das plaquetas. O aPTT analisa a via intrinseca e comum, sendo capaz de detetar
deficiéncias congénitas ou adquiridas de todos os fatores de coagulagdo, exceto o fator VIl e XIIlI.
O tipo, concentragdo, e combinagdo de ativadores e fosfolipidos determina a capacidade de
resposta do teste. Os resultados, que geralmente sdo expressos como tempos de coagulacao (valor
de referéncia é de 30 segundos) ou razao (tempo de coagulacdo doente/normal), variam de acordo
com o sistema comercial de medicdo usado para a realizacdo do teste. Nenhum esquema foi

desenvolvido para uniformizar os resultados entre diferentes laboratorios.[48]

Validade Clinica do Tempo de Protrombina e Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada

Os testes mais usados para avaliacdo da coagulacdo em doentes cirrdticos sao o PT e 0 aPTT,
sendo também utilizados ha varios anos em conjugacdo com outros parametros clinicos e
laboratoriais para calcular indices de prognostico como o Child-Pugh e o Modelo para Doenca
Hepaética Terminal (MELD). Doentes com PT moderadamente e severamente prolongado tém uma
taxa de mortalidade 5-10 vezes superior comparativamente a doentes com PT normal, porém, este
risco acrescido pode refletir apenas uma diminuicdo da funcdo hepatica, e ndo estar relacionada
com o grau de coagulopatia.[53] Varios estudos chegaram & conclusdo que estes testes sS40 maus
preditores de eventos hemorragicos em doentes cirrdticos.[54]-[56] Tem-se constatado que o PT
e 0 aPTT néo refletem o balango da coagulacdo da mesma forma que ela ocorre in vivo,
especialmente em doentes cirréticos nos quais se observa uma diminuicao equivalente de fatores
anticoagulantes e fatores pro-coagulantes, como ja referido. E de realcar que a PC e a antitrombina
necessitam, respetivamente, de TM e glicosaminoglicanos para serem ativadas. Como o plasma e
0s reagentes usados para a realizacdo do PT e a PTT ndo contém quantidades suficientes de TM e
glicosaminoglicanos, a ativacdo da PC e antitrombina € limitada, e desta forma ndo conseguem
exercer toda a sua atividade anticoagulante.[57] Sendo assim, podemos assumir que 0s testes
convencionais refletem apenas a producédo de trombina mediada por fatores pro-coagulantes, mas
sdo muito menos influenciados por fatores anticoagulantes. Uma outra limitacdo dos testes
convencionais é que o plasma comeca a coagular quando apenas 5% de toda a trombina é
produzida, ndo detetando os restantes 95%.[58] O seu uso é adequado para investigar deficiéncias
congeénitas de fatores pro-coagulantes, contudo ndo séo uteis em deficiéncias congénitas de fatores

anticoagulantes ou deficiéncias adquiridas de fatores pro- e anticoagulantes, como ocorre na
11
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cirrose.[57] Podemos assim concluir que estes exames sdo maus preditores de eventos
hemorréagicos nos cirroticos. Desta forma, possuem pouca utilidade na profilaxia de eventos
hemorragicos ou na abordagem e orientacéo clinica. Os testes que refletem a producéo de trombina
na presenca de trombomodulina aparentam ter uma maior validade clinica, como sera discutido

mais adiante para o Potencial de Trombina End6geno.

Tromboelastografia (TEG)

A TEG e um ensaio in vitro que permite uma observagao e um registo continuo de todas as
funcdes hemostaticas que resultam na formacéo e dissolucdo de um coagulo. Este teste foi pela
primeira vez introduzido em 1948 para investigar doentes que possuiam doencas hemorragicas e
pode ser considerado como um protétipo de um teste global da hemostase, visto que,
alegadamente, ele reflete a contribuicdo da hemostase priméaria, cascata da coagulacdo e
fibrindlise. No passado o uso desta técnica era limitado devido a uma baixa uniformizagdo de
resultados, baixa reprodutividade e dificuldade de interpretacdo. Contudo, o conceito desta técnica
foi revisto recentemente e acoplado a novas tecnologias computorizadas.[48] Esta combinacéo,
em associagdo com novos materiais e equipamentos, tornou esta técnica mais popular, sendo
especialmente usada em intervencdes cirdrgicas major como o transplante de figado e
procedimentos cardiovasculares.[59] Existem dois dispositivos disponiveis comercialmente:
“Thrombelastograph Haemostasis Analyzer 5000” ¢ o “ROTEG”.[60]

Existem 5 parametros que sdo registados numa TEG. O tempo de reacdo (r), em minutos,
representa a laténcia de formacdo do codgulo desde o inicio da cascata de coagulacdo até a
formacéo inicial de fibrina (amplitude de 2mm). O tempo r corresponde ao INR e aPTT.[61] O
tempo cinético (k), em minutos, equivale ao tempo requerido desde a formacdo inicial de fibrina
(2mm) até o codgulo alcancar uma firmeza especifica (amplitude de 20mm). O angulo a, em graus,
equivale a cinética da formacéo do coagulo. Este valor é calculado através de uma linha tangente
a curva do tracado no final do tempo r com ponto de partida na linha basal. Este valor reflete a
taxa de formacao de fibrina e a ligacéo cruzada de plaquetas, sendo maioritariamente influenciado
pela concentracdo de fibrinogénio e nimero de plaquetas. A amplitude maxima, em milimetros,
mede a tensdo méaxima do codgulo, sendo influenciada pelo nimero/funcdo das plaquetas e
concentracdo de fibrinogénio. Por ultimo, a lise do coagulo apds 30 minutos, em percentagem,
corresponde a dissolucéo do coagulo apds 30 minutos de ter alcangcado a amplitude méxima. Este

parametro é uma medida da fibrinolise. A TEG pode ainda detetar os efeitos de heparinoides
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enddgenos e exdgenos, antagonistas da vitamina K, e agentes antiplaquetérios, dependendo de
detalhes especificos da técnica usada.[60], [62]

A primeira utilizacdo da TEG na doenca hepatica foi para encaminhar a reposicéo de fatores
pro--hemostéaticos em doentes submetidos a transplante hepético, tendo reduzido as necessidades
transfusionais.[63] Alguns estudos realizados nos Gltimos anos tém avaliado a TEG no contexto
da cirrose hepatica. Doentes cirrdticos tém frequentemente pardmetros da TEG normais. Num
grupo de 273 doentes com cirrose estavel, os parametros medios e medianos da TEG estavam
dentro dos limites normais, embora a amplitude maxima diminuisse em propor¢do com o grau de
trombocitopenia. Pelo contrario, num grupo de 48 doentes com cirrose estavel, porém mais
descompensada (INR>1.5), o valor da amplitude maxima média encontrava-se abaixo dos limites
normais, provavelmente devido ao baixo nimero de plaquetas. O angulo a também apresentava
valores inferiores ao normal em doentes com cirrose descompensada e hipofibrinogenemia.[60]
Foi também constatado, através do uso da TEG, que doentes com cirrose secundaria a doenca
hepética colestatica (cirrose biliar primaria ou colangite esclerosante primaria) se encontravam
hipercoagulados relativamente a individuos sem doenca hepatica colestatica e individuos
saudaveis. Em contraste, o INR e outros testes laboratoriais usados frequentemente nao
conseguiram diferenciar este grupo dos restantes.[64] Um outro estudo constatou um estado de
hipercoagubilidade nos individuos com doenga hepatica colestatica. Este estudo atribui as
diferencas observadas a maior concentracdo de fibrinogénio e a melhor funcdo plaquetaria nesta
populacdo de doentes.[65]

A TEG demonstrou utilidade clinica como preditor de complicacGes de doenca hepaética,
como a hemorragia gastrointestinal e a infecdo.[60] Constatou-se que a TEG é superior ao INR e

ao numero de plaquetas para estimar o risco de re-hemorragia por varizes esofagicas.[66]

Apesar de todas as aparentes vantagens associadas ao uso clinico deste teste, sdo necessarios

dados mais robustos para a sua validacdo clinica no futuro.
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Teste de Geracdo de Trombina e Potencial de
Trombina Endogeno

O teste de geracdo de trombina mede a capacidade de producéo de trombina de uma amostra
de plasma através da ativacdo in vitro da coagulacdo com fator tecidual ou outro trigger. Ao
contrario dos testes de coagulacédo classicos (PT e aPTT), que apenas exploram a fase inicial da
coagulacdo, estes testes exploram também a fase de propagacdo (quando a maior proporcao de
trombina é produzida por mecanismos de retroalimentacdo que ocorrem ao nivel dos fatores V,
VIl e XI) e a fase de cessacdo (quando a formacao de trombina termina por vias anti-coagulantes
e toda a atividade da trombina é inibida por inibidores da protéase plasmatica). A curva de geracao
de trombina resultante reflete e integra todas as reagdes pro- e anticoagulantes que regulam a
formacéo e inibicdo de trombina. Tendo em consideracdo que a trombina é a enzima final e o
principal interveniente do processo de coagulacgdo, os testes de geracdo de trombina mostram um

elevado potencial como testes globais da coagulagéo.[67]

O primeiro teste de geracao de trombina foi introduzido em 1953. Este ensaio era de dificil
realizacdo e constituia uma técnica imprecisa. Ao longo do tempo, surgiram sucessivas melhorias
e diferentes métodos para medicdo da producdo de trombina foram desenvolvidos e usados em
diferentes estudos. De seguida sera descrito a técnica do método mais frequentemente usado:
Trombografia Automatica Calibrada (CAT).

Trombografia Automaética Calibrada (CAT)

A CAT depende da utilizacdo de uma substrato fluorogenico de baixa afinidade (Z-Gly-Gly-
Arg-AMC) para monitorizar continuamente a atividade da trombina no plasma. Visto que a
fluorescéncia nao sobre influéncia das alteracdes provocadas pela turbuléncia associada a
formacdo do coagulo, este teste pode ser realizado com plasma completo rico ou pobre em
plaquetas, em condi¢des semelhantes as que ocorrem in vivo. Contudo, uma calibragdo apropriada
€ necessaria para corrigir efeitos inerentes ao filtro, isto €, a supressao do sinal fluorescente por
moléculas do substrato que ja teriam sido convertidas e pela cor do plasma, que difere entre
amostras de plasma individuais. Este teste é realizado numa placa de microtitulacéo e as leituras
do sinal fluorescente sdo convertidas automaticamente em curvas de geragdo de trombina por

programas especializados.[67]
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Cada CAT requere duas medi¢des do sinal de fluorescéncia da mesma amostra. Numa célula
da placa de microtitulacdo, a célula de medicdo, é adicionado ao plasma TF e vesiculas de
fosfolipidos sintéticos para iniciar a coagulacéo e induzir a formacédo de trombina. Numa segunda
célula, a célula de calibragdo, uma quantidade apropriada de substrato (o “calibrador de trombina”)
é adicionada ao plasma sem ativacdo da coagulacdo. O calibrador de trombina consiste em
trombina ligada a az-macroglobulina (a2M-trombina), uma forma de trombina que ndo pode ser
inibida pelos inibidores da protéase plasmatica. Uma mistura de CaCl; e substrato fluorogenico €
posteriormente adicionada a ambas as células e o sinal fluorescente produzido é registado em
tempo real por um fluorémetro. A fluorescéncia registada na célula de medicédo é produzida pela
trombina gerada no plasma apds a iniciacdo da coagulacéo e, apds corre¢des apropriadas, forma a
base para o célculo da curva de geracdo de trombina. Na célula de calibracdo o substrato
fluorogenico é convertido a um ritmo constante pelo calibrador de trombina. Obtém-se desta forma
um tracado fluorescente linear, cuja inclinacdo equivale ao fator de calibragdo necessario para
converter as unidades de fluorescéncia em unidades de concentracdo de trombina (nM). Ha medida
qgue mais substrato € convertido, o tracado fluorescente na célula de calibracdo diminui a sua
inclinag&o devido aos efeitos inerentes ao filtro e ao consumo de substrato. O desvio da linearidade
é quantificado por programas especializados e usado para corrigir o registo fluorescente da célula
de medicdo. Além disso, o sinal produzido resultante da conversao do substrato pela azM-trombina
¢ subtraido por meio de um algoritmo matematico. A curva de geracdo de trombina é entdo

calculada através da primeira derivacdo do tracado fluorescente totalmente corrigido.[67]

A curva de geracdo de trombina é caracterizada por uma curta fase de iniciacao (lag phase),
seguida por uma producdo exponencial de trombina (propagacdo) que posteriormente desaparece
devido a inibicdo causada pela atuacdo da antitrombina. Varios parametros podem ser obtidos a
partir de uma curva de geracdo de trombina, incluindo o tempo de iniciagéo (lag time), tempo para
atingir o pico de concentracdo de trombina (peak time), concentracdo maxima de trombina (peak
height) e area sob a curva (Potencial de Trombina Endégeno — ETP). O lag time é definido como
0 tempo necessario para a concentragdo de trombina alcancar 1/6 da concentracdo méaxima e
mostra uma boa correlacdo com o PT. O ETP representa todo o trabalho enzimatico desempenhado
pela trombina durante o tempo em que esta ativa e € considerado o pardmetro mais preditivo do
risco hemorragico/trombético. Tempos de iniciagdo prolongados e ETP/Peak height diminuidos

sugerem um estado hipocoagulado, com maior risco hemorragico. Pelo contrario, tempos de
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iniciacdo diminuidos e ETP/Peak height aumentados indicam um estado hipercoagulado, com
maior risco trombdtico.[67] Os testes de geracdo de trombina apresentam uma variabilidade intra-
e inter-teste inferior a 10% para todos os parametros avaliados, 0 que torna este teste
reproduzivel.[68], [69]

As condi¢des experimentais do exame podem ser facilmente modificadas para propositos
especificos, 0 que constitui uma vantagem relativamente a outros exames. Por exemplo, a
coagulacao pode ser iniciada com diferentes concentracdes de TF (ou mesmo um outro iniciador)
e a concentragao e composicao dos lipidos adicionados pode ser alterada. O inibidor da tripsina do
milho (CTI — Corn Trypsin Inhibitor), um inibidor especifico do FXlla pode ser adicionado para
bloquear a ativacdo de contacto. A trombomodulina soltvel (TM) ou a proteina C ativada (APC)
podem ser incluidos no ensaio de forma a alterar a via anticoagulante da PC. As condi¢cbes
experimentais devem ser determinadas rigorosamente, visto que elas determinam quais as vias
pro- e anti-coagulantes contribuem para a producao de trombina e, consequentemente, influenciam
o resultado final. Por exemplo, a concentracdo de TF ira determinar a contribuicdo da coagulacao
intrinseca no processo de geracdo de trombina e qual o papel desempenhado pelo TFPI ou PS na
inibicdo da formagdo de trombina. De maneira semelhante, a adigdo de TM ou APC aumenta a
sensibilidade do exame para a via anticoagulante desempenhada pela PC. Sendo assim, os fatores
de coagulacgéo e inibidores que atualmente contribuem para a modulacdo da curva de geracdo de
trombina, os fatores determinantes do teste, sofrem alteracdes de acordo com as condicdes
experimentais utilizadas. Varios estudos, realizados sob diferentes condi¢Ges experimentais
avaliaram a influéncia de diferentes determinantes na formacao de trombina. Contatou-se que 0s
principais determinantes sdo o fibrinogénio e TFPI quando sdo usadas baixas concentracdes de
TF, contudo, quando sdo usadas altas concentracBes, 0s principais determinantes sdo a
protrombina e antitrombina. Também foi demonstrado que a funcao plaquetaria exerce uma forte
influéncia quando é utilizado plasma rico em plaquetas. A geracdo de trombina é também
influenciada por variantes biologicas como a idade, sexo, indice de massa corporal, fatores
genéticos e condicdes adquiridas (p.e. gravidez, contracecdo oral, etc.), os quais influenciam os
niveis de certos fatores de coagulacdo e inibidores. Esta variabilidade de resultados sob diferentes
condigdes experimentais pode ser usada para identificar processos ou proteinas especificas da

coagulacao que sejam responsaveis pelo fenotipo de um doente.[67]

16



ARTIGO DE REVISAO BIBLIOGRAFICA
Potencial de Trombina Enddgeno no Doente Cirrético

Os testes de geracgao de trombina séo cada vez mais utilizados, sendo atualmente realizados
em vérios laboratérios em todo o mundo. Embora o seu uso tenha principalmente um fim
investigacional, a sua potencial utilizacdo clinica como preditor de risco hemorragico/trombético
tem sido explorada por varios estudos. No futuro, estes testes poderdo ser usados em decisdes
clinicas relacionadas com a prevencao e tratamento de distlrbios da coagula¢éo. Contudo, existem
ainda alguns problemas. A diferenca de protocolos e condigfes experimentais, com uso de
diferentes reagentes a concentracdes desiguais, torna dificil o estabelecimento de intervalos de
referéncia para os parametros avaliados e a sua comparacao entre diferentes laboratérios. Existem
ainda questdes relacionadas com a colheita da amostra, a preparacdo do plasma e outras variaveis
pré-analiticas que podem influenciar o resultado final.
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ETP no Doente Cirrotico

Nos ultimos anos varios estudos realizados avaliaram a hemostase no doente cirrético
através da utilizacdo de testes de geracdo de trombina, partindo do pressuposto que os testes
convencionais eram incapazes de refletir um balanco global da coagulagdo, sendo
maioritariamente influenciados por fatores pro-coagulantes, ndo refletindo alteracfes nos fatores

anti-coagulantes, que estdo presentes na maioria dos doentes.

Um estudo publicado em 2005 por Tripodi et al. avaliou a fun¢do hemostética em doentes
cirréticos através de um teste de geracdo de trombina em plasma sem plaquetas. Constatou-se que
a producdo de trombina se encontrava diminuida quando o teste era realizado sem TM, o que é
consistente com os niveis reduzidos de protrombina que sdo frequentemente encontrados nestes
doentes. Contudo, quando o exame era realizado com a adi¢do de TM, de forma a ocorrer uma
ativagcdo completa da PC, os doentes com cirrose produziam quantidades semelhantes de trombina
relativamente ao grupo controlo, apesar de possuirem um TP e aPTT superior. Isto sugere que a
reducdo de protrombina é compensada pela reducdo de PC, mantendo o equilibrio da hemostase
inalterado. Constatou-se mesmo que a reducdo da PC era superior a da protrombina, o0 que poderia
explicar a baixa frequéncia de hemorragias em outros locais além do trato gastro-intestinal.
Existem ainda outros fatores que podem ser responsaveis pela normal producéo de trombina. O
FVIII estd aumentado em doentes cirréticos comparativamente a individuos normais, e constatou-
se previamente que elevados niveis deste fator estdo associados a marcadores bioquimicos de
formacdo de trombina — fragmento 1+2 de protrombina. Os baixos niveis de antitrombina e TFPI
podem também ajudar a restaurar o balanco hemostatico e evitar a ocorréncia de hemorragias.
Estes resultados sugerem que a ocorréncia de eventos hemorragicos se deve principalmente a
alteracdes hemodindmicas, como a hipertensdo portal, e ndo é dependente de alteragdes do sistema
hemostatico. Eles também ajudam a explicar a baixa eficacia clinica de agentes pr6-coagulantes
como o fator VII recombinante ativo no controlo da hemorragia por varizes esofagicas. Outra
implicacdo clinica destes resultados consiste no facto do PT e aPTT serem inadequados para
predizer o verdadeiro risco hemorragico em doentes que serdo submetidos a procedimentos

invasivos como a biopsia hepatica ou cirurgia de transplante.[57]

A formacéo de trombina in vivo é também dependente da fungdo plaquetaria, o que sugere

que certos graus de trombocitopenia ou trombocitopatia possam afetar a produgéo de trombina nos
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doentes cirréticos. Um estudo realizado em 2006 Tripodi et al. avaliou esta hipdtese através de um
teste de geragdo de trombina. Os investigadores tentaram usar um exame com condic¢des
experimentais que mimetizassem o melhor possivel as condi¢des que ocorrem in vivo, isto &, a
presenca de fatores de coagulacéo, a presenca de TM para uma ativacédo 6tima da PC e a presenca
de plaquetas. O nimero de plaquetas das amostras foi ajustado para corresponder a uma contagem
padronizada (i.e., 100 X 10%L) e também para a contagem de plaquetas do doente. Os resultados
mostraram que a producdo de trombina se encontrava normal quando eram usadas amostras de
plasma ricas em plaquetas com o ajuste prévio da contagem de plaquetas para 100 X 10%/L.
Concluiu-se entdo que as plaquetas de doentes cirrdticos sdo capazes de suportar uma producao
adequada de trombina. Contudo, quando o numero de plaquetas foi ajustada para a contagem de
plaquetas do doente, refletindo a presenca de trombocitopenia, as diferencas entre doentes e grupo
controlo foi estatisticamente diferente, e houve doentes que produziram baixos niveis de trombina.
Curiosamente, estes doentes eram 0s que apresentavam as contagens de plaquetas mais baixas, o
que sugere que o numero de plaquetas tenha um papel chave na producdo de trombina e na
tendéncia para eventos hemorragicos. Esta conclusdo é suportada por 3 linhas de evidéncia.
Primeiro, houve diferenca estatisticamente significativa entre doentes (baixo numero de plaquetas)
e grupo controlo (normal nimero de plaquetas). Segundo, a quantidade de trombina formada
correlacionava-se com o numero de plaquetas. Terceiro, a quantidade de trombina gerada
aumentou significativamente quando o niimero de plaquetas foi ajustado para 100 X 10%L. Este
aumento € estatisticamente significativo, contudo, a sua relevancia in vivo ainda ndo foi
estabelecida. Estas conclusbes poderiam justificar a transfusdo plaquetaria ou o tratamento com
trombopoietina recombinante humana naqueles doentes com trombocitopenia severa quando tém
hemorragias espontaneas ou antes de serem submetidos a uma cirurgia ou biopsia hepatica. As
plaquetas transfundidas poderiam proporcionar as superficies fosfolipidicas adequadas para
complementar a producdo normal de trombina. Embora a sobrevivéncia das plaquetas esteja
reduzida em doentes cirrdticos, o que poderad limitar a transfusdo plaquetaria como medida
terapéutica, 0 mesmo nao se passa para o uso de trombopoietina. Ensaios clinicos serdo necessarios
para determinar o valor clinico destas medidas terapéuticas no controlo e profilaxia de eventos

hemorragicos, mesmo como alternativa ao fator VIl recombinante ativo.[70]

Um outro estudo realizado em 2010 por Gatt et al. teve como objetivo demostrar a utilidade
de um teste de geracdo de trombina, o CAT, em doentes com cirrose hepatica, especialmente

aqueles com coagulopatia evidenciada por um INR aumentado. Os autores quiseram verificar as
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conclusdes do estudo realizado em 2005 por Tripodi et al., que, segundo eles, poderiam ter sido
influenciadas pela ativacdo de contacto, um fendmeno que resulta num aumento na producéo de
trombina como resultado da ativacdo do FXII, especialmente quando se usam baixas
concentracdes de TF, ou pelo viés existente devido ao facto de alguns doentes possuirem um PT
normal. Os investigadores referiram ainda que apesar do ETP ser normal, podem ocorrer defeitos
em outros momentos da producdo de trombina que podem ser demonstrados por alteracGes dos
parametros da curva de geracao de trombina. Para evitar o fendmeno de ativacao de contacto foi
usado neste estudo o CTI. Foram registados, tanto para o grupo controlo como para 0 grupo de
doentes, 0s seguintes parametros do teste de geracdo de trombina: lag time, peak time, peak height,
ETP e start tail time (tempo decorrido entre o inicio e o fim da reacdo). Foi também calculada a
velocidade méxima de producdo de trombina pela divisdo entre o peak time e a lag time. A taxa

de inibicdo de trombina foi calculada a partir da seguinte formula:

peak height(nM)
STT — peak time (min)

Neste estudo foi usado um extrato de veneno de cobra, 0 Protac®, como substituto da TM
recombinante sollvel, que demonstrou em outros estudos ser adequado para ativacdo da PC. O
récio de ETP foi calculado pela divisdo do ETP com Protac® pelo ETP sem Protac®. Foi calculado
0 PT e INR para todas as amostras assim como os niveis de FVIII, antitrombina, PC, PS livre, FlI
e FV, TFPI e fibrinogénio.

Os resultados do estudo mostraram que doentes com cirrose e INR aumentando tém um
perfil hipercoagulante de producdo de trombina com uma velocidade méxima de geragdo de
trombina aumentada, taxa de inibicdo de trombina diminuida, ETP aumentado ap6s a adi¢do de
Protac® e racios de ETP aumentados. Este foi o primeiro estudo a demonstrar um estado
hipercoagulante no doente cirrético. Verificou-se também que a fase inicial de formacdo de
trombina, representada pelo lag time, é normal neste grupo de doentes. Os niveis de antitrombina
estavam correlacionados positivamente com o lag time. O TFPI demostrou ser uma variavel
independente do lag time. O réacio de ETP aumentado demonstra uma maior resisténcia ao veneno
de cobra por parte do grupo de doentes, que produzem mais trombina quando este extrato é
adicionado. Esta resisténcia aumentada pode ser explicada pela reducdo dos niveis de PC, mas
também pela redug@o dos niveis de FV e pelo aumento dos niveis de FVIII, que por sua vez
dificultam a ativacdo da PC, visto que o FV atua como um cofator da PC na inativacéo do FVIllla.

Os resultados obtidos sdo consistentes com outros estudos que demonstraram que os doentes
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hepéticos ndo estdo protegidos de eventos tromboticos apesar de terem um INR aumentado, e
tinham um risco trombético aumentado quando comparados com o grupo controlo. Verificou-se
também que a maioria dos doentes com INRs superiores a 1.2 sao resistentes ao Protac® mas 0s
doentes com INRs entre 1.21 e 2.0 também demostraram uma aumento na velocidade de producao
de trombina, possivelmente devido a uma estado pro-coagulante. Mais estudos serdo necessarios
para investigar um maior grupo de doentes com INRs superiores a 2.5, de forma a determinar se
este fendbmeno apenas se verifica para doentes com coagulopatia ligeira a moderada. Existiram
ainda algumas limitacGes associadas a este estudo que devem ser mencionadas. Os autores nédo
usaram plasma rico em plaquetas, da mesma forma que o estudo realizado em 2005, o que torna
este exame menos sensivel a presenca de trombocitopenia. Outra limitacéo refere-se as diferencas
de idade e de género entre o grupo de doentes e o grupo controlo. Apesar destas limita¢fes, pode-
se concluir que o balango hemostatico nos doentes cirréticos favorece a ocorréncia de eventos
trombdticos, ao contrario do que se acreditava antigamente. Mais uma vez, constatou-se que 0s
testes convencionais (PT/INR) ndo devem ser usados para avaliar o risco hemorréagico e na maioria
dos casos, a transfusdo profilatica de fatores de coagulacdo nédo € justificada e pode mesmo ser
perigosa por aumentar o risco trombotico e atrasar procedimentos terapéuticos e diagnosticos
clinicamente importantes. Os autores defendem mesmo que estes resultados justificam a realizacdo
de mais estudos de forma a criarem-se novas orientagdes clinicas para o uso profilatico ou
terapéutico de produtos sanguineos e que 0 uso de testes de geracdo de trombina podera ser a
melhor alternativa para a avaliacdo da hemostasia e orientacdo do uso de agentes hemostaticos

neste grupo de doentes.[71]

Por fim, um altimo estudo realizado em 2012 por Nam Youngwon et al. investigou a relacao
entre os diferentes fatores pro-coagulantes e anticoagulantes e os testes convencionais (PT e aPTT)
e o teste de geracdo de trombina, numa amostra de doentes cirréticos. Os autores também usaram
0 teste de geracéo de trombina com duas concentragdes diferentes de TF (1 e 5pM) para investigar
se 0s doentes com cirrose exibiam um estado hipo- ou hipercoagulante. Os parametros registados
para o teste de geracdo de trombina foram o lag time, 0 ETP e o peak height. Neste estudo foi
utilizado TM recombinante soltvel e o racio de ETP foi calculado dividindo o ETP com TM pelo
ETP sem TM. Foi também calculado o PT e 0 aPTT, niveis de fibrinogenio, niveis de fatores de
coagulacao (11, V, VII, VIII, IX e X), niveis de antitrombina, PC e PS.

Os resultados demonstraram que os niveis de FII, FV, FVII e FIX influenciam

significativamente o PT. Como o figado produz a grande maioria dos fatores de coagulacéo, o
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prolongamento do PT é esperado neste grupo de doentes. Contudo, nunca foi constatado se as
proteinas anticoagulantes, como a PC e a PS, influenciavam o PT. Curiosamente, constatou-se que
a PC tem um papel chave no prolongamento do PT. O aPTT foi principalmente dependente dos
niveis de FII, FIX e FX, ndo sendo influenciado por fatores anticoagulantes. Conclui-se entdo que
0 aPTT ndo € um teste adequado para avaliar globalmente a coagulacdo nestes doentes. No que
diz respeito ao teste de geracdo de trombina, o lag time foi positivamente determinado pelos niveis
de fibrinogénio e anticoagulantes, incluindo a PC e PS. Pensa-se que o fibrinogénio possa reduzir
o lag time, contudo, tal facto nao foi verificado neste estudo. O peak height foi significativamente
dependente dos niveis de FIX e PC. O ETP foi altamente dependente dos niveis de PC. Como
podemos constatar, a PC afeta significativamente todos os parametros avaliados no teste de
geracdo de trombina, o que demonstra que este exame é altamente sensivel aos niveis de PC. Desta
forma, espera-se que o teste de geracdo de trombina seja um bom exame, que permita estimar uma
atividade global da coagulacéo, com especial destaque para situacdes clinicas associadas a défices
de PC, como a cirrose. O racio de ETP ratio foi calculado para ambas as concentracdes de TF,
verificando-se um aumento do racio de ETP em doentes com cirrose relativamente ao grupo
controlo para uma concentracdo de TF de 1pM, o que € consistente com uma resisténcia aumentada
a acdo da TM, contudo, ndo se verificaram alteracdes entre os dois grupos com concentracdes de
TF de 5pM. O uso de uma concentracao de TF mais baixa (1pM), torna o exame mais sensivel ao
FVIII, FIX e FXI. Se tivermos em conta que o estado hipercoagulante em doentes cirréticos se
deve a um aumento dos niveis de FVIII e diminuicdo dos niveis de PC, o racio de ETP encontra-
se naturalmente aumentado para estas condi¢cdes experimentais. Pelo contrario, o uso de uma
concentracdo de TF maior (5pM) torna o exame menos sensivel as concentracbes de FVIII,
portanto, ndo deve ser usado para detetar um estado pro-coagulante em doentes cirréticos.
Demostrou-se também que o racio de ETP com concentracdo de TF de 1pM aumentava
gradualmente em funcdo do MELD, até uma pontuacdo de 25. Contudo, doentes com MELD>25
ndo possuiam récios de ETP superior a outros doentes com MELD inferior. Mais estudos com
maiores amostras que contenham doentes com MELD>25 sdo necessarios para verificar se 0s
estados de hipercoagubilidade sdo principalmente observados em doentes com MELD baixo a
moderado. As limitagdes deste estudo incluiram o uso de amostras de plasma pobre em plaquetas

e a ndo utilizagdo de CTI de forma a inibir a ativac¢do por contacto.[72]
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Conclusao

A cirrose hepética esta associada a um distarbio complexo da hemostase. A diminuicéo
equivalente de fatores pro- e anticoagulantes parece manter o equilibrio hemostatico inalterado.

A evidéncia de que os testes convencionais (PT e aPTT) sdo maus preditores de eventos
hemorréagicos, pelo fato de serem apenas sensiveis a fatores pro-coagulantes, levou ao
desenvolvimento de novos exames que permitam uma avaliacdo global da hemostase. A TEG e 0s
Testes de Geracdo de Trombina séo dois testes cada vez mais utilizados na avaliacdo deste grupo
de doentes. O teste de geracdo de trombina, com o ETP, é um teste que permite avaliar a capacidade
de producdo de trombina duma amostra de plasma ap6s a ativacdo da coagulacdo in vitro. Este
teste, ao contrario dos testes convencionais, reflete a interacdo entre forcas pro- e anticoagulantes,
permitindo desta forma uma avaliacdo global da hemostase. Ao longo dos Gltimos anos varios
estudos avaliaram a hemostase no doente cirrdtico através da utilizacdo destes testes. Estes estudos
concluiram que este grupo de doentes produz uma quantidade de trombina semelhante ou mesmo
superior relativamente ao grupo controlo, o0 que sugere que o sistema hemostatico se encontra
equilibrado ou mesmo hipercoagulado e que a ocorréncia de eventos hemorragicos deve-se
principalmente a alteracdes hemodinamicas, como a hipertensdo portal, e ndo sdo dependentes do
nivel de coagulopatia. Constatou-se mais uma vez que o0s testes convencionais ndo prediziam o
risco hemorragico em doentes que serdo submetidos a procedimentos invasivos como a biopsia
hepética ou cirurgia de transplante. O uso do teste de geracdo de trombina permitiu também
concluir que o nimero de plaquetas tem um papel chave na producdo de trombina e na tendéncia
para eventos hemorragicos. Através das alteracdes das condi¢des experimentais, foi possivel ainda
determinar quais os principais determinantes da produgéo de trombina.

No futuro, é expectavel que os ensaios clinicos prospetivos sejam capazes de relacionar 0s
resultados deste teste com os eventos hemorragicos e conduzam a novas orientacGes clinicas para

o0 uso profilético ou terapéutico de produtos sanguineos.
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