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Resumo

INTRODUCAO: A coagulopatia é evento primario no trauma e até 30% dos pacientes
com sangramentos graves ja chegam ao hospital com disturbio de coagulacdo instalado. As
estratégias atuais de tratamento do choque hemorragico tém como objetivo, além do controle
rapido do sangramento e da restauracdo da perfusdo, a abordagem precoce da coagulopatia. O
presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos do fator X111 (FXIII) utilizado isolada-
mente ou em associacao a hipotensdo permissiva (HP) e a desmopressina (DDAVP) sobre a
hemostasia. MATERIAL E METODOS: Foi utilizado modelo de choque hemorragico nio
controlado em coelhos e 54 animais randomizados em 9 grupos (n=6): Grupo 1 — Sham (GS),
Grupo 2 — FXIII mais reposicdo volémica normotensiva (FXII1 / RVN), Grupo 3 —FXIII / HP,
Grupo 4 — FXI111 / DDAVP / RVN, Grupo 5 — FXII1 / DDAVP / HP, Grupo 6 — RVN, Grupo 7
— FXII1 sem choque, Grupo 8 — FXIII / DDAVP sem choque e Grupo 9 — HP. Amostras de
sangue foram colhidas no inicio e ao final do experimento e submetidas a tromboelastometria
(ROTEM®). As comparagdes entre os grupos foram feitas a partir do percentual da variacao
das medianas em relacdo aos valores iniciais e avaliadas pelo teste de Mann-Whitney. As dife-
rencas consideradas significativas para P<0,05. Também foi avaliado o sangramento abdomi-
nal. RESULTADOS: CT (clot time): A reducdo do CT indica inicio mais rapido da formacéo
do coéagulo. G8 apresentou resultado mais satisfatério G1, ou seja, apresentou uma variagao
mais negativa da mediana, 0 que representa maior reducdo do CT final (-46,9% X -6,7%,
p=0,045); G2 foi melhor que G6 (-48,6% X 1,9%, p=0,008); G5 foi melhor que G6 (-43,9% X
1,9%, p=0,013) e G3 foi melhor que G6 (-29,2% X 1,9%, p=0,045). Angulo alfa: Quanto maior
0 angulo, maior a taxa de geracédo de fibrina.G3, G4, G5 e G9 foram melhores que G6 (12,3%
X -8,5%, p=0,045); (29,2% X -8,5%, p=0,031); (20,3% X -8,5%, p=0,02) e (13,2% X -8,5%,
p=0,031) ,respectivamente. MAXVT (maximum velocity time): variacdo percentual negativa
indica tempo menor para que a coagulacéo atinja a velocidade méxima. Portanto, G8 foi melhor
que G1 (-49,2% X -10%, p=0,02); G2 foi melhor que G6 (-52,2% X -11,8%, p=0,013) e G5
melhor que G6 (-49,6% X -11,8%, p=0,031). AUC (area under the curve): quanto maior a AUC
melhor a coagulagéo. G5 foi melhor que G2, pois apresentou uma variagdo menos negativa (-
9,3% X -21,7%, p=0,045). MCF (maximum clot firmness): sem diferengas entre o0s grupos. Os
animais dos G5 e G9 sangraram menos quando comparados aos do G2 e G6. CONCLUSOES:
RVN tem efeitos negativos sobre a coagulacdo que podem ser minimizados pelo uso de FXIII
e DDAVP. O efeito do FXIII é otimizado pela DDAVP. A HP reduz o sangramento, indepen-
dente do uso de FXIIl ou DDAVP.

Palavras-chave: choque hemorragico, fator X111, desmopressina, hipotensdo permissiva



Abstract

INTRODUCTION: Trauma associated coagulopathy is a primary event after injury.
Approximately 30% of severely bleeding patients present to the hospital with some degree of
coagulopathy. Hemorrhagic shock management mandates rapid hemorrhage control, adequate
organ perfusion, and reversal of coagulopathy. In the present study, we set forth to investigate
the hemostatic effect of supplementary factor X111 (FXIII) used alone and in conjunction with
permissive hypotension (PH) and or Desmopressin (DDAVP), after uncontrolled bleeding.
METHODS: Fifty four (n=54) New Zealand rabbits were randomized in 9 groups (n=6 per
group) as follows: Group 1 (GS): Sham; Group 2: FXIII and normotensive fluid resuscitation
(NFR); Group 3: FXIII and PH; Group 4: FXIII/DDAVP/NFR; Group 5: FXI1I/DDAVP/PH;
Group 6: NFR only; Group 7: FXIII w/o hemorrhage; Group 8: FXIII/DDAVP w/o hemor-
rhage; Group 9: PH only. Blood samples were obtained at baseline and at the end of the exper-
iment for thromboelastometry (ROTEM®). Intra-abdominal blood loss was assessed at the end
of the experiment. Data were analyzed as percent variation of medians compared to baseline
values using the Mann-Whitney test. Statistical significance was set at p<0.05. RESULTS: CT
(clot time): Decrease in CT translates into more rapid clotting. Animals in G8 clotted faster than
G1 (Final CT -46.9% X -6.7%, p=0.045); on the same token, G2 clotted faster than G6 (-48.6%
X 1.9%, p=0.008). In addition, G5 and G3 compared to G6 (-43. 9% X 1.9%, p=0.013) and (-
29.2% X 1.9%, p=0.045), respectively. Alfa angle: Increased alpha angle translates into more
fibrin production. Groups 3, 4, 5 and 9 all increased alpha angle compared to G6: (12.3% X -
8.5%, p= 0.045); (29.2% X -8.5%, p=0,031); (20.3% X -8.5%, p=0.02); (13.2% X -8.5%,
p=0.031), respectively. MAXVT (Maximum velocity time): Negative variation means less time
to maximum velocity. G8 performed better than G1 (-49.2% X -10%, p=0.02). Groups 2 and 5
performed better than G6; (-52.2% X -11.8%, p=0.013); (-49.6% X -11.8%, p=0.031), respec-
tively. AUC (Area under the curve): Greater area correlates with better clotting. G5 was better
than G2 with respect to the AUC (-9.3% X -21.7%, p=0.045). Interestingly, there were no sta-
tistically significant differences with respect to the maximum clot firmness (MCF). Intra-ab-
dominal blood loss was significantly less in groups 5 and 9 compared to groups 2 and 6. CON-
CLUSION: NFR fluid strategy impairs adequate coagulation compared to PH. That is partially
reversed by supplementary FXI1I and DDAVP. Furthermore, DDAVP potentiates the effect of
FXI11. PH reduces bleeding even without FXII1 or DDAVP administration.

Keywords: hemorrhagic shock, factor XIII, desmopressin, permissive hypotension,
hemorrhagic shock resuscitation
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1 Introducdo

O trauma € a principal causa de morte na populagéo até os 40 anos e a doenga com maior
impacto na reducdo da expectativa de vida da populagdo mundial. O choque hemorrégico é
responsavel por 30 a 40% das mortes por trauma, consistindo a causa mais comum de mortes
potencialmente evitaveis. Aproximadamente 50% dos pacientes que morrem durante as primei-

ras 24 horas ap6s traumatismos tém como causa de morte a hemorragia (1,2).

O controle répido do sangramento é a medida mais eficaz na abordagem do paciente
com choque hemorrégico. Protocolos de tratamento da hemorragia pos-trauma enfatizam a ra-
pida restauracao da perfusdo dos tecidos pela infusdo de grandes volumes de cristaloides, tais
como solucdo salina a 0,9% ou Ringer Lactato (3). Essa conduta eleva a pressao arterial (PA)
e, caso seja implementada antes do controle cirdrgico da hemorragia, provoca a ruptura dos
coagulos formados nos vasos lesados, podendo resultar em ressangramento (4). Demais meca-
nismos que poderiam provocar aumento do sangramento pela infuséo de cristaloides sdo: dilui-

cdo dos fatores da coagulacdo, aumento da presséo arterial, acidose e hipotermia (5,6).

A coagulopatia € evento primario no trauma e até 30% dos pacientes com sangramentos
graves ja chegam ao hospital com distdrbio de coagulacéo instalado, antes de receberem gran-
des volumes de liquidos ou estarem hipotérmicos (7). Estas alteracdes da hemostasia estariam
relacionadas, dentre outros fatores, a resposta inflamatéria desencadeada pelo trauma e pelo
choque. A lesdo e hipoperfusdo teciduais, além de interferirem nos processos da coagulagéo,

favorecem a fibrindlise e o consumo de fibrinogénio, através da ativacdo da proteina C (8,9).

As estratégias atuais de tratamento do choque hemorrégico tém como objetivo, além do
controle rapido do sangramento e da restauracdo da perfusédo, a abordagem precoce da coagu-
lopatia (10,11).

Medidas capazes de reduzir a mortalidade provocada pelo choque hemorragico e pela
coagulopatia pés-trauma sdo atualmente foco de varios estudos clinicos e experimentais (5). A
hipotensdo permissiva e 0 uso precoce de hemocomponentes (plasma fresco congelado, hema-
cias e plaquetas) constituem condutas sob investigagéo, visando evitar os efeitos deletérios da
administracdo excessiva de cristaloides e iniciar o tratamento precoce da coagulopatia relacio-
nada ao trauma (12-15). Algumas drogas que interferem na coagulacdo também estdo sendo
estudadas, dentre as quais o acido tranexamico, a desmopressina (DDAVP) e alguns fatores da

coagulacao.
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A DDAVP promove a liberagdo de fator VIII (FVIII) e do fator de von Willebrand

(FVYW), favorecendo a reducdo do sangramento (16).

O fator X111 (FXIII) exerce importante funcdo no processo de hemostasia catalisando as
ligacdes cruzadas das redes de fibrina, das membranas plaquetérias e das matrizes proteicas nos

coagulos, além de possuir atividade anti-fibrinolitica (17).

Estudo experimental demonstrou que a hipotensédo permissiva (HP) reduz o sangra-
mento de animais submetidos a choque hemorragico nao controlado, além de induzir a forma-
cdo de coagulos mais resistentes do que aqueles formados apds reposicao volémica normoten-
siva (RVN). Achados semelhantes foram obtidos com a infusdo de DDAVP uma hora antes da

inducdo da hemorragia (18).

Seguindo essa linha de pesquisa, 0 presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos
do FXIII utilizado isoladamente ou em associacdo a hipotensao permissiva e a8 DDAVP sobre

a hemostasia, em modelo de choque hemorragico nao controlado em coelhos.
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2 Revisdo da literatura

2.1 Coagulopatia no trauma

A coagulopatia é uma complicacdo grave que incide sobre pacientes com choque he-
morrégico e, as suas causas, tradicionalmente, sdo relacionadas a hemodiluicdo (coagulopatia
dilucional), a hipotermia e a acidose. O aumento do consumo dos fatores da coagulacdo e das
plaquetas também esta associado a coagulopatia do trauma. A teoria € de que a coagulopatia
configuraria complicacdo secundaria ao sangramento persistente e a infusdo excessiva de cris-
taloides, e que ocorre em fase mais tardia da evolucéo dos pacientes. Desta forma, os protocolos
de tratamento se baseiam no uso de hemocomponentes (plasma fresco congelado, plaquetas e

crioprecipitado) apds o diagndstico laboratorial do distdrbio da coagulacédo (9,19).

Apesar de estes fatores estarem associados as alteragdes no processo da coagulacéo,
estudos mais recentes demonstram que alguns pacientes ja estdo com coagulopatia instalada,
guando sdo admitidos na sala de emergéncia. Estudo retrospectivo envolvendo 1088 pacientes
traumatizados evidenciou que cerca de 25% deles apresentavam coagulopatia na admisséo. Es-
tes pacientes tiveram mortalidade significativamente maior quando comparados aqueles com
0s parametros de coagulacdo normais (46% x 10,9%, p< 0,001) (7). A coagulopatia ocorreu
com maior frequéncia em pacientes com traumas mais graves, sem se constatar relacdo direta
com o volume de liquidos infundidos. N&o foi estabelecida relacéo de causa e efeito neste tra-
balho, mas foi levantada a hipdtese da existéncia de correlacdo entre a resposta inflamatdria
relacionada ao trauma e as alteracdes da hemostasia observadas. Denominou-se este quadro de

coagulopatia traumatica aguda (CTA).

Outros estudos confirmaram a presenca deste quadro precoce de coagulopatia, numa
relacdo direta entre a ocorréncia da CTA e aumento da mortalidade. O diagndstico e tratamento

precoces estdo associados a redugdo destas mortes (20,21).

Embora vérios fatores estejam relacionados a etiologia da CTA, a lesdo tecidual associ-
ada a hipoperfusao, parece ser fundamental para desencadear as alteracGes que resultardo na
diminuicdo da atividade dos fatores da coagulacdo e hiperfibrinolise. Estas alteracfes podem

ocorrer mesmo na auséncia de infusdo excessiva de liquidos ou de hipotermia, sugerindo pro-
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cesso enddgeno (8). Os parametros da coagulacdo no atendimento pré-hospitalar de 45 pacien-
tes indicaram que 56% deles apresentavam coagulopatia na cena do acidente, sem nenhuma

influéncia das medidas de reanimacdo (22).

A ativacdo da via da proteina C parece exercer papel importante na CTA e permite
estabelecer ligacdo entre a coagulacao e a resposta inflamatdria ao trauma (9). Estudo prospec-
tivo com 203 vitimas de traumas demonstrou relacdo direta entre choque e a ativacéo da prote-
ina C. Os pacientes com lesGes mais graves e choque tiveram os maiores niveis plasmaticos de
proteina C ativada (PCa), resultando em inibicao dos fatores da coagulacdo (Va e VIlIa) e ati-
vacdo da fibrindlise (23). Resultados semelhantes foram obtidos em estudo prospectivo e mul-
ticéntrico, no qual pacientes com traumas mais graves e deficit de bases maior que -6, apresen-
taram niveis mais elevados de PCa e prolongamento do tempo de protombina (TP) bem como
do tempo de tromboplastina parcial (PTT). Além da reducdo da atividade dos fatores Vae Vllla,
reduziu-se ainda o nivel plasmatico de fibrinogénio (24). Outro estudo prospectivo com 110
pacientes traumatizados evidenciou que 20% apresentaram reducdo critica da atividade de pelo
menos um dos fatores da coagulacdo, especialmente do fator V. Estas alteracbes ocorreram
precocemente e sem relagdo com volume de liquidos administrados, sugerindo que a deficiéncia
dos fatores da coagulacdo também tem papel importante na fisiopatologia da CTA(25). Niveis
elevados de PCa provocam a reducdo dos niveis do inibidor do ativador de plasminogénio-1
(PAI-1) o que ira resultar em aumento da ativacdo da fibrindlise (8). O papel da hiperfibrindlise
na CTA é importante, pois nesta situacdo o paciente pode ndo apresentar deficiéncia da ativi-
dade dos fatores da coagulacdo, com implicagdes diretas no tratamento (26).

Apesar dos avancos cientificos, a fisiopatologia da CTA precisa ser melhor esclarecida
e muitos estudos ainda se fazem necessarios. Varios fatores desempenham papel relevante no
desenvolvimento da CTA: lesdo tecidual, choque, resposta inflamatoria, diluicdo e deplegéo
dos fatores da coagulacéo, hipotermia, acidose e fibrindlise. O entendimento do papel destes
fatores na instalacdo e manutencdo da CTA € a chave para o desenvolvimento de protocolos de
tratamento mais eficazes, incluindo medidas com o objetivo de reestabelecer ou melhorar a

coagulagdo dos pacientes com choque hemorragico (10-12).

2.2 Hipotensao permissiva

Desde a década de 60, a reanimagé&o dos pacientes vitimas de trauma em choque baseia-
se em reposicdo volémica agressiva com cristaloides (27). Esta conduta foi impulsionada pela
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experiéncia adquirida na Guerra do Vietna e reforgada na década de 80 pelo conceito de reani-
macao supranormal (28). Esta estratégia de reanimacdo baseada na infusdo excessiva de crista-
loides também foi preconizada pelo protocolo do ATLS® (Advanced Trauma Life Support)

em suas edicdes iniciais (3).

Os efeitos deletérios de uma reposicdo volémica agressiva sdo bem conhecidos e varias
complicacdes descritas: sindrome de angustia respiratéria do adulto, sindrome do comparti-
mento abdominal, edema cerebral, disfuncdo cardiaca, entre outras (29). A infusdo excessiva
de liquidos pode resultar, também, em aumento do sangramento pelos seguintes mecanismos:
aumento da pressao arterial (PA), diluicdo dos fatores de coagulacdo, reducdo da viscosidade
do sangue, instalacdo ou agravamento de hipotermia e deslocamento de coagulos aderidos no
sitio da lesdo. Todos estes fatores interferem negativamente na coagulacdo e estdo associados
a fisiopatologia da coagulopatia induzida pelo trauma (19,30).

As estratégias de reanimacdo que limitam a infusdo de liquidos em pacientes com he-
morragia ndo controlada, visam oferecer volume suficiente para manter perfuséo tecidual ade-
guada sem provocar aumento do sangramento. Entretanto, os niveis de pressao arterial adequa-

dos para atingir estes objetivos ainda ndo estdo definidos (31).

A reposicao volémica iniciada somente apds o controle da hemorragia em pacientes com
sangramento ativo foi preconizada em 1918. A justificativa para essa conduta era baseada no
receio de que infusdo excessiva de liquidos poderia resultar em aumento do sangramento (32).
Essa hipotese foi confirmada por meio de estudos em modelos animais (céaes, suinos, ovinos)
que evidenciaram aumento da hemorragia no tratamento de choque hemorréagico por reposi¢do
volémica agressiva. A infusdo de volume de forma mais criteriosa reduzia a mortalidade (33-
37).

Estudo envolvendo 598 pacientes vitimas de trauma penetrante no tronco e hipotensao
arterial (PA< 90 mmHg) destacou que os pacientes que receberam reposicao volémica normo-
tensiva desde o pré-hospitalar tiveram sobrevida pior (62% x 70%, p<0,04), maior taxa de com-
plicacdes e maior permanéncia hospitalar do que o grupo no qual a reposic¢ao volémica somente
foi iniciada apos o controle cirargico do sangramento. Apesar de a estratégia de reanimacao
utilizada (reanimacéo volémica retardada) ser diferente do conceito de hipotenséo permissiva,
este estudo comprovou que o0 conceito de reanimacgdo volémica agressiva vigente, parece nao

ser fundamental no tratamento do choque hemorréagico (38).
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Outro estudo clinico prospectivo, utilizando 55 pacientes com reanimagdo normotensiva
(PAS > 110 mmHg) e 55 pacientes reanimados com a hipotensao permissiva (PAS < 70 mmHg)
ndo encontrou diferenca na mortalidade entre os grupos. Os portadores de TCE foram excluidos
(39).

Estudo multicéntrico prospectivo envolvendo 1754 pacientes demonstrou que a quanti-
dade de liquidos infundida nas primeiras 24 horas estava diretamente relacionada a incidéncia
de complicagdes, principalmente, com a sindrome de angustia respiratoria do adulto e sindrome
de compartimento abdominal. A reanimacdo volémica agressiva também estava associada a
permanéncia hospitalar mais prolongada e internagdo em unidade de terapia intensiva. Nao se

detectou relacdo entre volume de liquido administrado e mortalidade neste estudo (40).

Estudo prospectivo e randomizado avaliou os efeitos da hipotensdo permissiva e reani-
macao normotensiva no tratamento de vitimas de traumatismos penetrantes e contusos. Os pa-
cientes do grupo com hipotenséo permissiva (pressdo arterial média = 50 mmHg) tiveram me-
nos mortalidade no pds- operatério imediato, menor tendéncia a desenvolver coagulopatia e
receberam quantidade menor de hemocomponentes. Trata-se de analise preliminar com amostra
de 90 pacientes e predominio de pacientes com traumas contusos e indice de gravidade (ISS —

Injury Severity Score) maior no grupo com reanimacgao normotensiva (41).

E descrita uma limitag&o relacionada & abordagem por hipotensio permissiva em paci-
entes com trauma cranio-encefalico (TCE). Nestes pacientes os niveis pressoricos mais baixos
poderiam reduzir a pressao de perfusdo cerebral e consequentemente contribuir para a instala-
cdo ou agravamento da lesdo cerebral secundaria (42). A manutencdo da pressdo de perfusao

cerebral acima de 70 mmHg reduziu a mortalidade em pacientes vitimas de TCE (43).

Uma avaliagéo da perfuséo tecidual com microesferas em modelo de hemorragia néo
controlada em ratos demonstrou que a hipotensdo permissiva reduziu o sangramento intra-ab-

dominal sem comprometimento da perfusdo tecidual, incluindo o cérebro (44).

Existe tendéncia na literatura a restringir o volume de liquidos infundidos na reanimacéo
dos pacientes com hemorragia ndo controlada. O protocolo do ATLS® em sua ultima edigdo
recomenda a reducéo da dose inicial de cristaloides de 2000 ml para 1000 ml e sugere reposicéo
de liquidos menos agressiva do que a recomendada nas edi¢oes anteriores (45).
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2.3 Fator XIII

O FXIII, conhecido também como fator de Laki-Lorand, foi denominado inicialmente
fator de estabilizacdo da fibrina, baseado na primeira descricdo da sua fungéo (46). Em 1960
foi relatado o primeiro caso de deficiéncia congénita de FXIII. O paciente apresentava distur-
bios graves da coagulacdo; entretanto, sO se observaram as alteracdes laboratoriais por meio da
tromboelastometria e do teste de solubilidade do codgulo, métodos ainda utilizados nos dias de

hoje para avaliar o FXIII (47).

A estrutura geral do FXIII ¢ tetraédrica (FXI11-A2B2). Sua forma inativa esta presente
no plasma (FXI11-A2B2) e apds acdo da trombina, na presenca de calcio e fibrina, sofre disso-
ciacdo das sub-unidades B, provocando alteragdes conformacionais e ativagdo. A sub-unidade
B2 desempenha fun¢des de estabilizacdo e transporte da sub-unidade hidrofébica A2 no ambi-
ente aquoso do plasma, além de reduzir a degradacao e a inativacdo do FXII1-A2 por proteases,
prolongando sua presenca na circulacdo (48). A sub-unidade B2 é, também, responsavel pela
apresentacdo do FXIII ativado ao polimero de fibrina, iniciando o processo de ligagao cruzada.
A producdo da sub-unidade B2 ocorre principalmente no figado, ao passo que, a sub-unidade
A2 é produzida pelos megacariocitos e mondcitos. Aproximadamente 50% de todo o FXIII do

sangue encontram-se nas plaquetas (49,50).

O FXIII plasmatico ativado (FXII1-a) catalisa a formacdo de ligacBes cruzadas na mo-
Iécula de fibrina e em outras proteinas alvo que possuem residuos de glutamina e lisina. Tam-
bém forma ligagdes covalentes com o2-anti-plasmina e com o inibidor de fibrin6lise ativado
pela trombina (TAFI), levando & producdo de coagulos mais estaveis e mais resistentes a de-
gradacdo pela plasmina. Ainda no plasma e no espaco subendotelial, o FXIII é responsavel por
ligacGes cruzadas com o fator de von Willebrand, vitronectina, fibronectina, fator V da coagu-

lagcdo, PAI-1, trombospondina e colageno (48).

No espaco intracelular, o FXIII existe como homodimero (FXIII-A2) imunologica-
mente idéntico ao FXII1-A2 presente no plasma, mas diferentemente do FXIII plasmatico, sua
ativacdo é independente da trombina. H4 mudanca conformacional, ndo proteolitica, por au-

mento do célcio intracelular na presenca dos substratos alvo (17).

No citosol das plaquetas e das células do endotélio vascular, o FXIIl desempenha im-

portante papel nas fun¢Ges hemostéticas e de cicatrizagcdo. Atuando sobre os substratos miosina,
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actina, vinculina e filamina, o FXIII induz remodelagéo no citoesqueleto das plaquetas contri-
buindo para adesdo, agregacao e contratilidade. No citosol dos mondécitos/macréfagos o FXIII-
A2 participa da fagocitose mediada por receptores do tipo Fcy e complemento. Nos leucécitos

o FXIII participa do processo de recrutamento, fagocitose e atividade das proteases (17).

O FXIII constitui uma proteina com multiplas funcdes intra e extra-celulares. Além da
estabilizacdo das ligacdes de fibrina no coagulo e da sua atividade anti-fibrinolitica, o FXIII
tem papel importante na manutencdo da gravidez, na cicatrizagdo de feridas e na angiogénese.
Foi demonstrado, ainda, que o FXIII atua na permeabilidade vascular, no desenvolvimento de
0ssos e cartilagens além de possuir efeitos cardioprotetores. No espaco intra-celular o FXIII

tem atividade enzimatica no citosol das plaquetas, macrofagos e células dendriticas (17,51).

A deficiéncia congénita do FXIII provoca sangramento grave, prejudica a cicatrizacdo
das feridas e aumenta a incidéncia de abortos espontaneos. A principal causa de morbimortali-
dade nos casos de deficiéncia congénita é a hemorragia intracraniana, podendo ocorrer em até
25 a 30% dos casos, incidéncia maior do que na hemofilia A ou B. Quando héa deficiéncia do
FXII1, os coagulos formados degradam-se em aproximadamente 24 a 48h devido as fracas li-
gacdes cruzadas da fibrina, podendo ocorrer ressangramento no pés-operatdrio. Quadros clini-

cos graves podem ser observados quando a concentracdo do FXIII é inferior a 1% (49,52).

A deficiéncia adquirida do FXIII é bem mais comum do que a congénita e ocorre mais
frequentemente em pessoas acima dos 50 anos. Essa deficiéncia atribui-se mais a formacéo de
auto-anticorpo, o qual se liga ao FXIII no plasma e interfere em sua funcdo normal (52). A
deficiéncia adquirida do FXIII pode cursar com hemorragia grave, hematomas espontaneos ou
poOs-traumaticos, ou ainda, complicar a situacdo clinica subjacente quais sejam: lipus eritema-
toso sistémico, leucemias, doenca hepatica grave, coagulacdo intravascular disseminada e do-
encas inflamatdrias intestinais. Inducéo de inibidores do FXIII pode ocorrer em associa¢do ao

uso de substancias como penicilina, fenitoina e isoniazida (53).

N&o é facil obter o diagndstico das deficiéncias do FXIII, uma vez que os testes atuais
ndo séo sensiveis o suficiente para detectar niveis de atividade menores que 5%. Como niveis
plasmaticos entre 5 e 30% parecem suficientes para prevenir hemorragia espontanea, torna-se
crucial o desenvolvimento de testes com sensibilidade para detectar os niveis baixos desse fator
(52). Nas deficiéncias adquiridas, os niveis plasmaticos do FXII1 variam de 50 a 75% do normal
e, nas formas congénitas graves, apresentam-se abaixo de 1%. Testes comumente utilizados na

avaliacdo da coagulagédo, como por exemplo, tempo de protrombina, tempo de tromboplastina
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parcial ativado, nivel de fibrinogénio, tempo de sangria, e a contagem de plaguetas s&o normais
em pacientes com deficiéncia de FXIII. Isto ocorre porque as ligagdes cruzadas com a fibrina
ocorrem apdés a formacao inicial do coagulo (54,55). Para o diagnostico qualitativo da defici-
éncia utiliza-se o teste da lise do coagulo pela ureia; entretanto, este teste somente é sensivel
em niveis de atividade do FXIII proximos de zero e estard normal caso a atividade do FXIII
atinja valores maiores que 1% (52). Existem testes especificos para a dosagem quantitativa da

atividade FXIII no plasma que utilizam técnicas imunologicas (ELISA) ou radioisotopos (54).

A tromboelastometria (TEM) também tem sido utilizada para avaliar a atividade do Fa-
tor X111 em situacgdes clinicas e experimentais. Estudo in vitro que utilizou amostras de sangue
total, demonstrou que a inibicdo da atividade do FXIII com anticorpo policlonal resultou em
agravamento dos parametros da coagulacdo avaliados pela TEM. Foi observado aumento do
tempo para inicio da coagulacéo, reducdo da forca do coagulo e aumento da atividade fibrino-
litica (56). A adicdo de concentrado de FXIII a amostras de plasma com deficiéncia deste fator
induz melhora dos parametros da coagulacdo avaliados pela TEM (57). Estudo semelhante com
amostras de sangue de 90 pacientes criticos e suplementacdo in vitro de FXII1, detectou melhora
na forca maxima e na estabilidade do coagulo ap6s adi¢do de doses supra-fisioldgicas de FXIII
(58). A cinética da coagulacdo avaliada por meio da TEM demonstrou que a adicdo de um
anticorpo anti-FXI1I ao plasma resultou em reducdo da forca do coagulo. Quando as amostras
de plasma com o anticorpo anti-FXIIl foram comparadas a amostras de pacientes com defici-

éncia de FXIII, ndo ocorreram diferengas no padrdo da coagulagéo (59).

O tratamento das deficiéncias de FXIII inclui a transfuséo de plasma fresco congelado
e crioprecipitado. Atualmente, além dessas op¢des, existe 0 concentrado pasteurizado de FXIII
derivado do plasma (Fibrogamin P®, CSL Behring, Marburg, Alemanha) nas doses de 10 a 35
U/kg. Tratamento realizado com o Fibrogamin P® resulta em normalizacdo do padréo de coa-
gulacdo avaliado pela tromboelastometria. Como a vida média do FXIII é longa (5 a 11 dias)
0s esquemas de profilaxia com qualquer das modalidades descritas sdo 0s seguintes: plasma
fresco congelado 10 ml/kg a cada 4 a 6 semanas, crioprecipitado uma bolsa para cada 10-20kg

a cada 3 a 4 semanas, Fibrogamin P® 10 a 35 U/kg a cada 4 ou 6 semanas (52).

O prognostico da deficiéncia do FXI11 é razoavelmente bom. Apesar do risco aumentado
de hemorragia apresentado pelos pacientes por toda a vida, a profilaxia com plasma, criopreci-

pitado ou Fibrogamin® apresenta boa resposta.
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2.4 Desmopressina

A 1-deamino-8- D-arginina-vasopressina (Desmopressina) é analogo sintético do hor-
monio anti-diurético (Vasopressina). Por alteracbes moleculares, seu efeito é minimo nos re-
ceptores V1 presentes na musculatura lisa, com agdo principalmente nos receptores V2, presen-
tes no sistema excretor renal e responsaveis pelo efeito anti-diurético. Por este motivo, a
DDAVP tem ac¢do anti-diurética e ndo provoca a contracdo dos vasos e musculos lisos, resul-

tando em auséncia de efeitos cardiovasculares observados com o uso de Vasopressina (60,61).

A DDAVP aumenta os niveis plasmaticos do FvW, do FVIII e do ativador de plasmi-
nogénio tecidual (t-PA). O aumento dos niveis de t-PA ndo resulta em uma atividade pro-fibri-
nolitica relacionada a DDAVP, devido ao aumento do t-PA ser transitorio e da ac¢do da a2-
antiplasmina (16). A agdo da DDAVP sobre o FvW e t-PA parece ocorrer diretamente sobre o
endotélio, resultando na liberacdo destas substancias, ao passo que 0s mecanismos de acdo da
DDAVP sobre o FVIII plasmatico ainda ndo se acham totalmente esclarecidos. O FVIII circula
ligado ao FVW e tem uma meia vida plasmatica muito curta. O aumento do FvW leva a aumento
da concentracdo de FVIII circulante. A DDAVP ndo tem acdo sobre a agregacdo plaquetaria,

mas aumenta a adesdo das plaquetas no endotélio lesado (16,62).

A DDAVP foi usado clinicamente pela primeira vez em 1977, com o objetivo de reduzir
a necessidade de hemocomponentes em pacientes com Doenca de von Willebrand (DvW) ou
em portadores de hemofilia A submetidos a tratamentos cirargicos ou odontoldgicos. Desde
entdo a DDAVP tem sido utilizado em varias situaces clinicas, incluindo: DvW , formas leves
de hemofilia A, distarbios plaquetarios adquiridos ou congénitos, sangramentos relacionados a
uremia, cirrose hepatica e profilaxia ou tratamento em situacdes com risco mais grave de san-
gramento (60,63-65).

Estudo controlado e randomizado atestou que o uso profilatico de DDAVP em cirurgias
cardiacas reduziu o risco de sangramento peri-operatorio e no pos-operatério imediato em cerca

de 40% (66). Esses resultados ndo foram confirmados em estudos subsequentes.

Os resultados dos estudos que avaliam os beneficios do uso profilatico da DDAVP para
reduzir o sangramento em cirurgias sao controversos, sendo que a maioria dos trabalhos nao
demonstra o beneficio de seu uso em situagdes diversas, tais como: cirurgias ortopedicas, plas-

ticas, vasculares e tratamento de queimados. Pacientes operados em uso de aspirina, portadores
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da DvW e com reducdo da amplitude do coagulo (menor que 50 mm) identificada pela TEM,
acusaram reducdo do sangramento operatorio apos o uso da DDAVP (64,67).

Uma revisao sistematica da literatura, abrangendo 17 estudos duplo-cegos e com grupo
controle envolvendo 1171 pacientes submetidos a cirurgia cardiaca concluiu que 0s pacientes
que receberam DDAVP apresentaram menos sangramento pos-operatorio em relacéo aos paci-
entes que receberam placebo, porém a DDAVP néo foi capaz de reduzir a necessidade de he-

motransfusdes (68).

Um estudo com 28 trabalhos e 2488 pacientes (ndo vitimas de trauma) avaliou 0 uso
profilatico da DDAVP com objetivo de reduzir o sangramento e a necessidade de hemotrans-
fusbes em cirurgias, tendo chegado a conclusdo que a DDAVP reduziu a perda sanguinea em
cerca de 80ml/paciente e a quantidade de hemocomponentes em 0,3 unidades/paciente, sem

interferir na proporcao de pacientes que necessitaram de hemotransfusédo (69).

Atualmente as indicacOes para o uso da DDAVP se limitam aos pacientes portadores de
hemofilia A leve, DVW ou com disfuncdo plaquetaria (uso de anti-agregante plaquetario ou

plaquetopatias congénitas). A dose recomendada é de 0,3ug/kg por via endovenosa (63,70).

Hé& poucos trabalhos na literatura sobre o uso de DDAVP no trauma, sendo 0s estudos
disponiveis experimentais. Em modelo de choque ndo controlado em ratos, o uso de drogas pro-
coagulantes (aprotinina, &cido aminocaproico e acido tranexamico), de forma isolada ou asso-
ciadas a DDAVP em diferentes esquemas, ndo evidenciou nenhum efeito destas drogas no vo-

lume do sangramento, nem sequer no tempo de mortalidade dos animais (71).

Estudo experimental utilizando modelo de choque ndo controlado em coelhos demons-
trou que a hipotensdo permissiva reduziu a perda sanguinea e resultou em coagulos com maior
agregacéo fibrino-plaquetéria & microscopia eletronica. A infusdo de DDAVP antes do choque
resultou em menor sangramento intra-abdominal e em tempo menor para a formagéo do coagulo
na TEM. Estes resultados foram observados somente nos animais que receberam reposicéo vo-

I[émica normotensiva (18).

2.5 Tromboelastografia / tromboelastometria

O termo tromboelastografia (TEG) € usado para descrever o registro grafico resultante
da medida das variagOes da viscoelasticidade do sangue durante o processo de polimerizagao
da fibrina descrito por Hartert em 1948 (72).
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A aplicabilidade deste exame na prética clinica ficou restrita por cerca de sessenta anos
por limitagOes tecnoldgicas. Os avancos na padronizacao da TEG, aliados ao desenvolvimento
de programas de computacao e digitalizacdo e da possibilidade da realizacdo do exame com

aparelhos portateis, tornaram o método cada vez mais difundido (73).

Em 1996 o termo tromboelastografia (TEG) tornou-se marca registrada da Haemoscope
Corporation (Estados Unidos) e desde entdo na literatura este termo é empregado para a descri-
cdo de exames realizados por aparelhos da Haemoscope. Posteriormente, a empresa Penta-
pharm GmbH (Alemanha) passou a utilizar o termo tromboelastometria para se referir ao pro-
cesso de analise de seu aparelho chamado ROTEM®, o qual utiliza 0s mesmos principios. Por-
tanto, os termos tromboelastometria e tromboelastografia referem-se a processos de analise se-
melhantes com utilizag&o de equipamentos distintos (74). O aparelho utilizado neste estudo foi
0 ROTEM®), e por este motivo, sera utilizado o termo tromboelastometria. Cada parametro da
TEM representa fase distinta da coagulacdo de forma que na pratica clinica o tratamento possa
ser direcionado para o disturbio ou deficiéncia especifica (75). Por exemplo, tempo de coagu-
lagéo (CT - clot time) aumentado talvez indique deficiéncia de fatores de coagulacdo que podem
ser repostos mediante a utilizacdo de plasma. Outra causa de aumento do CT é o uso de heparina
que pode ser tratada com sulfato de protamina. Reducao do angulo a pode indicar reducgao do
fibrinogénio e a necessidade de uso de crioprecipitado. Reduc¢do da forca do coagulo (MCF -
maximum clot firmnesss) pode ser resultante de disfuncdo plaquetéaria, indicando a transfuséo
de plaquetas ou até mesmo o uso de DDAVP. Nas situacdes em que a TEM indica anormalida-
des relacionadas as plaguetas ou ao fibrinogénio as causas podem ser qualitativas ou quantita-
tivas; infere-se, pois, que a dosagem das plaquetas ou da concentracdo de fibrinogénio é impor-
tante nestes casos (73,74,76,77).

A principal vantagem da TEM é que ela fornece informacdes dinamicas de todo o pro-
cesso de coagulacédo, desde a iniciagdo do codgulo até a fibrindlise, permitindo identificar em
qual fase da coagulacdo acha-se o problema. Atualmente € bem conhecida a importancia da
hiperfibrinolise como causa de sangramento persistente em pacientes traumatizados. Nesses
casos, 0 tratamento sera feito com drogas antifibrinoliticas, evitando-se o0 uso desnecessario de

plasma (78).

A associacgéo entre os resultados da TEM e os testes normalmente utilizados no coagu-
lograma (PTTa: tempo de tromboplastina parcial ativado, TP: tempo de protrombina e RNI:

razdo normalizada internacional) é fraca. Isto se deve a varios fatores, mas sobretudo, pelo fato
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de os testes do coagulograma serem realizados apenas com o plasma, portanto, ndo refletindo
todo o processo de coagulacdo ante a presenca das células no sangue total “in vivo ”’(30,77). A
TEM oferece visao global do processo de coagulacao, incluindo a dinamica da interacdo entre
as plaguetas e os fatores de coagulacdo, enquanto a avaliacdo do coagulograma é fragmentada
e se correlaciona apenas com a inicializa¢do do coagulo, ndo se avaliando a cinética nem a forca
do codgulo formado. Além disto, os resultados da TEM podem ser obtidos mais rapidamente

que os testes de laboratorio, eventualmente a beira do leito do paciente (19,79-81).

O reconhecimento da coagulopatia como evento primario e que provoca aumento da
mortalidade em pacientes traumatizados, justifica a preocupacdo com a abordagem precoce
desta complicacéo (7,19,20). Por isso, a TEM vem sendo usada por varios grupos tanto para o
diagndstico quanto para orientar o tratamento dos disturbios da coagulacéo. Varios estudos em
pacientes traumatizados apontaram que os resultados da TEM tém correlagéo com os testes de
coagulacdo normalmente utilizados, tendo sido capazes de predizer a necessidade de hemo-
transfusdes e de correlacionar alteracdes de alguns parametros com o aumento da mortalidade
(80-85).
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3 Material e métodos

3.1 Animais

Para o experimento foram utilizados 54 coelhos machos (O. cuniculus) com peso mi-

nimo de 2,0 kg.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os principios éticos de expe-
rimentacéo animal, inseridos no projeto aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (CETEA/UFMG) em 14/12/2010 conforme
protocolo de n° 261/2010.

Os animais foram mantidos no biotério central da Faculdade de Medicina da Universi-
dade Federal de Minas Gerais (UFMG) alojados individualmente em gaiolas de 80 x 50 x 40

cm e alimentados com racdo (Purina®) e dgua ad libitum até 0 momento do experimento.

3.1.1 Distribuicdo dos animais em grupos

Utilizou-se uma tabela de numeros aleatérios para distribuir os animais em 9 grupos

com seis animais em cada.

e Grupo 1 (G1) — Sham: submetidos a anestesia, traqueostomia, canulacdo vascu-
lar, monitorizagéo, laparotomia, dissec¢do da aorta infra-renal sem a instalagéo

do sangramento pela lesdo adrtica e laparorrafia.

e Grupo 2 (G2) — FXIHI mais reposicdo volémica normotensiva (FXIII / RVN):
submetidos aos mesmos procedimentos descritos para o0 grupo 1, acrescido de
choque hemorragico por meio de lesdo padronizada na aorta infra-renal, imedi-
atamente seguida de laparorrafia. Quinze minutos ap6s o inicio do choque ini-
ciou-se a reposicao volémica com solugdo de Ringer lactato (RL) objetivando
normalizar a pressao arterial média (PAM). Alem disso, no mesmo momento, 0S
animais desse grupo receberam 35 U/kg de FXIII -Fibrogamin®-(CSL Bhering

GmbH, Marburg, Alemanha) por via endovenosa.

e Grupo 3 (G3) — FXIII mais hipotensdo permissiva (FXII1 / HP): submetidos aos
mesmos procedimentos descritos para o grupo 2, exceto pela reposi¢éo volémica

gue neste grupo teve como objetivo a manutencdo da PAM entre 45 e 50 mmHg
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durante a fase de reanimagéo (aproximadamente 60% da PAM basal dos ani-

mais).

e Grupo 4 (G4) — FXIIl e DDAVP mais reposic¢ao volémica normotensiva (FXIII
/ DDAVP / RVN): submetidos aos mesmos procedimentos descritos para o
grupo 2 com adi¢do de acetato de desmopressina-4 mcg/ml — DDAVP® (Ferring
Pharmaceuticals, Limhamn, Suécia) na dose de 0.3 pg/kg por via endovenosa

em bolus 15 minutos ap6s o inicio do choque hemorrégico.

e Grupo 5 (G5) — FXIIl e DDAVP mais hipotensdo permissiva (FXII1 / DDAVP
/ HP): submetidos aos mesmos procedimentos descritos para o grupo 3, com
adicéo de acetato de desmopressina-4 mcg/ml — DDAVP® (Ferring Pharmaceu-
ticals, Limhamn, Suécia) na dose de 0.3 pg/kg por via endovenosa em bolus 15

minutos ap6s o inicio do chogue hemorragico.

e Grupo 6 (G6) — Reposicdo volémica normotensiva (RVN): submetidos ao pro-
cedimento para instalagdo de choque hemorrégico e reposic¢ao volémica com RL
objetivando normalizar a PAM. N&o foram administradas drogas neste grupo.

e Grupo 7 (G7) — FXIII sem choque: submetidos aos mesmos procedimentos des-
critos para o grupo 1, seguidos da administracdo de 35 U/kg de FXIII (Fibroga-

min®) por via endovenosa.

e Grupo 8 (G8) — FXIII mais DDAVP sem choque: submetidos aos mesmos pro-
cedimentos descritos para o grupo 1, seguidos da administracdo de 35 U/Kg de
FXII1 (Fibrogamin®) e acetato de desmopressina 4 mcg/ml — DDAVP® (Fer-
ring Pharmaceuticals, Limhamn, Suécia) na dose de 0.3 pg/kg por via endove-

nosa.

e Grupo 9 (G9) — hipotensao permissiva sem drogas (HP): submetidos ao proce-
dimento para instalagdo de choque hemorragico e reposi¢do volémica com Rin-
ger Lactato com o objetivo de manter a PAM entre 45 e 50 mmHg durante a fase
de reanimacéo (aproximadamente 60% da PAM basal dos animais). Nao foram

administradas drogas neste grupo.

O periodo de 15 minutos entre a instalacdo do choque e o inicio da reanimacao, independente-
mente da estratégia de reanimacdo utilizada, deve-se ao tempo médio gasto pelas equipes de
atendimento pré-hospitalar para chegar até a vitima.
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Figura 1 — Fases do experimento

A fase de reposicdo volémica teve duracdo de 90 minutos e o tempo total do experi-
mento 105 minutos, incluindo o periodo sem intervencdo ap6s o inicio do choque (15 minutos).
Esses tempos foram escolhidos para simular os tempos médios que ocorrem nos acidentes com
humanos, ou seja, 15 minutos entre o acidente e a chegada do atendimento pré-hospitalar, e 90
minutos compreendendo o tempo de transporte até o hospital e de atendimento na sala de emer-
géncia. O tempo total do experimento é compativel, portanto, com o tempo médio desde 0 mo-

mento do trauma até a sala de operacdes em situacdes reais (Figura 1).

3.2 Anestesia

Os animais foram inicialmente anestesiados com 60 mg/kg de Cloridrato de Cetamina
(Rhobifarma, Hortolandia, SP, Brasil) e 8 mg/kg de Cloridrato de Xilazina 2% (Rhobifarma,
Hortolandia, SP, Brasil) por via intramuscular. Durante o experimento, doses adicionais (15
mg/kg de Cetamina e 2 mg/kg de Xilazina) foram administradas por via endovenosa de acordo

com a necessidade.

3.3 Procedimento cirargico

3.3.1 Preparacdo das areas a serem operadas

Os animais foram posicionados em decubito dorsal e realizada a tonsura dos pelos das
regibes cervical e abdominal. Em seguida, as areas a serem operadas foram degermadas com

povinilpirrolidona iodo a 1% (Cincord Sul Quimica e Farmacéutica, Ribeirdo Preto, SP).
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3.3.2 Traqueostomia, acessos Venosos, exames basais e monitorizagéo

Por meio de uma incisdo de 10 mm na regiéo cervical realizou-se a tragueostomia com
colocacédo de segmento de cateter de silicone n°® 12 (Becton Dickson, Juiz de Fora, MG). Em
seguida foram dissecados os seguintes vasos: veia jugular interna direita (VJID) e artéria caro-
tida comum direita (ACD). Os vasos foram canulados com cateter de polietileno (PE-10) (Clay
Adams, Becton Dickinson, Sparks, MD, EUA) de 10 cm de comprimento e previamente pre-
enchidos com 1ml de RL. Né&o se utilizou heparina em nenhum momento. A VJID foi utilizada
para infusdo de liquidos e a ACD para monitorizacao da pressao intra-arterial (P1A) e obtencéo
de amostras de sangue para analises. O cateter posicionado na ACD foi conectado a transdutor
de pressé@o (Gould Statham, Cleveland, OH, EUA) para monitorizacdo da PIA em sistema de
monitorizagdo continua (Pro-Pac Protocol Systems, Beaverton, OR, EUA). Os dados foram
armazenados eletronicamente (IBM Personal Computer, Akron OH, EUA), utilizando “sof-

tware” especifico (DATAQ Instruments, Inc. Software, Akron, OH, EUA).

Apds periodo de estabilizacdo de 5 minutos colheram-se 3ml de sangue arterial por meio
de seringas de 1 ml que foram imediatamente transferidos para um tubo de microcoleta (3ml) a
vacuo (MiniCollect — Vacuette, Monroe, EUA) contendo citrato como anticoagulante. A amos-
tra foi utilizada para a realizacdo da TEM. Ao longo de todo o procedimento os animais foram

mantidos em colchdo térmico a 37°C e a temperatura corporal monitorizada por via retal.

3.3.3 Procedimento abdominal e lesdo da aorta

Apbs laparotomia mediana de 4 cm, a aorta infra-renal foi dissecada e exposta. Em se-
guida, fez-se sutura continua em bolsa nas bordas da laparotomia com fio de naylon (Mo-
nonylon 2-0, Brasuture, Londrina, PR), sem fechar a cavidade abdominal. Na parede lateral
esquerda da aorta infra-renal foi realizada lesdo puntiforme, ndo transfixante, com agulha cali-
bre 16G (Becton Dickinson Ind. Cirlrgica Ltda. Curitiba, PR, Brasil). O momento da perfura-
cao da aorta foi considerado o tempo zero (TO) do experimento. Imediatamente apos a lesao, as
extremidades do fio utilizado na sutura continua realizada previamente foram tracionadas, fe-

chando a cavidade abdominal.
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3.3.4 Fase de chogque hemorragico e reposi¢cdo volémica

A PAM foi registrada continuamente e anotada a cada cinco minutos. Somente foram
incluidos no estudo animais que permaneceram vivos, com respiracao espontanea, por 10 mi-
nutos apds a lesdo da aorta. Todos os animais mortos antes do final do experimento foram
substituidos e necropsiados. A reposicao volémica foi com RL infundido através do cateter da
VJID, por meio de bomba de infuséo (Stoelting Co. Wood Dale, IL, EUA), iniciada 15 minutos
apos a lesdo. O volume total de RL infundido em cada animal foi determinado pela PAM a ser
obtida nos diferentes grupos e a infusdo mantida por 90 minutos de forma a manter os valores
pressoricos basais nos grupos de RVN e 60% dos valores basais nos grupos de HP. O FXIII
isolado ou associado a DDAVP foi administrado por via endovenosa nos animais randomizados
para receberem estas drogas.

Ao final do experimento (105 minutos ap6s a lesdo) recolheram-se novas amostras de
sangue por meio do cateter posicionado na ACD visando a realiza¢do de nova TEM.

3.3.5 Procedimentos abdominais ap0s a reposi¢éo volémica.

Imediatamente apds a obtencdo das amostras de sangue, 0s pontos da parede abdominal
foram retirados permitindo-se acessar a cavidade abdominal. Todo o sangue na cavidade foi
retirado com o uso de gazes e o volume do sangramento abdominal foi calculado por meio da
diferenca entre 0 peso das gazes secas comparado ao das gazes embebidas de sangue. As gazes
foram pesadas em balanca eletrénica de precisdo (EK 1200A, A & D Company, Japdo). O co-
agulo mais proximo da lesdo na artéria aorta foi retirado e um fragmento de 2 x 2 mm fixado
em solugdo de glutaraldeido a 2,5% com tampéo fosfato 0,1M por 12 h a 4°C e encaminhado
para estudo de microscopia eletronica. Ao final do experimento os animais foram sacrificados

por sangria ainda sob anestesia geral.

3.4 Tromboelastometria

A TEM avalia as alteragdes da viscoelasticidade do sangue durante o processo de coagulagao
as quais sdo traduzidas num registro grafico. Uma amostra de sangue, com ou sem citrato, é
colocada em uma cuveta a 37 C° e mantida em contato com um pino (sensor) com uma oscila-
¢do continua entre ambos num angulo de 4°45°. A medida que a fibrina vai sendo formada en-
tre 0 pino e a cuveta, as alteracdes da viscoelasticidade do codgulo sdo detectadas e um regis-
tro grafico é gerado. Os pardmetros da TEM mais frequentemente utilizados s&o (Figura 2):
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CT (clot time): intervalo de tempo em segundos desde o inicio do teste até o
inicio da coagulacao (quando a curva atinge 2 mm de amplitude), reflete o tempo

gasto para a geracéo de fibrina e a atividade dos fatores de coagulagéo.

CFT (clot formation time): tempo em segundos entre o inicio da coagulacédo até
a curva atingir a amplitude de 20 mm. Representa a cinética de formagdo do

coéagulo.

Angulo alfa (ALFA): medida em graus do angulo formado entre a linha de base
e a tangente da curva com 2 mm de amplitude. Indica também a aceleracdo e a
cinética da formacéo do coagulo e da rede de fibrina de modo a que quanto maior

0 angulo, maior sera a taxa de geracdo de fibrina.

A10: amplitude do coagulo em milimetros 10 minutos ap6s o inicio da coagula-
cao

MCF (maximum clot firmness): é o ponto de maior amplitude da curva medido
em milimetros e representa a forca méxima do coagulo, refletindo a interacéo

entre as plaquetas e a rede de fibrina. Esta diretamente relacionado a concentra-

cao e funcdo plaquetaria e a quantidade de fibrinogénio

MCFT (maximum clot firmness time): tempo gasto em segundos para a curva
atingir a amplitude maxima
MAXYV (maximum velocity): mede e velocidade ou a taxa maxima de formacéo

do coagulo em milimetros/segundo

MAXVT (maximum velocity time): tempo em segundos gasto para a reacdo atin-

gir a velocidade maxima

AUC (area under the curve): calculo integral da area sob a curva da reacao ate

atingir o MCF, tem relagéo direta com o MCF

LI30 (lyses index): indice de lise do coagulo aos 30 minutos, é calculado em
funcéo da reducédo da amplitude aos 30 minutos em relacdo a amplitude maxima

e reflete a atividade fibrinolitica

ML (maximum lysis): lise maxima do coagulo em milimetros



29
Material e métodos

Fonte: David JS et al, Anesthesiology 2013, 119(1): 191-200 (76)
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Figura 2 — Parametros da tromboelastometria

O aparelho utilizado para a realizacdo da tromboelastometria foi 0 ROTEM® (Penta-
pharm,Munich,Germany). As amostras para a tromboelastometria foram colhidas com seringas
de 1 ml e imediatamente transferidas para tubo de microcoleta (3ml) a vacuo (MiniCollect -
Vacuette, Monroe, EUA) contendo citrato como anticoagulante, de forma a ndo ocorrer coagu-
lacdo da amostra. Ap6s um periodo de 15 a 30 minutos iniciamos a analise no tromboelastéme-
tro. O Unico teste utilizado foi o NATEM® (Non-activated TEM), sem adi¢do de ativador da
coagulacdo. Neste teste, a coagulacgdo se inicia por recalcificacdo da amostra de sangue e ativa-
cao espontanea por contato. Todas as analises foram realizadas conforme as recomendag6es do

fabricante.

Para a interpretacdo dos resultados da TEM deve-se considerar que todas as analises
realizadas levaram em consideracdo a variacao percentual do valor final em rela¢do ao valor
inicial. VValores negativos indicam reducdo no valor do parametro avaliado (valor inicial > valor
final). Valores positivos indicam aumento do valor do parametro estudado (valor inicial<valor
final). Por exemplo, na tabela 1, o parametro CT do G1 mostra variacdo percentual (final-ini-
cial) de -6,7, ou seja, houve uma reducdo de 6,7% deste pardmetro. Da mesma forma, no G9
houve reducgéo de 40,7% em relacéo aos valores iniciais do CT.

O significado desses valores em relacdo a coagulacdo depende do pardmetro estudado.
O CT (clot time) mede o tempo (em segundos) entre o inicio do teste e o inicio formacdo do
codgulo. Portanto, infere-se que, quanto menor este tempo, maior a coagulabilidade. O ALFA
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reflete a cinética da formacao do coagulo e, portanto, quanto maior o angulo, maior a taxa de
geragdo de fibrina. O MCF (maximum clot firmnesss) € a amplitude maxima do coagulo medida
em milimetros quanto maior o MCF, mais resistente € o codgulo. O MAXVT ¢é medida que
indica o tempo gasto em segundos para a coagulacao atingir a velocidade méxima. Portanto,
quanto menor o MAXVT, maior a tendéncia a coagulacdo. A AUC (area under the curve)

também representa a forca do coagulo, logo, quanto maior a &rea, melhor a coagulagéo.

A analise comparativa dos resultados da TEM entre os grupos avalia a influéncia de
cada estratégia de reanimacdo utilizada sobre a coagulacéo. Por exemplo, a comparacédo entre
G2 e G6 demonstra que os animais do G2 coagulam melhor que os do G6 em relacdo ao CT,
porquanto no G2 observamos reducao de 48,6% e, no G6, aumento de 1,9% neste parametro
(p=0,008) (Tabela 6).

3.5 Analises

As informac6es coletadas foram digitadas em um banco de dados desenvolvido no pro-
grama Microsoft Excel® 2010.

Foram analisados 54 coelhos compondo nove grupos de seis animais cada, conforme o

tipo de reanimagao.
As comparac0es entre 0s grupos foram realizada da seguinte forma:

e Entre os grupos controle (sem choque): G1xG7, G1xG8 e G7xG8
e Entre os grupos submetidos 8 RVN: G2xG4, G2xG6 e G4xG6
e Entre os grupos submetidos a HP: G3xG5, G3xG9 e G5xG9

e Entre os grupos que receberam drogas + RVN e os que receberam drogas + HP:
G2xG3 e G4xG5

e Entre 0 G6 (reanimacao padréo) e os outros tipos de reanimacdo: G2 a G5 x G6
e G6xG9

e Entre 0 G9 (HP) e os outros tipos de reanimacgéo: G2 a G5 x G9 e GIxG6

As comparacdes dos parametros da TEM foram realizadas utilizando o percentual das
diferengas em relacdo as medidas iniciais das medianas. Para isto, calculou-se a diferenca entre
a medida final e a inicial de cada parametro. Do valor obtido, calculou-se o percentual em re-

lacdo a medida inicial, pela seguinte formula: (medida final — medida inicial)/medida inicial.
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Desta forma, valores negativos indicam reducdo do pardmetro avaliado (valor inicial > valor

final) e valores positivos indicam aumento do parametro estudado (valor inicial<valor final).
As comparac0es entre os grupos foram feitas a partir do teste de Mann-Whitney.
Os parametros da TEM utilizados foram: CT, MCF, ALFA, MAXVT e AUC.

As analises foram realizadas nos softwares R versdo 2.7.1 e Epi Info versdo 6.04, ambos

de dominio publico.

As diferencas entre os grupos foram consideradas significativas para P<0,05.
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4 Resultados

4.1 Analise descritiva

Na descricéo da porcentagem em relagéo ao valor inicial do CT e utilizando o G1 como
exemplo, observa-se que a media da porcentagem em relacéo ao valor inicial do CT foi de -2,2,
com um desvio padréo de 45,2, mediana de -6,7, minimo de -61,1 e maximo de 52,7. Os demais
grupos sdo interpretados de forma semelhante (Tabela 1).

Tabela 1 — Analise descritiva da porcentagem em relacdo ao valor inicial do CT nos diferentes grupos

Caracteristicas N n* Meédia D.P. Minimo 1°Q Mediana 3°Q Maximo
Grupo 1 6 0 -2,2 45,2 -61,1 -40,9 -6,7 45,1 52,7
Grupo 2 6 0 -48,0 119 -62,1 -58,1 -48,6  -40,0 -27,6
Grupo 3 6 0 -36,1 21,6 -76,4 -51,7 -29,2 -19,5 -18,9
Grupo 4 6 0 -23,1 44,1 -82,3 -55,0 -338 26,0 34,1
Grupo 5 6 0 -50,6 229 -846 -739 -439 -35,6 -20,7
Grupo 6 6 0 27,2 76,9 -286  -25,6 19 710 176,8
Grupo 7 6 0 -2,3 68,6 -75,0 -67,0 -8,7 555 103,5
Grupo 8 6 0 -48,4 14,1 -67,4 -63,1 -46,9 -34,3 -32,9
Grupo 9 6 0 -29,5 30,3 -61,0 -52,1 -40,7 1,8 18,3

n: n° de observagdes; n*: n° sem informacdo; D.P.: desvio-padréo; 1° Q: 1° Quartil; 3° Q: 3° Quiartil
G1: Sham; G2: FXIII/RVN; G3: FXIII/HP; G4: FXIII/DDAVP/RVN; G5: FXIII/DDAVP/HP; G6: RVN;
G7: FXIll/sem choque G8: FXIII/DDAVP/sem choque; G9:HP/sem drogas; RVN: reposi¢do volémica normoten-
siva; HP: hipotensdo permissiva.

Na descric¢do da porcentagem em relacdo ao valor inicial do MCF nos diferentes grupos
e interpretando o G1 como exemplo, tem-se que a média da porcentagem em relacéo ao valor
inicial do MCF foi de -3,6, com um desvio padrdo de 25,9, mediana de -4,6, minimo de -47,9 e
méaximo de 30,0. Os demais grupos sao interpretados de forma semelhante (Tabela 2).

Tabela 2 — Andlise descritiva da porcentagem em relacdo ao valor inicial do MCF nos diferentes

grupos
Caracteristicas N n* Média D.P. Minimo 1°Q Mediana 3°Q Maximo
Grupo 1 6 0 -3,6 259 479 -17,2 -46 16,7 30,0
Grupo 2 6 0 -29,1 20,1 -66,3 -44,1 -216 -153 -12,3
Grupo 3 6 0 -185 3,7 -235  -23,1 -16,9 -15,8 -15,0
Grupo 4 6 0 -19,3 19,6 -46,5 -38,6 -18,7 18 19
Grupo 5 6 0 -7,6 13,6 -234  -18,9 -9,8 4,6 13,3
Grupo 6 6 0 -194 125 -315 -26,9 -22,8  -129 4,6
Grupo 7 6 0 -02 6,2 -11,7 -4,1 1,4 4,1 5,9
Grupo 8 6 0 10 21,2 -35,0 -14,0 2,1 210 23,5
Grupo 9 6 0 -139 65 -22,1  -20,7 -12,9 -9,1 -4,5

n: n° de observacdes; n*: n° sem informacédo; D.P.: desvio-padréo; 1° Q: 1° Quartil; 3° Q: 3° Quiartil
G1: Sham; G2: FXII/RVN; G3: FXII/HP; G4: FXIII/DDAVP/RVN; G5: FXIII/DDAVP/HP; G6: RVN;
G7: FXIll/sem choque G8: FXIII/DDAVP/sem choque; G9:HP/sem drogas; RVN: reposi¢do volémica normoten-
siva; HP: hipotensdo permissiva.
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Na descrigdo da porcentagem em relacdo ao valor inicial do ALFA nos diferentes grupos e
utilizando o G1 como exemplo, tem-se que a média da porcentagem em relacdo ao valor inicial
do ALFA foi de -1,3, com um desvio padrdo de 16,9, mediana de -2,4, minimo de -25,6 e

maximo de 22,7. Os demais grupos sao interpretados de forma semelhante (Tabela 3).

Tabela 3 — Analise descritiva da porcentagem em relacdo ao valor inicial do ALFA nos diferentes

grupos
Caracteristicas N n* Meédia D.P. Minimo 1°Q Mediana 3°Q Maximo
Grupo 1 6 0 -1,3 16,9 -25,6 -14,3 24 137 22,7
Grupo 2 6 0 170 26,2 -12,3 1,3 116 312 65,8
Grupo 3 6 0 149 124 -2,6 6,2 12,3 29,0 29,7
Grupo 4 6 0 29,3 29,2 -17,2 7,6 29,2 56,9 64,7
Grupo 5 6 0 27,1 221 6,7 7,9 20,3 52,8 55,0
Grupo 6 6 0 -10,8 20,2 -37,8  -31,7 -8,5 8,2 13,1
Grupo 7 6 0 12,4 25,2 -153 -12,7 93 399 44,9
Grupo 8 6 0 85 15,6 -22,5 1,0 139 175 20,0
Grupo 9 6 0 27,2 38,9 51 6,6 13,2 40,7 105,7

n: n° de observagdes; n*: n° sem informacédo; D.P.: desvio-padréo; 1° Q: 1° Quartil; 3° Q: 3° Quiartil
G1: Sham; G2: FXIII/RVN; G3: FXII/HP; G4: FXIII/DDAVP/RVN; G5: FXIII/DDAVP/HP; G6: RVN;
G7: FXIll/sem choque G8: FXI11/DDAVP/sem choque; G9:HP/sem drogas; RVN: reposi¢do volémica normoten-
siva; HP: hipotensao permissiva.

Na descricdo da porcentagem em relacdo ao valor inicial do MAXVT nos diferentes
grupos e tomando o G1 como exemplo, verifica-se que a média da porcentagem em relacéo ao
valor inicial do MAXVT foi de -1,9, com um desvio padrédo de 38,1, mediana de -10, minimo
de -40,6 e maximo de 47,9. Os demais grupos sdo interpretados de forma semelhante (Tabela
4).

Tabela 4 — Analise descritiva da porcentagem em relacdo ao valor inicial do MAXVT nos diferentes

grupos
Caracteristicas N n* Média D.P. Minimo 1°Q Mediana 3°Q Maximo
Grupo 1 6 0 -1,9 381 -40,6 -35,7 -10,0 38,8 47,9
Grupo 2 6 0 51,1 8,0 -62,0 -57,2 52,2 -44,1 -38,9
Grupo 3 6 0 -39,2 179 -735  -48,2 -346 -279 -23,6
Grupo 4 5 1 -23,1 38,7 -66,2 -56,6 -23,0 10,3 36,0
Grupo 5 6 0 -53,8 204 -829 -751 -496 -37,3 -27,9
Grupo 6 6 0 226 824 51,4 -33,1 -11,8 943 167,8
Grupo 7 6 0 -1,6 675 -745 -579 -151 58,0 105,3
Grupo 8 6 0 -48,7 129 -63,9 -60,7 -49,2  -38,3 -28,2
Grupo 9 6 0 -386 194 -66,6 -52,9 417 -17,1 -15,7

n: n° de observacBes; n*: n° sem informacédo; D.P.: desvio-padrdo; 1° Q: 1° Quartil; 3° Q: 3° Quiartil
G1: Sham; G2: FXII/RVN; G3: FXIII/HP; G4: FXIII/DDAVP/RVN; G5: FXIII/DDAVP/HP; G6: RVN;
G7: FXIll/sem choque G8: FXIII/DDAVP/sem choque; G9:HP/sem drogas; RVN: reposi¢do volémica normoten-
siva; HP: hipotensdo permissiva.
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Na descricdo da porcentagem em relacdo ao valor inicial do AUC nos diferentes grupos
e analisando o G1 como exemplo, tem-se que a média da porcentagem em relagdo ao valor
inicial do AUC foi de -3,8, com um desvio padréo de 24,4, mediana de -3,9, minimo de -46,2 e

méaximo de 26,4. Os demais grupos sao interpretados de forma semelhante (Tabela 5).

Tabela 5 — Analise descritiva da porcentagem em rela¢do ao valor inicial do AUC nos diferentes

grupos
Caracteristicas N n* Meédia D.P. Minimo 1°Q Mediana 3°Q Maximo
Grupo 1 6 0 -3,8 244 -46,2 -17,0 -39 155 26,4
Grupo 2 6 0 -23,7 9,2 -36,1 -33,2 -21,7 -16,3 -12,4
Grupo 3 6 0 -189 58 -28,1 -25,2 -15,9 -149 -14,1
Grupo 4 6 0 -21,0 18,0 -46,9 -389 -19,0 -2,7 -1,4
Grupo 5 6 0 =79 125 -232 -184 -9,3 3,2 10,6
Grupo 6 6 0 -20,1 119 -30,3 -26,9 -23,7 -144 3,2
Grupo 7 6 0 -1,1 59 -11,5 -5,0 0,1 2,9 6,2
Grupo 8 6 0 10 21,7 -339 -16,6 23 214 26,2
Grupo 9 6 0 -144 76 -25,1 -20,3 -14,0 -9,7 -2,2

n: n° de observagdes; n*: n° sem informacédo; D.P.: desvio-padréo; 1° Q: 1° Quartil; 3° Q: 3° Quiartil
G1: Sham; G2: FXIII/RVN; G3: FXII/HP; G4: FXIII/DDAVP/RVN; G5: FXIII/DDAVP/HP; G6: RVN;
G7: FXIll/sem choque G8: FXI1I/DDAVP/sem choque; G9:HP/sem drogas; RVN: reposi¢do volémica normoten-
siva; HP: hipotensao permissiva.



35
Resultados

4.2 Analise comparativa

Esta secdo apresenta as comparagdes entre os grupos especificados e as caracteristicas
CT, MCF, ALFA, MAVX-te AUC.

421 Clottime—-CT

A Tabela 6 apresenta a comparagao entre 0s grupos e a porcentagem em relagdo ao valor

inicial da caracteristica CT.

Ao interpretar a comparacdo G1 e G8, observa-se que a mediana do Grupo 1 foi -6,7%
e do Grupo 8 foi -46,9%. Observa-se significancia estatistica nesta comparacgédo (valor-p =
0,045), indicando que a mediana do Grupo 1 é 43,4% maior que a mediana do Grupo 8 (ICgsu:
0,57% a 96,0%).

Para a comparacdo G6 e G2, observa-se que a mediana do Grupo 6 foi 1,9% e do Grupo
2 foi -48,6%. Observa-se significancia estatistica nesta comparacéo (valor-p = 0,008), indi-
cando que a mediana do Grupo 6 € 52,2% maior que a mediana do Grupo 2 (ICgs%: 22,0% a
204,4%).

Quanto a comparacdo G6 e G5, observa-se que a mediana do Grupo 6 foi 1,9% e do
Grupo 5 foi -43,9%. Observa-se significancia estatistica nesta comparacdo (valor-p = 0,013),
indicando que a mediana do Grupo 6 é 53,6% maior que a mediana do Grupo 5 (ICgs%: 16,0%
a 197,4%).

E por fim a comparacdo G3 e G6, na qual observa-se que a mediana do Grupo 3 foi —
29,2% e do Grupo 6 de 1,9%. Ha significancia estatistica nesta comparacao (valor-p = 0,045),
indicando que a mediana do Grupo 3 é 38,9% menor que a mediana do Grupo 6 (ICes: -195,7%

a -2,0%). Estes resultados estdo representados na Figura 3.
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Tabela 6 — Comparagdes entre 0s grupos e a porcentagem em relacéo ao valor inicial da caracteristica

CT

Porcentagem em relacéo ao valor inicial

Grupos . -
P Mediana Diferenca 1C95%  Valor-p
-6,7 1
Gle G o 242 2392899 0298
Gle G6 ol 159 -1241a459 0,689
G9 e G6 0 380 -1585a115 0,066
Gle G7 i 64 7842867 0689
GleG8 6.7 434 0572960 0,045
46,9
G7eG8 o 414 24521364 0472
G6 e G2 e 522 22022044 0,008t
G6 e G4 et 38 27321427 0,128
48,6
G2e G4 P 170 8002202 0,230t
40,7 )
G9e G3 o 33 2042397 0936
G9e G5 o 191 -166a617 0379
-29,2 1
G3e G5 o 147 992505 0230
28,6 )
G2e G5 e 28 2162279 0810
G2eGY 488 110 5842104 0298
40,7
G6 e G5 e 536 16021974 0,013
G6 e GO e 380 -11521585 0,066
28,6
G2e G3 25 175 -317a157 0174
Gde G5 338 201 -183a775 0,298
43,9
29,2
G3e G v 389 -1957a-20 0,045

1: Mann-Whitney IC: Intervalo de confianca
G1: Sham; G2: FXIII/RVN; G3: FXII/HP; G4:FXIII/DDAVP/RVN;

G5: FXIII/DDAVP/HP; G6: RVN; G7: FXIlIl/sem choque;

G8: FXIII/DDAVP/sem choque; G9:HP/sem drogas;
RVN: reposicdo volémica normotensiva; HP: hipotensdo permissiva.
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G1: Sham; G2: FXIII/RVN; G3: FXIII/HP; G4: FXIII/DDAVP/RVN; G5: FXIIl/DDAVP/HP; G6: RVN; G7: FXIll{sem choque;
G8: FXIII/DDAV/sem choque; G9: HPfsem drogas

RVN: reposicdo volémica normotensiva

HP: hipotensgo permissiva

* Diferenga estatistica em relagfio ao G8 (p=0,045)

** Diferenga estatistica em relagfio aos grupos: G2 (P=0,008); G3 (p=0,045) e G5 (p=0,013)

Figura 3 — Variagéo percentual de CT em relagdo ao valor inicial
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4.2.2 Maximum clot firmness — MCF

A Tabela 7 apresenta a comparagao entre 0s grupos e a porcentagem em relagdo ao valor
inicial da caracteristica MCF.

Tabela 7 — Comparagdes entre 0s grupos e a porcentagem em relacéo ao valor inicial da caracteristica

MCF
Grupnos Porcentagem em relacéo ao valor inicial
P Mediana Diferenca 1C95%  Valor-p
Gle G 4.5 11,8 -258a345 0,128t
12,9
46 )
GleG6 28 185 -16,4a438 0,173
12,9
G9eG6 28 83 -91a182 0,128t
GleG7 e 55 -362a240 0,689
GleG8 "2"? 6,7 -30,4a29,0 0,810
G7eG8 ;‘11 17 -21,7a233 0,9362
G6e G2 22,8 1,8 -10,4a409 0,936%
21,6
G6e G4 228 09 -247a236 0,936
18,7
21,6
G2eG4 by 117 -385a19,6 0,4711
12,9 :
G9e G3 169 45  -42a121 0,128
G9e G5 153 56 -238a89 0,575t
G3e G5 1o 95 -283a13 0128
G2eG5 Zé; 187  -49,0a1,0 0,066%
21,7
G2e G 140 91 -442a22 0,093t
G6 e G5 228 99 -321a29 0128
22,8
G6 e G9 1% 83 -182a91 0,128t
21,6
G2eG3 169 25  -428a49 0,298t
18,7
GdeG5 08 115 -352a16,1 0,471
16,9 )
G3eG6 228 44  -196a93 0,337

1: Mann-Whitney IC: Intervalo de confianca

G1: Sham; G2: FXIII/RVN; G3: FXII/HP; G4:FXIII/DDAVP/RVN;
G5: FXIII/DDAVP/HP; G6: RVN; G7: FXIIl/sem choque;

G8: FXIII/DDAVP/sem choque; G9:HP/sem drogas;

RVN: reposicdo volémica normotensiva; HP: hipotensdo permissiva.
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N&o se observa diferenca com significancia estatistica entre os grupos comparados, ou
seja, as medianas ndo diferem e por isso as diferengas ndo podem ser interpretadas.

Estes resultados estdo representados na Figura 4.
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G1: Sham; G2: FXII/RVN; G3: FXIII/HP; G4: FXIII/DDAVP/RVN; G5: FXIII/DDAVP/HP; G6: RVN; G7: FXIll/sem choque;
G&: FXII/DDAV/sem chogque; G9: HP/sem drogas

RVN: reposicdovol&mica normotensiva

HP: hipotens3o permissiva

Semdiferenga estatistica entre os grupos

Figura 4 — Variagéo percentual do MCF em relacgéo ao valor inicial

4.2.3 Angulo Alfa - ALFA

A Tabela 8 apresenta a comparacao entre 0s grupos e a porcentagem em relacéo ao valor

inicial da caracteristica ALFA.

Ao interpretar a comparacdo G9 e G6, verifica-se que a mediana do grupo 9 foi de 13,2%
e do grupo 6 foi de -8,5%. Observa-se significancia estatistica nesta comparacao (valor-p =
0,031), indicando que a mediana do Grupo 9 é 27,6% maior que a mediana do Grupo 6 (ICgs%:
2,1% a 92,6%).

Em relacdo a comparacdo G6 e G4 verifica-se que a mediana do grupo 6 foi de -8,5% e
do grupo 4 foi de 29,2%. Observa-se significancia estatistica nesta comparacao (valor-p =
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0,031), indicando que a mediana do Grupo 6 € 43,3% menor que a mediana do Grupo 4 (ICgsu:

-71,1% a -9,4%).

Tabela 8 — Comparagdes entre 0s grupos e a porcentagem em relacéo ao valor inicial da caracteristica

ALFA

Porcentagem em relacéo ao valor inicial

Grupos - -
P Mediana Diferenca 1IC95% Valor-p
2,4 .
GleG9 132 -17,1 -83a3,7 0,128
GleG6 :g’g 88 -17,1a37,0 0,471t
G9e Gb 1;’?) 276 2,1a926 0,031t
GleG7 'g’g -13,6 -44,6a16,7 0,471t
GleG8 24 -125 -30,6a119 0,298t
13,9
9,3 1
G7eG8 139 1,7 -286a304 0,936
-8,5 1
G6e G2 116 239 574all 0,093
-8,5 1
G6 e G4 292 -43,3  -71,1a-94 0,031
11,6
G2 e G4 29,2 -13,7 -485a29,2 0,378t
G9e G3 13,2 1,2 -20,3a76,0 0,936!
12,3
13,2
G9e G5 2,6 -435a50,7 0,689t
20,3
12,3
G3eG5 203 -10,2 -42,2a18,1 0,575¢
G2eG5 11,6 7,6 -43,0a12,9 0,689:
20’3 L l L 1
11,6
G2eG9 2,1 -39,9a14,5 0,936t
13,2
-8,5 1
G6e G5 203 -39,7 -67,6a-4,2 0,020
11,6
G2eG3 -1,2  -23,0a36,1 0,810!
12,3
29,2 .
Gde G5 203 6,4  -30a43,6 0,689
G3eG6 152 247  0,1a500 0,045!

1: Mann-Whitney IC: Intervalo de confianca
G1: Sham; G2: FXIII/RVN; G3: FXII/HP; G4:FXIII/DDAVP/RVN;

G5: FXIII/DDAVP/HP; G6: RVN; G7: FXIlIl/sem choque;

G8: FXIII/DDAVP/sem choque; G9:HP/sem drogas;
RVN: reposicdo volémica normotensiva; HP: hipotensdo permissiva.

Quanto a comparacdo G6 e G5 nota-se que a mediana do grupo 6 foi de -8,5% e do

grupo 5 foi de 20,3%. Observa-se significancia estatistica nesta comparacédo (valor-p = 0,020),

indicando que a mediana do Grupo 6 € 39,7% menor que a mediana do Grupo 5 (ICgsu: -67,6%

a -4,2%).
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Para a comparacdo entre 0 G3 e G6, observa-se que a mediana do grupo 3 foi 12,3% e,
do grupo 6, -8,5%. Observa-se significancia estatistica nesta comparagdo (valor-p = 0,045),
indicando que a mediana do Grupo 3 é 24,7% maior que a mediana do Grupo 6 (ICes%: 0,1% a

50%). Estes resultados estdo representados na Figura 5.
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G1: Sham; G2: FXIII/RVN; G3: FXIII/HP; G4: FXII/DDAVP/RVN; G5: FXIII/DDAVP/HP; G6: RVN; G7: FXIll/sem choque
G8: FXIII/DDAV/sem choque; G9: HP/sem drogas

RVN: reposicdo vol&mica normotensiva

HP: hipotensdo permissiva

* Diferenga estatistica em relag8o aos grupos: G3 (p=0,045); G4 (p=0,031); G5 (p=0,02) e G9 (p=0,031)

Figura 5 — Variacao do ALFA em relagéo ao valor inicial
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4.2.4 Maximum velocity time — MAXVT

A Tabela 9 apresenta a comparagao entre 0s grupos e a porcentagem em relacdo ao valor

inicial da caracteristica MAXVT.

Tabela 9 — Comparagdes entre 0s grupos e a porcentagem em relacéo ao valor inicial da caracteristica

MAXVT.

Grupnos Porcentagem em relacgéo ao valor inicial

P Mediana Diferenca 1C95%  Valor-p

GleG9 Zﬂ'? 293 -11,1a841 0,093
-10,0

GleG6 118 -8,2 -119,9a60,5 0,689t

G9e G6 :ﬁ'; -31,6  -1835a9,1 0,173

GleG7 100 83 -76,3a831 0,810t
-15,1

-10,0 1

GleG8 492 36,1 7,5a94,3 0,020
-15,1

G7eG8 492 31,0 -149a1335 0,298t
-11,8

G6e G2 559 38,7 10,62a206,7 0,013
-11,8

G6e G4 230 233 -359a1833 0,523

-52,2 1

G2eG4 23,0 -26,3 -88,1a14 0,235

-41,7 |

G9e G3 346 21  -248a24,0 1,000
-41,7

G9e G5 11,9 -157a388 0,173
-49,6

G3eG5 jg’g 11,3 -114a43.2 0,174
-52,2

G2¢e G5 -1,35  -18,0a27,4 0,936t
-49,6

-52,2 1

G2eG9 417 -12,2 -36,4a9,5 0,230
-11,8

G6e G5 496 488  3,1a1957 0,031t
-11,8

G6e G9 17 315 -9,1a1835 0,174

52,2 R

G2¢eG3 346 -16,0 -28,5a1l15 0,128

G4e G5 230 255  -17,7a845 0,121t
-49,6

G3e G6 :ﬁ'g -30,8 -1914a34 0,093

1: Mann-Whitney IC: Intervalo de confianca
G1: Sham; G2: FXIII/RVN; G3: FXII/HP; G4:FXIII/DDAVP/RVN;

G5: FXIII/DDAVP/HP; G6: RVN; G7: FXIlIl/sem choque;

G8: FXIII/DDAVP/sem choque; G9:HP/sem drogas;
RVN: reposi¢do volémica normotensiva; HP: hipotensdo permissiva.
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Ao interpretar a comparagdo G1 e G8, observa-se que a mediana do Grupo 1 foi -10%
e do Grupo 8 foi -49,2%. Observa-se significancia estatistica nesta comparacéo (valor-p =
0,020), indicando que a mediana do Grupo 1 é 36,1% maior que a mediana do Grupo 8 (ICgsu%:
7,5% a 94,3%).

Para a comparacdo G6 e G2, verifica-se que a mediana do Grupo 6 foi -11,8% e do
Grupo 2 foi -52,2%. Observa-se significancia estatistica nesta comparacdo (valor-p = 0,013),
indicando que a mediana do Grupo 6 é 38,7% maior que a mediana do Grupo 2 (ICes%: 10,6%
a 206,7%).

Em relacdo a comparacdo G6 e G5, verifica-se que a mediana do Grupo 6 foi -11,8% e,
do Grupo 5, de -49,6%. Observa-se significancia estatistica nesta comparacéo (valor-p = 0,031),
indicando que a mediana do Grupo 6 é 48,8% maior que a mediana do Grupo 5 (ICos%: 3,1% a
195,7%).

Estes resultados estdo representados na Figura 6.
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G1: Sham; G2: FXIII/RVN; G3: FXIII/HP; G4: FXIII/DDAVP/RVN; G5: FX1II/DDAVP/HP; Ga: RVN; G7: FXIII/sem choque;
G8: FXI1II/DDAVY/sem choque; 59: HP/sem drogas

RVN: reposi¢io vol&mica normotensiva

HP: hipotensdo permissiva

* Diferenga estatistica em relagdo ao G8 (p=0,02)

** Diferenga estatistica em relag8o aos grupos: G2 (P=0,013) e G5 (p=0,031)

Figura 6 — Variacdo percentual do MAXVT em relacdo ao valor inicial
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4.2.5 Area under the curve — AUC

A Tabela 10 apresenta a comparacgdo entre 0S grupos e a porcentagem em relacéo ao

valor inicial da caracteristica AUC.

Tabela 10 — Comparacdes entre 0s grupos e a porcentagem em relacéo ao valor inicial da caracteris-

tica AUC

Grupnos Porcentagem em relacgéo ao valor inicial

P Mediana Diferenca 1IC95% Valor-p

-3,9 1

GleGo By 113 -21,1a370 0173

-3,9 1

GleG6 3 198 -159a422 0173

14,0 )

GO e G6 237 82 54a180 0173

GleG7 o3 26 -347a234 0,689

GleG8 > 62 -335a266 0810

G7eG8 > 23 2452224 0,689

G6 e G2 23,7 14 -105a159 0,936
21,7

G6 e G4 23,7 23 -215a225 0936
19,0

G2eG4 21,7 26 2232186 0810
19,0

14,0 ;

G9eG3 6o 29 35a137 0,229

G9e G5 B 61 228a88 0470

G3eG5 o0 105 258217 0,128

G2e G5 ey 143 313207 0,045
21,7

G2eGY B 87 217al3 0128

G6 e G5 27 113 308425 0,003t
23,7

G6 e GY B 83 -180a54 0174
21,7

G2eG3 e 32 -171a62 0298
19,0

G4 e G5 e 125 -331a108 0,208

159 )

G3e G6 a3 56 -173a106 0379

1: Mann-Whitney IC: Intervalo de confianca
G1: Sham; G2: FXIII/RVN; G3: FXII/HP; G4:FXIII/DDAVP/RVN;

G5: FXIII/DDAVP/HP; G6: RVN; G7: FXIIl/sem choque;

G8: FXIII/DDAVP/sem choque; G9:HP/sem drogas;
RVN: reposicdo volémica normotensiva; HP: hipotensdo permissiva.
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Ao interpretar a comparacdo G2 e G5, como exemplo, observa-se que a mediana do
Grupo 2 foi de -21,7% e do Grupo 5 foi de -9,3%. Observa-se significAncia estatistica nesta
comparacéo (valor-p = 0,045), indicando que a mediana do Grupo 2 é 14,3% menor que a me-
diana do Grupo 5 (ICose: -31,3% a -0,7%).

Estes resultados estdo representados na Figura 7.
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G1: Sham; G2Z: FXIII/RVN; G3: FXIII/HP; G4: FXIII/DDAVP/RVN; G5: FXIII/DDAVP/HF; G6: RVN; G7: FXIlI/sem choque;
G8: FXII/DDAV/sem choque; G9: HP/sem drogas

RVN: reposicdo vol&émica normotensiva

HP: hipotenso permissiva

* Diferenca estatisticaem relagio ao G5 (p=0,045)

Figura 7 — Analise descritiva da porcentagem em relacédo ao valor inicial - AUC

Em resumo, analise isolada de cada parametro do Rotem®, denota as seguintes dife-
rencas:

e -CT: Areducdo do CT indica inicio mais rapido da formagéo do codgulo. Ob-
serva-se uma reducao significativa deste parametro nas seguintes comparagoes:
G8 em relagédo ao G1 (-46,9% X -6,7%, p=0,045); G2 em relacdo ao G6
(-48,6% X 1,9%, p=0,008); G5 em relacdo ao G6 (-43,9% X 1,9%, p=0,013) e
G3 em relagéo ao G6 (-29,2% X 1,9%, p=0,045). (Tabela 6)
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e -ALFA: quanto maior o angulo, infere-se maior taxa de geracéo de fibrina.
Observa-se um aumento significativo do angulo nas seguintes comparacoes:
G3 em relagéo ao G6 (12,3% X -8,5%, p= 0,045); G4 em relacdo ao G6
(29,2% X -8,5%, p=0,031); G5 em relacdo ao G6 (20,3% X -8,5%, p=0,02) e
G9 em relagédo ao G6 (13,2% X -8,5%, p=0,031). Todos estes grupos tiveram
variacdo positiva das medianas, ao passo que G6 (-8,5%) apresentou variacao

percentual negativa. (Tabela 8)

e -MAXVT: variacdo percentual negativa indica tempo menor para que a coagu-
lacdo atinja a velocidade méaxima. Observa-se uma reducdo significativa deste
parametro nas seguintes comparac6es: G8 em relacdo ao G6 (-49,2% X -10%,
p=0,02); G2 em relagéo ao G6 (-52,2% X -11,8%, p=0,013) e G5 em relacdo
ao G6 (-49,6% X -11,8%, p=0,031). (Tabela 9)

e -AUC: quanto maior a AUC melhor a coagulacdo. Observa-se uma diferenca
significativa na comparagéo entre G5 e G2. O G5 apresentou uma variagdo me-
nos negativa (-9,3% X -21,7%, p=0,045). (Tabela 10)

A Figura 8 ilustra o registro grafico da TEM de amostras finais de animais dos grupos
5 e 6. Observa-se que o registro do G6 (fig. 8b) apresenta um prolongamento do CT, reducao

da amplitude do angulo alfa e diminuicdo do MCF quando comparado ao do G5 (fig. 8a).

8a-Giupo 5 (FXIII/DDAVP/HP) | 8b-Grupo 6 (RVN seni drogas)
Figura 8 — Registro grafico da TEM (amostras finais G5 e G6)
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4.3 Sangramento abdominal

O volume de sangramento abdominal de cada grupo esta representado na tabela 11.

A andlise da Figura 9 nos atesta que 0s animais submetidos a hipotensdo permissiva
tiveram uma tendéncia a menor sangramento, com diferenca estatistica ao compararmos 0s gru-

pos 5 e 9 com os grupos 2 e 6, respectivamente.

Tabela 11 — Volume do sangramento abdominal por grupo (ml)

Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6 Grupo 9

Minimo 14,53 10,49 11,6 6,09 12,95 3,76
Maximo 31,17 20,16 19,97 14,14 27,4 19,14

Média 20,84 14,41 15,98 10,27 22,29 11,50
Mediana 19,37 13,3 16,42 10,76 23,34 12,88

30+ G2: RVN/EXIII

. G4: RVN/FXIII/DDAVP
G6: RVN
E G3: HP/EXIII
E 207 +  [] | &5 HP/FXIDDAVP
o T G9: HP
i : |
Lib]
5 10- 1
(o]
=
D_ T T T
G3 G4 G5 G6 G9
Grupos

* Diferencga significativa em relag&o aos grupos: G2 e G6 (p<0,05)

Figura 9 — Volume de sangramento abdominal por grupo
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4.4 Volume infundido

Os animais dos grupos 2,4 e 6 (RVN) receberam respectivamente um volume médio de

cristaloides de 205,9 ml/kg, 213,3 ml/kg e 203,1 ml/kg.

Os animais dos grupos 3,5 e 9 (HP) receberam respectivamente um volume médio de

cristaloides de 78,37 ml/kg, 66,74ml/kg e 82,14 ml/kg.

A Figura 10 mostra que 0s animais dos grupos submetidos a reanimagdo normotensiva

receberam um volume significativamente maior de liquidos quando comparados aos animais

submetidos a hipotensdo permissiva.

400 -
300+

200+

%k

1004 1 #x

Yolume/peso (ml/kg)

D - T T
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Grupos
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G9
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G6
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G5
G9

* Diferencga significativa em relacéo aos grupos: G3, G5 e G9 (p<0,05)
** Diferenga significativa em relagé&o aos grupos: G2, G4 e G6 (p<0,05)

- RVN/EXIII
- RVN/EXII/DDAVP
" RVN

- HP/EXIII
- HP/FXIII/DDAVP
-HP

Figura 10 — Volume de liquido infundido por grupo
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4.5 Pressao arterial média

A Figura 11 ilustra a medida da pressao arterial média (PAM) dos grupos ao longo de

todo o experimento.

Resposta hemodinamica ao trauma-choque Sham
G2
G3
G4
Gh
G6
G7
G8

G9

Fdbdbewde

Pressao Arterial Média (mmHg)

10 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 B5 90 85 100 105

Tempo (min)

Figura 11 — Resposta hemodinamica ao trauma-choque

4.6 Mortalidade

Observou-se uma taxa de mortalidade de 10 animais entre 48 submetidos a choque he-
morragico (20,8%). Dentre os 6bitos, 7 ocorreram antes do inicio da reanimacdo (15 mintos)
sem 0s animais terem recebido nenhuma droga. Trés obitos ocorreram logo apds o inicio da

reanimacao (antes de 25 minutos) nos grupos 2,4 e 6.
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4.7 Microscopia eletronica

Para fins ilustrativos, a figura 12 mostra fotos da microscopia eletronica dos coagulos retira-
dos da cavidade abdominal no sitio da lesdo aortica de animais dos grupos 5 e 6.
Observa-se que no G5 (Fig. 12a), houve formagéo de uma rede de fibrina (setas) mais

densa quando comparado ao G6 (Fig. 12b).

¥Z,388  18mm CM-UFMG

Figura 12 — Microscopia eletronica do coagulo (rede de fibrina).
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5 Discussao

5.1 Modelo animal

Foi utilizado um modelo de choque com hemorragia ndo controlada previamente des-
crito, e que simula a reanimacéo na fase aguda (pré-hospitalar e sala de emergéncia) de um
paciente vitima de trauma penetrante no tronco (86). Este modelo tenta reproduzir a sequéncia
de eventos e os intervalos de tempo desde 0 momento do trauma até antes de o paciente ser
levado ao bloco cirurgico. O periodo de 15 minutos entre a puncao da aorta e o inicio da reani-
macao reflete o tempo médio para o inicio do atendimento pré-hospitalar ou o deslocamento da
vitima para o hospital. Este intervalo de tempo antes do inicio da reposic¢éo volémica permite a
formacéo do coagulo no vaso lesado, fato muito importante para a relevancia clinica do modelo.
A infusdo de liquidos antes da formacao do coagulo no sitio da leséo interfere nesta fase da
coagulacdo e pode ndo representar o que ocorre com 0 paciente logo apds o trauma (18). O
equilibrio entre a comparabilidade clinica, a padronizacdo e a reprodutibilidade sdo fundamen-

tais em modelo experimental valido (87).

A lesdo da aorta foi padronizada a fim de reduzir possiveis varia¢cdes do volume de
sangramento. Entretanto, esta € uma das limitacdes dos modelos de hemorragia ndo controlada
(88). A laparotomia, além de permitir 0 acesso para a puncao da aorta, também provoca dano
tecidual associado. Nos modelos de choque hemorragico, o sangramento deve estar associado
a este dano tecidual, pois estes dois fatores estdo envolvidos na génese da coagulopatia trauma-
tica aguda. Entretanto, faz-se necessario o desenvolvimento de modelos que representem me-

Ihor a sequéncia de eventos fisiopatoldgicos desta complicacdo (88-90).

Imediatamente ap0s a lesdo da aorta, a parede abdominal foi fechada, objetivando nédo
haver interferéncias na hemostasia no local da lesdo e permitindo que o efeito de tamponamento
da parede abdominal auxilie na reducéo do sangramento, conforme ocorre no trauma abdomi-

nal.

Todos os procedimentos cirurgicos foram realizados pela mesma equipe, a fim de redu-

zir possiveis interferéncias relacionadas a técnica operatoria.

A reposicdo volémica dos animais realizou-se de acordo com as estratégias de reanima-
¢ao mais frequentemente realizadas na pratica clinica: reanimagdo normotensiva, com a infusdo

de grandes volumes de cristaloides para manter a PAM dentro da normalidade e a hipotenséo
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permissiva, com o objetivo de manter a PAM aproximadamente a 60% do valor basal. Os ani-
mais foram mantidos sobre colchBes térmicos a fim de evitar hipotermia, variadvel ndo contro-

lavel, a qual interfere no mecanismo de coagulacao.

O modelo utilizado tem limitacdes que devem ser consideradas nas interpretacoes dos
resultados. Um problema presente na maioria dos estudos experimentais € o relacionado a anes-
tesia. A associacao de Cloridrato de Cetamina e Cloridrato de Xilazina tem discreto efeito sobre
o sistema cardiovascular, e pode resultar em aumento transitorio da PAM (91). A resposta a
reanimacao observada poderia ser diferente na auséncia destas drogas (18). Os anestésicos tam-
bém interferem na resposta inflamatoria sistémica desencadeada pelo trauma (89). Coelhos
apresentam sistema de coagulacdo semelhante ao humano. Animais maiores, como por exem-
plo, porcos tém respostas hemodinamicas e cardiovasculares mais similares aos seres humanos.
Outra limitacdo do presente modelo experimental esta relacionada ao tempo do experimento
(105 minutos), o qual permite apenas avaliacdo da fase aguda do chogue hemorragico, nao
reproduzindo as complica¢des tardias do choque e da reanimacdo. Foram utilizados apenas ma-
chos no experimento o que pode interferir nos resultados, pois diferengas na resposta inflama-
toria relacionadas ao sexo poderiam ocorrer (92). Contudo, o uso de animais do género mascu-
lino traz mais uniformidade aos resultados porgue elimina a variavel sexo. A relevancia de
modelos experimentais para o estudo da coagulacdo e a extrapolacdo dos resultados para 0s
seres humanos € limitada devido as diferencas dos perfis de coagulacédo entre as espécies. Ainda
ndo se definiu qual modelo animal melhor reproduz o sistema de coagulagdo humano, especi-
almente quando utilizamos a tromboelastometria. Ao utilizarmos amostras de sangue de dife-
rentes espécies analisadas pelo Rotem® demonstra-se que 0s valores mais proximos aos dos
seres humanos é o das ovelhas na andlise do CT, dos coelhos na anélise do MCF e dos suinos
nos parametros que avaliam a lise do coagulo. O melhor modelo animal para analises da TEM
seriam, portanto, as ovelhas; os coelhos seriam mais adequados para o estudo das plaquetas e

0s suinos para avaliar a fibrindlise (93).

A mortalidade de 20,8% observada neste estudo esta de acordo com a descrita no mo-

delo original (86).
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5.2 Analise descritiva

5.2.1 Tempo de coagulacdo — clot time (CT)

O CT é parametro que mede o intervalo de tempo entre o inicio do teste e a formacao
do codgulo e reflete o tempo gasto para a geragdo de fibrina e também a ativacdo dos fatores da
coagulagdo. Na tabela 1 o Gnico grupo que apresenta varia¢ao positiva € o G6, o que significa
um valor final maior que o inicial, apontando um aumento do CT nas amostras finais deste
grupo. Esta tendéncia observada no G6 pode ser explicada pelo fato de este grupo ter sido sub-
metido a reanimagdo normotensiva e sem o uso de drogas pré-coagulantes. A elevacdo da pres-
sdo arterial &s custas da infusdo excessiva de cristaloides pode resultar em dilui¢&o dos fatores
da coagulacgéo presentes no plasma além de provocar hipotermia, com efeitos negativos sobre
a coagulacdo. Outros fatores relacionados ao excesso de liquidos e que podem contribuir para
aumento do sangramento e, agravar a coagulopatia, sao a elevacéo da pressao arterial e o des-
locamento do coagulo no sitio da les&o (19,30,40).

5.2.2 Forca maxima do coagulo — maximum clot firmness (MCF):

O MCF é importante parametro da TEM, pois mede a forca do coagulo gerado. Na
analise descritiva (Tabela 2) observa-se que todos 0s animais submetidos a choque (G2 a G6 e
G9) apresentaram valor negativo da variacdo do MCF, o que significa reducgéo deste parametro
(valor inicial > valor final) e consequentemente um coagulo mais fraco. Este achado pode estar
relacionado aos efeitos negativos do choque sobre a coagulagéo, a qual, pode ser agravada pelo
tipo de reanimacao utilizada. A lesdo tecidual associada ao choque é mecanismo capaz de in-
duzir a alteracBes da coagulacdo, mesmo na auséncia de fatores sabidamente relacionados a
coagulopatia no trauma, como a acidose, a hipotermia e a reposi¢do volémica agressiva(7). Os
animais do G1, G7 e G8 ndo foram submetidos a choque, o que poderia explicar a variagdo
menos negativa no G1 (-4,6) e as variagdes positivas no G7 e G8. Alem disso, 0s animais do
G7 e G8 receberam FXIII e FXIII / DDAVP respectivamente, o que tende a melhorar a forga

do coagulo.

5.2.3 Angulo alfa— (ALFA)

A tabela 3 mostra que todos os grupos submetidos a choque (G2 a G6 e G9) apresenta-
ram aumento do angulo nas analises das amostras finais. Considerando que este parametro da

TEM avalia a cinética da formacao do coagulo, pode-se considerar que a resposta inflamatoria
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desencadeada pela hemorragia esta associada a ativagdo mais rapida da coagulacdo nestes ani-
mais. E importante considerar que a ativacio mais rapida da coagulacio nio necessariamente
resulta em codgulo mais resistente, como pode se verificar na anélise do MCF. Excecéo a esta
tendéncia de variacao positiva do ALFA nos grupos submetidos a choque ocorreu no G6 (-8,5).
Isso pode ser explicado pela reanimagéo normotensiva sem o uso de DDAVP ou FXIII nos
animais deste grupo. Os grupos 7 e 8, nao foram submetidos a choque e também apontaram
uma variacao positiva deste parametro, porém o G7 recebeu FXIII e o G8 FXIII associado a
DDAVP. Isto pode explicar porque estes grupos tiveram comportamento diferente do G1, que

também nao foi submetido a choque e teve variacdo negativa ou reducéo do ALFA.

5.2.4 Tempo para a velocidade maxima — maximum velocity time (MAXVT)

Este parametro mede o tempo gasto para que a coagulacao atinja a velocidade méaxima,
e esta relacionado a cinética da formacao do coagulo. Na analise da tabela 4, observa-se ten-
déncia de todos os grupos a reducdo deste tempo, uma vez que todos apresentaram variaces
negativas. Nos grupos submetidos a choque hemorragico (G2 a G6 e G9), isto poderia ser ex-
plicado pelo estimulo do choque e da inflamacdo na ativacdo da coagulacdo. Entretanto, nos
grupos ndo submetidos a choque (G1, G7 e G8), observou-se 0 mesmo efeito. Teorizamos que
a manipulacdo do animal, os procedimentos de monitorizacao e a lapatoromia poderiam expli-

car esta reducdo no MAXVT, entretanto sem evidéncias destes fatos na literatura.

5.2.5 Area sob a curva — area under the curve (AUC)

Este pardmetro mede a area sob a curva até o codgulo atingir a sua forca maxima, por-
tanto, tem relacdo direta com o MCF e avalia a interacdo entre as plaquetas e a rede de fibrina.
A anélise da tabela 5 mostra tendéncia semelhante a observada na tabela 2, com os grupos
submetidos a choque (G2 a G6 e G9) apresentando varia¢do negativa. Os animais ndo subme-
tidos a choque apresentaram variagéo positiva deste parametro (G7 e G8) e G1 apresentou va-
riacdo negativa menor. A variacdo negativa corresponde a reducdo da area sob a curva e € in-
terpretada como coagulacdo menos eficaz. As possiveis explicagdes para esta tendéncia estdo

relacionadas aos efeitos negativos da hemorragia e do choque sobre a coagulacéo (7,20,24,94).
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5.3 Analise comparativa

Para a realizacdo da TEM existem diversas técnicas e varios tipos de reagentes, sendo
assim, os resultados devem ser interpretados levando-se em conta essas diferencas. Entre os
principais fatores que devem ser considerados na analise das amostras podemos citar: tipo de
equipamento utilizado (TEG® X ROTEM®), ativadores ou inibidores adicionados a amostra e
0 tempo entre a coleta do sangue e a realizacdo do exame. A utilizacdo de sangue anticoagulado
com citrato resulta em parametros diferentes daqueles obtidos com amostras de sangue sem
anticoagulante e ao se utilizar o citrato, recomenda-se um tempo de espera de cerca de 30 mi-
nutos antes do inicio do exame. Por este motivo, em pacientes traumatizados, 0 sangue sem

anticoagulante é mais frequentemente utilizado (74,79).

Para a andlise dos parametros da TEM foram utilizadas as medianas, considerando-se
que os valores ndo apresentaram distribuicdo Gaussiana entre os grupos. Foi feita, entdo, com-
paracdo pareada entre 0s animais, considerando a variacao entre as medidas da TEM iniciais e
finais de cada grupo. A variacdo destas medidas constitui parametro confiavel de como as in-
tervencgdes realizadas na reanimacao interferiram na coagulacdo dos grupos, sendo que cada

animal serviu de controle para ele mesmo (95).

As diferencas encontradas entre os grupos podem ser explicadas pela estratégia de rea-
nimacdo utilizada. Ao se comparar G1 e G8, observa-se que no G8 houve reducéo do CT e do
MAXVT. Como nenhum dos animais destes grupos foi submetido a chogue hemorrégico, esta
diferenca se deve a utilizagdo do FXI11 e DDAVP no G8 e a auséncia de drogas pro-coagulantes
no G1. Entretanto, ndo se observaram diferencas em nenhum parametro do Rotem® entre G1 e
G7. Este dado constitui evidéncia de que o FXIII tem acdo pré-coagulante mais efetiva na pre-
senca de DDAVP, pelo fato deste, aumentar a geracdo de trombina, que por sua vez ird promo-
ver a ativagdo do FXIII em FXIllla (96). Além desses efeitos, a trombina quebra o fibrinopepti-
deo A das cadeias a do fibrinogénio e favorece a polimerizagao da fibrina (56). Estas interacdes
entre o FXIII e a trombina fazem com que seus efeitos prd-coagulantes sejam mais efetivos

guando associado a DDAVP.

De forma semelhante, ha outras evidéncias que sugerem que o FXIII utilizado isolada-
mente é menos efetivo. Estudo que avaliou a reposicdo in vitro de FXII1 em amostras de sangue
diluidas com diferentes solucGes (cristaloides, gelatina, coloides e albumina) para simular uma

coagulopatia dilucional, s6 mostrou beneficios do FXIII sobre a coagulacdo quando este foi
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administrado em associac¢ao ao fibrinogénio. O FXIII isoladamente ndo alterou os parametros
da TEM (97).

Outros estudos avaliaram os efeitos do FXIIl em amostras de plasma in vitro e demons-
traram que houve melhora da inicia¢do e da cinética da coagulacdo (CT e ALFA) e da forca do
coagulo (MCF) apés a administracao de FXIII (57,58). Entretanto, uma grande limitacéo destes
trabalhos é que nas amostras de plasma in vitro, a interacdo das plaquetas com a rede de fibrina
ndo é avaliada. Além disso, estes resultados ndo podem ser comparados ao modelo de choque

utilizado no presente estudo.

Houve reducdo do CT e do MAXVT do G2 em relagdo ao G6. A Unica diferenca entre
estes grupos foi 0 uso de FXIII nos animais do G2, sugerindo que esta droga potencializou a

velocidade de formacéo do coagulo, embora ndo sua qualidade ou forca.

Na comparacéo entre 0 G3 e 0 G9, ndo houve diferenca significativa entre os parame-
tros da TEM, apesar dos animais do G3 receberem FXIII. E possivel que nesses dois grupos a
hipotensdo permissiva tenha atuado no sentido de otimizar os parametros de coagulacao e desta
forma, minimizou os possiveis beneficios do FXIII no G3. Outro fator que poderia explicar a
auséncia de diferenca entre estes grupos € que o efeito do FXIII sobre a coagulagdo mostra-se

mais efetivo associado a DDAVP do que quando administrado isoladamente (96).

Quando comparado ao G6, no G3 observou-se reducdo do CT e aumento do ALFA.
Estas diferencas podem ser explicadas pela HP utilizada em G3 numa associagédo com o uso do
FXII1. Apesar destas diferencas nos parametros da TEM, ndo houve diferencas no volume do

sangramento abdominal entre estes grupos.

No G9 observou-se aumento do ALFA em relagdo ao G6. Como nenhum destes grupos
recebeu drogas, a HP utilizada pode ter protegido a funcéo de coagulagéo no G9, que apresentou

menor sangramento abdominal.

Houve reducdo do CT e do MAXVT e aumento do ALFA nos animais do G5 quando
comparados aos do G6. Esta foi a Unica comparacao que apresentou diferencas em trés para-
metros da TEM. Esse dado pode explicar o menor volume de sangramento abdominal obser-
vado nos animais do G5, quando comparados ao G6. Os resultados da TEM sugerem melhoras
na iniciacdo (CT e MAXVT) e na forca (ALFA) do codgulo. No G5, além da HP, foi utilizado

FXIIl e DDAVP, enquanto no G6 nao foram utilizadas drogas, tendo sido infundida maior
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quantidade de cristaloides. Provavelmente no G5 os efeitos positivos da HP se somem aos efei-
tos pro-coagulantes do FXIIl e da DDAVP (16,35,39,41,56,65).

Houve aumento da AUC do G5 em relacdo ao G2. Esta explicacdo deve-se a HP em G5,
associada ao FXII1 e DDAVP. Assim como no G6, no G2 foi utilizada reanimagdo normoten-
siva, porém, no G2 foi associada a administracdo de FXIII, o que pode explicar que, quando
comparados ao G5, G6 revelou piora da coagulacdo em trés parametros e na comparacao entre
0s grupos 2 e 5, G2 piorou a coagulagdo em um parametro apenas. Mais uma vez a associagdo
da HP, FXI1Il1 e DDAVP foi capaz de melhorar a qualidade do coagulo.

Ao se analisar de forma global os resultados da TEM, observa-se que todos 0s grupos
que foram submetidos a algum tipo de reanimacdo (G2, G3, G4, G5 e G9) apresentaram me-
Ihora da coagulacdo em pelo menos um dos parametros quando comparados ao G6. Neste grupo
os animais foram reanimados com cristaloides objetivando normalizar a pressao arterial, con-
sequentemente receberam um maior volume de liquidos infundidos. O excesso de liquidos pro-
voca diluicdo dos fatores da coagulacdo presentes no plasma, resultando em possivel coagulo-
patia dilucional. Além disso, 0 aumento de pressdo arterial aumenta a taxa de sangramento no
sitio da lesdo (19, 30).

Varios estudos que avaliaram estratégias de reposicdo volémica em modelos animais,
também demonstraram que a reanimacao volémica agressiva esta associada a um aumento da
hemorragia. Estudo com um modelo canino de hemorragia ndo controlada evidenciou que o
aumento de volume infundido estava associado a um aumento do sangramento (33). Outro es-
tudo em um modelo suino concluiu que a restauragdo rapida da pressao arterial através da infu-
sdo de cristaloides resultou em aumento da hemorragia e da mortalidade (34). A infusdo de
volume mais criteriosa reduziu a mortalidade quando comparada a animais que receberam
quantidades maiores de liquidos (35). Outros estudos, de forma independente e utilizando um
modelo de choque hemorragico ndo controlado em ovelhas, encontraram uma relacdo direta
entre o volume infundido e o nivel de aumento da pressao arterial, em meio a ocorréncia de

efeitos adversos e aumento da mortalidade (36, 37).

Revisdo sistematica envolvendo 52 estudos experimentais e 2039 animais demonstrou
em modelos de chogue com hemorragias mais graves (lesbes da aorta ou secgOes de mais de
50% da cauda) que a infusdo de liquidos reduziu o risco de morte quando comparada a auséncia
desta infusdo. Nos modelos com hemorragias menos graves (lesbes de outros vasos que néo a

aorta ou sec¢Bes menores que 50% da cauda) a infusdo de liquidos fez aumentar a mortalidade.
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Nestes animais, 0s potenciais riscos associados a infusdo de liquidos parecem superar 0s possi-
veis beneficios do aumento da presséo arterial e da perfusdo dos tecidos. Nove desses trabalhos
compararam a hipotensdo permissiva a reposi¢éo volémica normotensiva. Em todos eles, a hi-

potensdo permissiva reduziu o risco de morte (98).

Modelo suino submetido a lesdes por explosdes apontou que a hipotensdo permissiva

esta associada a maior mortalidade quando comparada a reanimacao normotensiva (99).

Estudo em modelo de choque néo controlado em ratos, demonstrou que a administracao
excessiva de Ringer Lactato estava associada a piora dos parametros de coagulacdo e aumento
significativo do sangramento. Ainda neste estudo, valores mais elevados de hematdcrito se cor-
relacionaram com melhores indices de coagulagéo (100).

Estudo clinico retrospectivo, no qual a administracdo de mais de 3 litros de cristaloides
ou 500 ml. de coloides durante cirurgias abdominais, estiveram associados a ocorréncia de co-

agulopatia no p6s-operatério, corrobora essa hipotese (101).

Outros mecanismos que podem explicar o pior perfil de coagulagcdo do G6 demonstra-
dos pela TEM séo a reducdo da velocidade de formacéo da fibrina, niveis menores de trombina
e diminuicdo da concentracéo e atividade dos fatores da coagulacdo. A geragdo de trombina é
muito sensivel a variacdo da concentracdo dos fatores de coagulagdo. Em modelo de plasma
sintético, alteracBes na concentracdo das proteinas envolvidas na coagulacdo causaram varia-

cOes de até 30 vezes na taxa de geracao de trombina (102).

Os efeitos do FXII1 e da DDAVP podem ainda ser notados ao se comparar 0s grupos 2,
4 e 6. Nos G2 e G4, igualmente submetidos a RVN, a infusdo de FXIII (G2) e FXIII / DDAVP
(G4) foi capaz de neutralizar, pelo menos em parte, os efeitos deletérios da reanimagdo normo-
tensiva. No G2 observou-se reducdo do CT e MAXVT em relagdo ao G6 e no G4 aumento do
ALFA em relacdo ao G6. (Tabelas 6, 8 e 9)

Da mesma forma, na comparacgéo entre 0 G2 e 0 G3 ndo houve diferencas em nenhum
dos parametros avaliados, assim como na comparacao entre 0s grupos 4 e 5. Mais uma vez, 0s

efeitos deletérios da RVN foram minimizados ou anulados pelo uso das drogas pro-coagulantes.

Ao se analisar os grupos reanimados com HP (G3, G5 e G9) ndo foram encontradas
diferencas entre nenhum dos pardmetros da TEM. A explicacdo para este fato pode se encontrar
no tipo de reanimacéo volémica utilizada nestes grupos: a hipotensao permissiva. Pode-se con-

siderar que o simples fato de ndo infundir um grande volume de cristaloides, j& proporciona
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uma otimizacdo da coagulacdo. Desta forma, ao se administrar FXIII (G3) e FXIII/DDAVP
(G5), ndo se observou nenhum ganho em relagcdo ao G9 (HP sem drogas) na anélise da TEM.
Outra possibilidade é destes ganhos serem tdo pequenos, que a amostra ndo tem poder para

evidencia-los.

A analise comparativa dos parametros da TEM entre 0s grupos demonstra que a reani-
macao normotensiva isolada (G6) foi a pior estratégia de reanimacao, o que tem grande impor-
tancia prética, pois a reanimacao volémica com doses elevadas de soluges cristaloides ainda é

frequentemente utilizada em nosso meio.

5.4 Sangramento abdominal

A avaliacdo do volume do sangramento abdominal tem o objetivo de estabelecer corre-
lacdo entre as estratégias de reanimacdo utilizadas e o efeito préatico (desfecho clinico) destas

intervencdes.

Apesar da pesagem das gazes nao ser um método preciso, esta medida proporcionou

estimativa da perda sanguinea por hemorragia.

Os animais do G2 sangraram mais que 0s dos grupos 5 e 9, 0 mesmo acontecendo com

os animais do G6. (Figura 9)

Estes resultados sugerem que HP € o fator com maior influéncia no volume de sangra-
mento abdominal, uma vez que apenas foi observada reducdo do sangramento (desfecho cli-
nico) em grupos submetidos a esta estratégia de reanimacdo (G5 e G9). Outro achado que re-
forca esta hipdtese é que os animais do G9 sangraram menos que 0s do G2, apesar dos animais
do G2 terem recebido FXIII. A explicacdo para este menor volume de sangramento é a utiliza-
cao da HP como estratégia de reanimacao volémica, pois a infuséo rapida de grande volume de
cristaloides provoca o deslocamento de coagulos aderidos no sitio de lesdo vascular, retirando
o tampao inicial formado por plaquetas e fibrina (coagulagdo priméria) e favorecendo o ressan-
gramento (4).

Esta hipotese é corroborada por estudo em modelo suino de choque néo controlado que
comparou diferentes estratégias de reanimagéo volémica utilizando solucéo salina isotbnica e
hipertonica, coloides e um grupo que n&o recebeu nenhum volume. Os animais que néo rece-
beram reposic¢ao volémica apresentaram os melhores parametros de coagulagdo (TEM, TP, RNI

e fibrinogénio) e menor sangramento abdominal (103).
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N&o houve diferenga no volume de sangramento abdominal entre os grupos 5 e 9 quando
comparados ao G4. Uma possivel explicagdo para este achado é o uso do FXIII associado a
DDAVP no G4. Os efeitos pré-coagulantes do FXIII associado a DDAVP foram capazes de
minimizar a acdo negativa da reanimagdo normotensiva sobre a coagulacdo no G4. Isto ndo
ocorreu no G2, pelo fato do FXIII ter sido usado isoladamente neste grupo. O melhor efeito do
FXII1 observa-se quando administrado em associagdo com a DDAVP (96). Nao houve dife-
renca significativa do volume de sangramento abdominal entre os grupos submetidos a RVN
(G2, G4 e G6).

O grupo com menor volume de sangramento abdominal foi o G5, porém com diferenca
apenas em relacdo ao G2 e ao G6. Isto pode ser explicado pelo fato de G5 ter sido reanimado
com HP associada ao uso de FXIIl e DDAVP e, desta forma, os beneficios da HP em relacdo a
coagulacdo somam-se aos efeitos pro-coagulantes das drogas. Além disso, G2 e G6 sdo poten-
cialmente os dois piores grupos em relacdo a qualidade da hemostasia, possivelmente porque

receberam RVN, sem drogas no G6 e associada apenas ao FXIII no G2.

O G3 foi o0 Unico entre os grupos submetidos a HP no qual ndo se observou reducédo

significativa no volume do sangramento abdominal.

Os dados parecem indicar beneficios da HP sobre a coagulacédo, devido a reducdo dos
efeitos mecanicos e dilucionais associados a reposicao volémica com excesso de cristaloides
(30,31,40,99). Outro mecanismo que pode explicar o impacto positivo da HP sobre a coagula-
cao esta relacionado a fibrindlise. A hemodiluicdo com reducdo da atividade dos fatores da
coagulacdo provocados pelo excesso de cristaloides, induz a um estado de hiperfibrinélise, pro-
vocado pela reducéo da atividade de enzimas antifibrinoliticas (a2 antiplasmina e TAFI). O uso

de plasma fresco congelado reverte este estado pré-fibrinolitico (104).
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6 Conclusoes

A reanimacdo volémica normotensiva sem o uso de nenhuma droga pré-coagulante
constituiu a pior estratégia de reanimacédo e compromete a coagulacgéo.

A hipotensdo permissiva é a intervencdo com melhor efeito sobre a coagulagéo.

O FXIII utilizado isoladamente no tratamento do choque hemorragico melhora a coa-
gulacdo e seu efeito é otimizado pela DDAVP.

A administracdo simultanea de FXIIl e DDAVP protege contra os efeitos deletérios da

reanimacao normotensiva.

A reanimacédo com hipotensao permissiva reduz o sangramento abdominal quando com-

parada a reanimagdo normotensiva, independentemente do uso de FXIIl e DDAVP.
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Apéndice A

Divisao dos grupos

Gl SHAM
G2 RVN + FXIlI

G4 RVN + FXIII + DDAVP

G6 | RVN SEM DROGAS
G7 | FXIll SEM CHOQUE
G8 | FXIIl + DDAVP SEM CHOQUE

RVN: reposicao volémica normotensiva FXIII: fator XllI
HP: hipotensao permissiva DDAVP: desmopressina
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 261,/201C, relativo ao projeto intitulade “Efeitos da
utilizagcdo do fato de coagbia;éo XIIT isolado e em associacdo a hipotensdo
permissiva e 3 desmopressina: estude experimental com modelo de chogue
hemorragico ndo controlado’, gue tem como responsavel(is) Joao Baptista de
Rezende Neto , esta(3o) de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal,
adotados pelo Comité de Etica em Experimeniacdo Animal (CETEA/UFMG), tendo
sido aprovado na reuniao de 14/ 12/2010.

Este certificado expira-se em 14/ 12/ 201i5.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protoco! r° 261/2010, related to the project entitled “Effects
of the use of coagulation factor XIII isolated and associated to permissive
hypotension and to desmopressina: experimental study with a uncontrolled
hemorragic shock mcdel', under the supervisiors of Jodo Baptista de Rezende Neto,
is in agreement with the Ethical Princinles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics
Committee in Animal Experimentation (CET£A/UFMG), and was approved in
December 14, 2019.

Belo Horizoi\t: > Dezembre de 2010.

Prof2. Jacqueline Isaura Alvarez-Leite
Coor::;Q%)ra do CETEA/UFMG

Universidade Federal ce Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Aridar, Sala 2005
31270-901 - Bclo Horizonte, . MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmag.br/bioeticalcetea - cetea@prpg.ufmag.br

(Mcd.Cert. v1.0)
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Anexo B: Ata da defesa
]
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS UFMG
PROGRAMA DE POS-GRADUACﬂO EM CIENCIAS APLICADAS A CIRURGIA EA
OFTALMOLOGIA =

ATA DA DEFESA DE TESE DO ALUNO
PAULO ROBERTO LIMA CARREIRO

Realizou-se, no dia 14 de fevereiro de 2014, as 14:00 horas, Fac Medicina —
auditério CETES, da Universidade Federal de Minas Gerais, a defesa de tese,
intitulada EFEITOS DO FATOR XIlI DA COAGULACAO, ISOLADO E EM
ASSOCIAGAO A DESMOPRESSINA E A HIPOTENSAO PERMISSIVA, EM
MODELO DE CHOQUE HEMORRAGICO NAO CONTROLADO EM COELHOS,
apresentada por PAULO ROBERTO LIMA CARREIRO, numero de registro
2010654271, graduado no curso de MEDICINA, como requisito parcial para a
obtencdo do grau de Doutor em CIENCIAS APLICADAS A CIRURGIA E A
OFTALMOLOGIA, & seguinte Comissao Examinadora: Prof(a). José Renan da
Cunha Melo - Orientador (UFMG), Prof(a). Daniel Dias Ribeiro (UFMG), Prof(a).
Edson Samesima Tatsuo (UFMG), Prof(a). Vivian Resende (UFMG), Prof(a). Sandro
Scarpelini (FMRP), Prof(a). Gustavo Pereira Fraga (UNICAMP).

A Comissao considerou a tese:

(ﬂ Aprovada

() Reprovada

Finalizados os trabalhos, lavrei a presente ata que, lida e aprovada, vai assinada por
mim e pelos membros da Comissao.
Belo Horizonte, 14 de fevereiro de 2014.

~
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Prof(a). José Renan da Cunha Melo ( Doutor )

N
\\ ~ \

LT , 3 -
Prof(a). Danjiglﬁi)a;%ﬂﬁ)eirﬁ (‘Dgutor) ’

/ e

Prof(a). Edson Samesima Tatsuo ( Doutor )

Prof(a). Viviar] Resende ( Doutora )

S . ;':,/ ‘ &
ro §c’arp/eﬁn| ( Doutor )

-1,

Prof(a), Sarid

/

e .

étiw\'ua; Ay Prace_
Prof(a). Gustavo Pereira Fraga{ Doutor )
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Anexo C: Folha de aprovagao
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS F
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS APLICADAS A CIRURGIA E A U m G
OFTALMOLOGIA =
FOLHA DE APROVACAO

Efeitos do fator XlIl da coagulagio, isolado e em associagao a desmopressina e
a hipotensdo permissiva, em modelo de choque hemorragico nao controlado
em coelhos.

PAULO ROBERTO LIMA CARREIRO

Tese  submetida a Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de
Pés-Graduagdo em CIENCIAS APLICADAS A CIRURGIA E A OFTALMOLOGIA, como
requisito para obtengéo do grau de Doutor em CIENCIAS APLICADAS A CIRURGIA E A
OFTALMOLOGIA, érea de concentragio RESPOSTA INFLAMATORIA A AGRESSAO

Aprovada em 14 de fevereiro de 2014, pela banca constituida pelos membros:

)
AN A,L_L O

Prof(a). José Renan da Cunha Melo - Orientador

UFMG
5 \% (L
Prof(a). Dias ﬁl')elro -Kéo’o‘rfémador
UFMG

\f’%j
Prof{(a). Edson Samesima Tatsuo

UFMG

lvndn, Loren WL
Prof(a). Vivian Resende
U;MG

vy ://
G AT [ S St A
Profla) ro/Scarpelini
4

- Sandre/S¢
FMRP

Cutane Pdina Froc
Ppof(a). Gustavo Pereira Fra;

UNICAMP

Belo Horizonte, 14 de fevereiro de 2014.



