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Resumo

Introducdo: Pacientes com neoplasias hematologicas malignas frequentemente
apresentam trombocitopenia e maior risco de sangramento. Transfus@o profilatica de
plaguetas € pratica comum para prevenir complicacdes hemorragicas. No entanto,
transfusdo esta associada a risco aumentado de reacdes adversas e desfecho clinico
desfavoravel, principalmente na presenca de sepse, quando alteracdes adicionais na
coagulacdo podem ocorrer. Parametros da tromboelastometria tém sido considerados
melhores preditores de sangramento do que a contagem de plaquetas isolada em
diferentes cenarios clinicos. Em estagios iniciais da sepse, a hipercoagulabilidade pode
ocorrer em decorréncia principalmente do aumento na concentracdo de fibrinogénio.
Objetivos: Avaliar o comportamento da coagulacdo em pacientes com neoplasias
hematoldgicas malignas que desenvolvem sepse, para verificar se uma maior
concentracdo de fibrinogénio poderia levar a um aumento proporcional na firmeza
maxima do coagulo, mesmo na presenca de trombocitopenia grave. Métodos: Estudo
prospectivo, transversal analitico, unicéntrico, com 60 pacientes adultos com neoplasias
hematoldgicas malignas e trombocitopenia grave, dos quais 30 apresentavam sepse
(Grupo Sepse) e 30 ndo apresentavam infeccées (Grupo Controle). Foram realizados
testes convencionais e especificos da coagulacao, incluindo a tromboelastometria. O
desfecho primario principal estudado foi a maxima firmeza do coagulo. Resultados:
Pacientes do Grupo Sepse apresentaram niveis mais elevados de fibrinogénio e de
maxima firmeza do coagulo. Tanto o fibrinogénio quanto as plaquetas contribuiram para
a forca do coagulo. A contribuicéo relativa da fibrina foi significativamente maior (60,5%
+ 12,8 versus 43,6% * 9,7; p<0,001) e das plaquetas significativamente menor (39,5% +*
12,8 versus 56,4% + 9,7; p<0,001) no Grupo Sepse. Conclusédo: Pacientes sépticos com
neoplasias hematolégicas malignas apresentaram maiores concentracbes de
fibrinogénio do que pacientes nao infectados, resultando em aumento nos parametros

que medem a for¢ca do codgulo, mesmo na presenca de trombocitopenia.

Descritores: Neoplasias hematologicas; Trombocitopenia; Transfusdo de plaquetas;
Tromboelastografia; Sepse
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1 INTRODUCAO

7

Trombocitopenia € uma complicagdo comum em pacientes com
neoplasias hematoldgicas malignas (NHMs) seja como resultado da malignidade ou
causada por tratamento com quimioterapicos, e esta associada a um risco aumentado
de sangramento.®) Tradicionalmente, transfusdo profilatica de plaquetas tem sido
indicada baseada na contagem de plaquetas para reduzir o risco de sangramento
espontaneo ou associado a procedimentos invasivos ou cirdrgicos.? Apesar dos
potenciais efeitos benéficos para pacientes com doencas hematologicas, a transfusao
de plaquetas esta associada a um risco aumentado de eventos adversos e 0s niveis de
indicacao para transfus@es profilaticas também variam entre os diferentes grupos. Entre
0s componentes halogénicos sanguineos, os concentrados de plaquetas apresentam
alto risco de infeccao e lesdo pulmonar aguda, por isso € aconselhavel evita-los em
pacientes com imunidade comprometida.®% Assim, reduzir transfusdo profilatica de
plaguetas sem aumentar o risco de sangramento parece ser mais seguro para 0S
pacientes, considerando-se ainda o aumento dos custos com a transfusdo e a menor
disponibilidade de concentrados de plaguetas.®-) Além disso, os pacientes com NHMs
apresentam um risco aumentado de desenvolver sepse e choque séptico, muitas vezes
levando a sindrome de disfuncdo de multiplos 6rgdos (SDMO) e morte.19 Nos estagios
iniciais da sepse, ocorre ativacdo da coagulacdo levando a um estado de
hipercoagulabilidade. Proteinas de fase aguda como fibrinogénio ou fator | (Fl), fator VIII
(FVIII) e fator de von Willebrand (VWF) geralmente estdo aumentadas neste estagio.(112)
O fibrinogénio é rapidamente produzido em grandes quantidades pelo figado ap6s o
inicio da infeccdo, sua concentracdo pode sofrer um incremento de até 20 vezes apds
lesdo tecidual, sendo desencadeada pela liberacdo de IL-6 (interleucina-6).1® O FI
também serve como barreira protetora, agindo através da rede de fibrina para capturar
e conter bactérias, contribuindo para o processo de imunotrombose. O rapido aumento
da concentracéo de fibrinogénio na sepse leva a um estado de hipercoagulabilidade.®*
Testes viscoelasticos do sangue (VETs — viscoelastic testing) como a tromboelastometria
(TEM - thromboelastometry) ou tromboelastografia (TEG — thromboelastography),
demonstram que a fibrina e as plaguetas sdo os principais determinantes da
coagulabilidade do sangue (ou forca do coagulo) em individuos saudaveis, e a

diminuicdo de uma pode ser compensada pela outra.!>") Diante de uma doenca



inflamatoria aguda sistémica, o FlI parece desempenhar o papel principal na
determinacdo da coagulabilidade sanguinea. Estudos em coagulopatia dilucional no
trauma e na cirurgia cardiaca com trombocitopenia mostram o papel do concentrado de
fibrinogénio como sendo capaz de compensar o efeito deletério da trombocitopenia,
melhorando a forga do coagulo e consequentemente reduzindo o sangramento. (1821 A
terapia hemostatica utilizando uma estratégia baseada na otimizacdo da forca do
coagulo pode prevenir o sangramento espontdneo e diminuir complicacdes
hemorragicas associadas a procedimentos invasivos.?? Testes viscoelasticos do
sangue reduzem a necessidade de transfusdo de componentes do sangue e melhoram
os resultados em cirurgia cardiaca, trauma e transplante de figado.?3-2®) Na sepse, VETs
sdo considerados ferramentas importantes uma vez que permitem o diagnéstico das
alteracdes dinamicas e complexas da coagulacdo. Ambos os perfis de hiper- e
hipocoagulabilidade podem ser encontrados em estados de ativacdo difusa da
coagulacdo.® Em geral, o primeiro é caracteristico das fases iniciais da sepse,
enquanto o Ultimo, estd associado a aumento da mortalidade.®® Estudo em pacientes
com doencas hematolégicas utilizando TEG, mostrou que os parametros que acessam
a forca do coagulo (ou firmeza do coagulo), como a maxima amplitude (MA — maximum
amplitude), quando aplicados em adicdo as plaquetas sédo Uteis para predizer
sangramento e apoiar a decisdo sobre a necessidade de transfusdo profilatica de
plaguetas.®b

Nossa hipétese é que em pacientes com NHMs e trombocitopenia, a
presenca de sepse desencadearia um aumento na concentracéo de fibrinogénio devido
a ativacdo da resposta inflamatéria sistémica, levando a um incremento compensatoério
na forca do coagulo e, consequentemente, a uma maior tendéncia a um estado de

hipercoagulabilidade.

1.1 Objetivos

1. Investigar o comportamento do sistema de coagulagcdo em
pacientes com neoplasias hematoldgicas malignas e trombocitopenia grave na auséncia
ou presenca de sepse, analisando se a maior concentracdo do fibrinogénio como
proteina de fase aguda poderia compensar o comprometimento da maxima firmeza do

coagulo causado pela trombocitopenia,



2. Avaliar a contribuicdo relativa do fibrinogénio e das plaguetas para
a forca do coagulo em pacientes com neoplasias hematologicas malignas e
trombocitopenia grave com e sem sepse;

3. Avaliar o comportamento do sistema de coagulagcdo em pacientes
com neoplasias hematoldgicas malignas com e sem sepse, de acordo com os testes
convencionais de coagulacao, tromboelastometria, e o teste de geracao de trombina;

4. Avaliar a dependéncia da forca do codgulo aos niveis de
fibrinogénio e das plaquetas, identificando o ponto critico mais baixo na concentragdo de
fibrinogénio e na contagem de plaguetas quando ocorre uma diminuicédo significativa na
firmeza do coagulo;

5. Avaliar e comparar a gravidade dos pacientes de acordo com o
sistema de pontuacao para disfuncdes organicas Avaliacdo Sequencial de Faléncia de
Orgdos, e os sistemas de pontuacdo para coagulacdo intravascular disseminada,
incluindo o escore da Sociedade Internacional de Trombose e Hemostasia, do Ministério

da Saude e Bem-Estar do Japédo, e da Associacao Japonesa de Medicina Aguda.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Visao geral sobre a hemostasia

2.1.1 Hemostasia primaria e o sistema de coagulacéo

Compreender a dinamica e complexa fisiologia do sistema de
coagulacéo € etapa essencial para 0 manejo adequado de pacientes com coagulopatia
e sangramento ativo, ou que apresentem alto risco para complicac6es hemorragicas. As
plaguetas apresentam um papel chave na hemostasia primaria e servem de membrana
para a geracdo do coagulo de fibrina na hemostasia secundaria.®? O sistema de
coagulacdo é composto por uma complexa interacdo entre endotélio, células
sanguineas, fatores sollveis da coagulacdo e as plaquetas.®® O processo de
hemostasia depende do resultado de um equilibrio entre endotélio, sistema proé-
coagulante, inibidores naturais, bem como sistema fibrinolitico.%

A funcéo basica das plaquetas é aderir rapidamente ao sitio de lesédo
ou injuria vascular, agregando-se a outras plaquetas, formando um tampéo plaquetério
para formacdo do coagulo, evitando perda sanguinea excessiva.®? Com a lesdo
endotelial e exposi¢ao do colageno, as plaquetas ficam expostas no local de lesdo, assim
como o complexo fator Vlll/fator de von Willebrand (FVIII/VWF — von Willebrand Factor)
interagindo com a trombina. As plaquetas normalmente ndo aderem ao endotélio
vascular intacto. As plaquetas aderem ao colageno e ao VWF no tecido subendotelial
apos lesdo vascular, apresentam uma alteracdo morfolégica, e assumem uma superficie
irregular, formando varios pseudépodes, aumentando significativamente sua area de
superficie.®® A formacdo do tampdo plaquetario envolve principalmente trés etapas:
adeséo, ativacao e agregacao plaquetaria. A adeséo ocorre apos leséo vascular quando
o VWF atua como uma ponte entre o colageno endotelial e o complexo glicoproteico
plaquetério IB-1X-V (GpIB-IX-V) na superficie plaquetaria. Este complexo GpIB-I1X-V é o
principal receptor para o VWF.(% Apds a adesdo, ocorre a ativacdo das plaquetas com
degranulacao de granulos plaquetérios e liberagcédo de varios fatores, entre eles o calcio.
O célcio se liga aos fosfolipidios, fornecendo uma superficie para a ativacdo de varios
fatores de coagulacéo. E finalmente, tromboxano A2 produzido por plaquetas ativadas,

assim como a adenosina difosfato (ADP), estimulam a agregacao de plaquetas levando

4



a formacédo do tampao plaquetario (Figura 1). A ligacdo da ADP também causa uma
alteracdo conformacional nos receptores de glicoproteina 1I1B/IIIA (GplIB/IlIA) presentes
na superficie das plaquetas, causando deposicéo de fibrinogénio. A geracdo de trombina
catalisa a conversao do fibrinogénio produzindo os monoémeros de fibrina, e ativa o fator
XIII que entéo, determina as ligacdes covalentes na fibrina, contribuindo para uma maior

estabilidade do coagulo configurando a chamada hemostasia secundaria (Figura 2).7
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Figura 1. Hemostasia primaria
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Figura 2. Hemostasia secundaria



A teoria da classica “cascata” ou “cachoeira” da coagulagéo, descrita
em 1964 por Macfarlane et al., dividia a coagulacdo em uma via extrinseca (envolvendo
elementos do sangue e elementos que normalmente ndo sao encontrados no espago
intravascular), uma via intrinseca (envolvendo componentes existentes no espaco
intravascular), que convergiam para uma via comum através da ativacdo do fator X
(FX).(® Entdo, FX ativado (FXa) ativaria a protrombina em trombina, transformando o
fibrinogénio em fibrina. No entanto, este modelo ndo permitia traduzir o que ocorre na
coagulacao in vivo, pois nao explica por que a hemofilia € um disturbio hemorragico ou
por que a deficiéncia do fator XIl ndo esta associada a uma tendéncia hemorragica. Este
conceito ainda € util uma vez que fornece uma estrutura para a interpretacéo dos testes
laboratoriais basicos da coagulag&o.®

Tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPa) € um reflexo da via
intrinseca. Na presenca de prolongamentos isolados de TTPa, deficiéncias de fatores
VIII, IX, XI ou Xl devem ser consideradas. Destes, as deficiéncias dos fatores VIlI
(hemofilia A) e IX (hemofilia B) podem causar graves tendéncias hemorragicas,
dependendo da intensidade e dos niveis dos fatores. A deficiéncia do fator XI (hemofilia
C) tem um fendtipo variavel, que pode ser de assintoméatico até sangramento grave. A
deficiéncia do fator XIl ndo esta associada a um distirbio hemorragico.“® O TTPa tem
sido amplamente utilizado para o monitoramento de heparina ndo fracionada em
ambientes de unidade de terapia intensiva (UTI) e em pacientes submetidos a
oxigenacdo por membrana extracorporea (ECMO - extracorporeal membrane
oxygenation). Tempo de protrombina (TP) reflete a via extrinseca. Prolongamentos
isolados do TP sdo mais frequentemente devidos a deficiéncia do fator VII. Este teste
tem sido tradicionalmente utilizado no monitoramento de agentes anticoagulantes orais
cumarinicos, dependentes de vitamina K.Y Os resultados para TP s&o reportados em
segundos, em porcentagem (%) de atividade ou como razdo normalizada internacional
(RNI), cujo resultado é calculado por meio da relagédo entre o tempo de coagulacéo de
uma amostra em segundos, o tempo médio de amostras normais e o indice Internacional
de Sensibilidade (ISI). A chamada via comum reflete deficiéncias dos fatores V, X,
trombina e fibrinogénio, e prolongam tanto o TTPa quanto o TP, pois estdo na via
comum.*?)

O modelo celular de hemostasia substitui 0 modelo tradicional de
"cascata" e propde que a coagulacdo ocorra em diferentes superficies celulares em

quatro etapas subsequentes (iniciacdo, amplificacdo, propagacéo e estabiliza¢c&o), e néo

6



em duas vias (intrinseca e extrinseca).®” A identificacdo do papel das superficies
celulares na coagulacdo permite uma compreensdo integrada dos mecanismos
dindmicos da coagulacédo no sistema vascular.®”) O fator tecidual (FT) é reconhecido
como o principal desencadeador para a ativagao do sistema de coagulacao, assim como
a importancia do ambiente bioquimico de pH, calcio e temperatura, como fundamentais
para o processo de geracdo de trombina e formacdo do coagulo.®® A iniciagdo da
ativacao da coagulacdo € desencadeada pelo cofator FT (via extrinseca), que € uma
proteina transmembrana presente em fibroblastos, mondcitos, células endoteliais, e em
outros tecidos extravasculares. O FT associado ao fator VII ativado (FVIla) € importante
para iniciar a ativacdo do FX, proteinas da via extrinseca da coagulacdo (EXTEM —
extrinsic pathway). Uma vez que ocorre uma lesdo vascular, 0 sangue & exposto ao FT
expresso na superficie celular, e entdo, o FVlla liga-se rapidamente ao FT exposto. O
complexo FT-FVlla ativa pequenas quantidades de fator IX (FIX) e FX. O fator V (FV)
pode ser ativado diretamente pelo FXa em FVa. O FXa gerado pelo FT-FVlla liga-se as
poucas moléculas de seu cofator, o FVa, e posteriormente, clivam a protrombina,
gerando uma pequena quantidade de trombina.®® Danos a vasculatura permitem que
as plaquetas, assim como o plasma, entrem em contato com os tecidos extravasculares.
As plaguetas aderem aos componentes da matriz extravascular no local da lesdo. O
processo de ligacao as proteinas da matriz ativa parcialmente as plaquetas. Pequenas
quantidades de trombina geradas pela ligagdo ao FT amplificam o sinal pr6-coagulante
inicial — fase de amplificacdo. O calcio promove a ligacdo das proteinas da coagulacéo
a superficie da membrana ativada. Além de ativar as plaquetas, a trombina gerada na
fase de iniciagéo cliva o FXI em FXla e ativa o FV em FVa na superficie da plaqueta. A
trombina também cliva o VWF do FVIII, que circulam ligados, liberando-o para mediar a
adesdo e agregacio plaquetaria.®? O FVIII liberado é subsequentemente ativado pela
trombina em FVllla. Assim, a trombina atua na superficie das plaquetas para “preparar
o terreno” para a montagem do complexo pré-coagulante, amplificando a formacéo do
coagulo.*® Uma vez ativados os cofatores V e VIl na superficie plaquetaria, formam-se
os complexos “tenase” e “protrombinase”, configurando a fase de propagacdo. Esta
atividade de protrombinase resulta em uma exploséo de geracéo de trombina levando a
clivagem do fibrinopeptideo A do fibrinogénio, e a fibrina solavel é formada. E finalmente,
a fase de estabilizacdo ocorre quando a trombina ativa o fator Xl (FXIIl — fator
estabilizador de fibrina), que liga covalentemente os polimeros de fibrina, fornecendo

resisténcia e estabilidade a fibrina incorporada no tampéao plaguetario, formando assim,

7



a fibrina insoltvel.(®%4445 Além disso, a trombina ativa o inibidor de fibrindlise ativado
pela trombina (TAFI — thrombin activatable fibrinolysis inhibitor), que protege o coagulo

da fibrindlise.“®)

2.1.2 Inibidores ou anticoagulantes naturais

A coagulacao também é regulada negativamente pela inativacdo de
todas as serina proteases por inibidores de serina protease (SERPINAS).*") O sistema
anticoagulante desempenha um papel regulador na atividade pré-coagulante no sangue,
limitando assim, a formacao do trombo. A antitrombina (AT) € uma serina protease que
inibe a trombina e o FXa, bem como os fatores 1Xa e Xla na presenca de heparina ou
heparan sulfato. A AT é o inibidor mais importante (Figura 3).47#® Quando a AT esta
ligada a heparina, essa reacao é acelerada em 1.000 vezes. Moléculas semelhantes a
heparina séo sintetizadas por células endoteliais e interagem com AT na parede do vaso
para inibir a coagulacao. As deficiéncias de AT congénitas e adquiridas estdo associadas

a uma predisposicao para trombose.
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Antitrombina (AT) € um membro da familia dos inibidores de serina proteases (SERPINAS) que inibem
a trombina, fator Xa e, com menos eficiéncia, fatores IXa e Xla.
Figura 3. Via da antitrombina



A proteina C (PC) é uma serina protease, outro potente
anticoagulante, com propriedades pro-fibrinoliticas e anti-inflamatérias. E ativada pela
trombina para formar a PC ativada (APC) e atua inibindo os fatores V e VIl ativados
(com proteina S como cofator), assim como o inibidor do ativador do plasminogénio tipo
1 (PAI-1 — plasminogen activator inhibitor-1).4? A proenzima PC circula no plasma e
torna-se ativada quando interage com o complexo trombina/trombomodulina (TM) na
superficie da célula endotelial. Isso € facilitado pela proteina de membrana, receptor
endotelial da PC (EPCR — endothelial cell protein C receptor). A APC inativa os fatores
Va e Vllila e o PAI-1 (Figura 4).59
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PC: proteina C; EPCR: receptor endotelial de proteina C; PAI-1: inibidor do ativador do plasminogénio
do tipo 1.
Figura 4. Via da proteina C

O inibidor da via do fator tecidual (TFPI — tissue factor pathway

inhibitor) € um polipeptidio produzido pelas células endoteliais, que atua como um

inibidor natural da via extrinseca ao inibir o complexo inicial FT-FVlla.®V

2.1.3 Sistema fibrinolitico

O papel do sistema fibrinolitico é dissolver os coagulos sanguineos

formados durante a ativacdo do sistema da coagulacéo, e serve para limitar o tamanho
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e a extensao do coagulo. A fibrindlise € um processo enzimatico que ocorre através da
plasmina dissolvendo o coagulo de fibrina em produtos de degradacéao da fibrina (PDF)
incluindo o D-dimero.® A plasmina é gerada a partir do plasminogénio pelas proteases
ativadoras de plasminogénio do tipo tecidual (t-PA), e ativador de plasminogénio do tipo
uroquinase (u-PA), este Ultimo mais concentrado na préstata.®? O t-PA entdo ativa o
plasminogénio, que subsequentemente cliva a fibrina. Todas essas trés serina proteases
sdo reguladas negativamente por fatores antifibrinoliticos presentes no sangue. A alfa-
2-antiplasmina inibe a plasmina e os inibidores dos ativadores do plasminogénio dos

tipos 1 e 2 inibem o t-PA e u-PA respectivamente (Figura 5).6%)
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t-PA: ativador do plasminogénio do tipo tecidual; PAI-1: inibidor do ativador do plasminogénio do tipo
1; TAFI: inibidor de fibrindlise ativado pela trombina; PDF: produto de degradacgéo da fibrina.
Figura 5. Sistema fibrinolitico

2.2 Exames laboratoriais

Uma vez revisada a fisiologia da coagulacdo e do sistema
hemostatico, é fundamental a compreensdo adequada e detalhada dos testes
laboratoriais que acessam a func¢édo do sistema de coagulacéo, para entdo entendermos
sobre a indicagdo e a melhor utilizacdo destes em situac¢des clinicas como no manejo do
sangramento, nas complicacbes tromboticas, na avaliagdo de risco cirargico ou diante

de procedimentos invasivos para definicdo de necessidade transfusional.
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2.2.1 Testes convencionais de coagulacao

O TP e TTPa séo testes convencionais de coagulacdo (TCCs)
pensados e indicados para o monitoramento adequado de anticoagulantes dependentes
de vitamina K e heparina, respectivamente. Tradicionalmente, os TCCs tém sido
considerados no ambiente perioperatério, de medicina de urgéncia, assim como na UTI
para avaliar a presenca de coagulopatia e o risco de sangramento espontaneo, ou em
decorréncia de procedimentos invasivos ou cirurgia. No entanto, TCCs apresentam
limitagBes importantes no contexto de pacientes criticos, ou de manejo de sangramento
agudo grave. Sao testes realizados em amostra de plasma, e ndo sangue total, 0 que
limita a avaliacdo do papel das células no processo de geracdo de trombina e na
formacao de fibrina. O TP e TTPa acessam apenas 5% do processo de geracdo de
trombina, indicando a deficiéncia de fatores pré-coagulantes, mas ndo a
hipercoagulabilidade.®*%) Por ndo apresentarem uma quantidade significativa de TM,
nao avaliam os inibidores naturais da coagulacédo, portanto, ndo acessam o equilibrio
entre fatores pré e anticoagulantes. Os TCCs falham em acessar o sistema fibrinolitico,
seja na hiper ou na hipofibrindlise, e apresentam um valor preditivo positivo (VPP) muito
baixo, o que significa, serem fracos preditores de sangramento.®% Atualmente, ha uma
tendéncia cada vez mais contraria a transfusdo de componentes de sangue para apenas

corrigir exames patolégicos, na auséncia de sangramento.®?

2.2.2 Testes viscoelasticos do sangue

O método da TEG, descrito inicialmente por Helmut Hartert em 1948
em Heidelberg na Alemanha, avalia a funcéo do sistema de coagulacdo, demonstrando
as alteracdes viscoelasticas do sangue durante o processo global de formacdo do
coagulo.®® Os equipamentos de primeira geracdo comercialmente disponiveis (TEG®
5000, Hellige and Haemonetics) eram muito sensiveis a agitacao e vibracoes, e portanto,
necessitavam de um ambiente especifico no laboratério para evitar artefatos e erros na
leitura dos testes.®? Posteriormente, para diagnéstico mais especifico, foram
desenvolvidos ensaios utilizando o FT como ativador e aditivos adicionais como
inibidores de plaguetas (citocalasina D) ou de fibrindlise (aprotinina).®® A

tromboelastometria rotacional (ROTEM - rotational thromboelastometry, Tem Innovation
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GmbH, Munich, Germany), incluindo ROTEM 05, gamma, e delta, surge em meados dos
anos 1990. ROTEM 05, gamma, e delta sdo equipamentos semiautomatizados, com
tecnologia mais avancada, software moderno, gréficos coloridos (TEMogramas),
reagentes codificados por cores, pipeta eletronica, compostos por 4 canais que permitem
a realizacdo simultanea de 4 testes.®) Em 2017, foi lancado no mercado o ROTEM
sigma, um equipamento totalmente automatizado, com dois cartuchos disponiveis
contendo 4 reagentes cada. Sem a necessidade de pipetagem ou manuseio de
reagentes, portanto sem a necessidade de um profissional especifico ou especialista
préprio para a realizacdo dos testes, a automatizacdo permite reduzir o tempo para
obtencéo dos resultados e erros eventuais pela técnica de pipetagem. Cinco reagentes
estdo disponiveis no mercado para uso clinico, permitindo a rapida identificacdo do
distarbio especifico da coagulagdo em casos de coagulopatia e/ou sangramento. Os dois
testes de triagem incluem o ensaio de EXTEM ativado pela tromboplastina ou FT
(cérebro de coelho), mais sensivel a fibrindlise, e o ensaio de via intrinseca da
coagulacdo (INTEM - intrinsic pathway) ativado pelo &cido elagico. Este ensaio é
particularmente sensivel aos fatores da via intrinseca e a heparina. Enquanto os trés
testes diagnosticos sdo: o ensaio da via extrinseca da coagulacdo com inibicao
plaquetéria pela citocalasina D (FIBTEM - fibrinogen thromboelastometry), no qual a
citocalasina D elimina a contribui¢do das plaquetas a firmeza do coagulo, permitindo uma
avaliacdo isolada da formacdo de coagulos dependente apenas da polimerizacdo da
fibrina; o ensaio de via intrinseca da coagulacao adicionada de heparinase (HEPTEM —
heparin thromboelastometry), com eliminacdo do efeito de heparina, demonstrando o
“sangue heparinizado”; e finalmente, o ensaio de via extrinseca da coagulacdo
adicionada de aprotinina (APTEM — aprotinin thromboelastometry), demonstrando a
verdadeira hiperfibrindlise.®?) Deficiéncia de fatores da coagulacéo, hiperfibrindlise,
hipofibrindlise, componente plaquetario, hipofibrinogenemia, efeito de heparinoides
enddgenos, heparina, sobredose de protamina e anticoagulantes orais podem ser
rapidamente identificados a beira-leito.(®2-%% Assim como outros VETs, a TEM néo
oferece uma reflexdo compreensivel ou sensivel da doenga de von Willlebrand (vWD)
ou do comprometimento da agregacdo plaquetaria.®66) As limitacbes do método
incluem a auséncia do fluxo sanguineo, sendo um método estéatico, e a auséncia das
células endoteliais, uma vez que ocorre dentro de uma cuveta.®V Diferente dos TCCs,
VETSs utilizam sangue total, acessando o processo global de formacéao e lise do coagulo

em tempo real. A TEM n&o apenas oferece em menor tempo os resultados para tomada
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de decisao terapéutica comparados aos TCCs, identificando em 5 minutos os principais
disturbios da coagulacdo, mas ainda, os parametros da TEM que acessam a forca do
coagulo tém sido considerados superiores aos TCCs e a contagem de plaquetas para
predizer sangramento e necessidade transfusional em diferentes cenarios clinicos.GD

A TEM, uma vez que acessa 0 processo global de formacéao e lise
do coagulo, permite classificar o sistema da coagulacdo em 3 fases (Figura 6),
seguindo o conceito do modelo celular da hemostasia proposto por Hoffman et al. em
2001.G" A primeira fase consiste no processo de iniciacdo e amplificacdo da geragdo
de trombina, cujo parametro da TEM correspondente é o tempo de coagulo (CT —
clotting time), medido em minutos, comec¢a no momento zero do contato do sangue
com 0s reagentes, até o grafico atingir a amplitude de 2mm. O CT é determinado pelos
fatores da coagulacéo, sendo que o CT do EXTEM representa a fase de iniciacdo, e o
CT do INTEM a fase de amplificacdo. Estas fases podem estar alteradas por deficiéncia
ou aumento nos niveis de fatores pro-coagulantes, incluindo o fibrinogénio, assim como
em decorréncia de efeito de anticoagulantes como a heparina.*” A a¢do em conjunto
envolvendo as vias extrinseca e intrinseca levam a producéo de grande quantidade de
trombina na circulacdo, determinando a propagacédo do coagulo. Esta segunda fase,
chamada de firmeza do coagulo, comeca com o parametro tempo de formacdo do
coagulo (CFT — clot formation time), seguido pelas amplitudes em 5 minutos (A5), e em
10 minutos (A10), até atingir a maxima firmeza do coagulo (MCF — maximum clot
firmness), que corresponde a amplitude maxima que o gréafico atinge. Estes parametros
definem a coagulabilidade do sangue, e sdo determinados principalmente pela
interacdo entre as plaquetas e o fibrinogénio, mas também o fator XIll. Qualquer
alteracdo em um desses componentes pode levar a uma alteracdo na coagulabilidade
sanguinea. A literatura aponta para um continuo estado de equilibrio fisiol6gico entre
o fibrinogénio e as plaquetas.? O que significa, que nesta fase, a trombina gerada ira
transformar o fibrinogénio em mondmeros de fibrina (fibrina soltvel), e entédo, o FXIlI
ativado pela trombina ira determinar as ligacdes covalentes, tornando a fibrina
insoltvel, estabilizando o coagulo.(®® A terceira e Ultima fase, chamada de fase de
estabilizacdo comeca durante o processo de estabilizacdo da fibrina insolavel, pela
acao do fator XIllI, e termina na lise méxima do coagulo (ML — maximum lysis) ou indice
de lise (LI — lysis index) em 60 minutos, envolvendo o sistema fibrinolitico. O t-PA
liberado pelo endotélio ird transformar o plasminogénio em plasmina, degradando a

fibrina apods reparo do dano tecidual. Proteinas com caracteristicas antifibrinoliticas
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como o PAI-1, alfa 2 anti-plasmina e o TAFI atuam de forma a inibir a ativacdo da

plasmina, e consequentemente a fibrindlise.
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CT: tempo de codagulo (clotting time); CFT: tempo de formacdo de coagulo; A(X):
amplitudes em tempos variaveis; MCF: maxima firmeza do coagulo; LI30: indice de lise
em 30 minutos; ML: méaxima lise.

Fonte: Werfen Medical.

Figura 6. Curva de reacéo da tromboelastometria (TEMograma)

O conceito de coagulabilidade do sangue, decorrente do mecanismo
compensatorio e de equilibrio entre o fibrinogénio e as plaquetas é descrito na literatura
e tem sido aplicado na clinica, no contexto da terapia hemostatica em diferentes
cenarios. Apesar de discutivel, pacientes com NHMs e trombocitopenia,
frequentemente expostos a transfusdo de plaquetas, tém sido envolvidos em estudos
com suplementacdo de concentrado de fibrinogénio com interessantes resultados,
sendo similares a transfusdo de plaquetas.?? Esta capacidade da TEM em acessar o
processo global e dindmico da formacéao do coagulo, envolvendo uma interacao celular
com as proteinas plasmaticas do sangue, permite que este método seja cada vez mais
utilizado e reconhecido como ferramenta capaz de avaliar e monitorar o sistema de
coagulacdo em diferentes cenarios clinicos, como no sangramento, nas complicacdes
tromboticas, e diante da necessidade de procedimentos invasivos e cirurgias.(©9-72)

14



15

2.2.3 Outros testes viscoelasticos do sangue

A plataforma Quantra é um dispositivo baseado em cartucho que usa
ultrassom para caracterizar mudancas dindmicas nas propriedades viscoelasticas do
sangue durante a formacdo do coagulo.(’® Atualmente existem estudos limitados
abordando a intercambialidade dos parametros dos VETs.(’¥ ClotPro € um VET
modificado com base no estabelecido principio da tecnologia copo e pino da TEM.(®)
Esta tecnologia apresenta um sistema de orientagao de rolamento duplo, 6 canais e 8
ensaios diferentes. Alguns ensaios sdo comparaveis aos reagentes da TEM
comumente usados (por exemplo, teste de via extrinseca [teste EX], teste de
fibrinogénio [teste FIB], teste de aprotinina [teste AP], teste de via intrinseca [teste IN],
e teste de heparinase [teste HEP]). Ensaios adicionais foram desenvolvidos
especificamente para a deteccdo de anticoagulantes orais diretos (DOACS): teste de
veneno de vibora de Russell (teste RVV) e o teste Ecarin (teste ECA). O ensaio do t-
PA contém um t-PA recombinante e pode ser usado para identificar deficiéncias na
fibrindlise e resisténcia fibrinolitica.("®) Assim como o ROTEM delta, o ClotPro é um
analisador semiautomatico que requer pipetagem. Sua aplicacdo clinica tem sido
baseada em estudos utilizando valores de referéncia bem estabelecidos para a TEM,

valores que podem ter que ser adaptados ao ClotPro.

2.3 Coagulopatia associada a neoplasias hematoldgicas malignas

As NHMs podem comprometer o sistema de coagulacdo de varias
formas, comprometendo a fungédo ou reduzindo a contagem das plaquetas; alterando
a biologia da célula endotelial, a sintese de fatores da coagulacéo, e a fibrindlise.(’")
Além disso, alguns dos proprios quimioterapicos podem promover sangramento direto
ou indiretamente. Os fatores que parecem contribuir para o sangramento sdo o grau e
duracdo da trombocitopenia, comprometimento da medula éssea ou terapia
mielotoxica, historia prévia de sangramento, ou terapia concomitante com drogas que

afetam a funcdo plaquetaria ou a coagulacéo.(’®

15



16

2.3.1 Neoplasias hematoldgicas malignas e o risco de coagulacao intravascular

disseminada

Indmeras condi¢cdes clinicas incluindo infeccbes, doencas
inflamatdrias sistémicas e doencas malignas, podem levar a ativacdo da coagulacao.
Frequentemente, essa ativacao nao levara a manifestacfes clinicas e nem mesmo sera
detectada por testes laboratoriais de rotina. Porém, alguns casos especificos podem
levar a uma forte ativacdo da coagulacdo, com consequente diminuicdo na contagem
de plaguetas e prolongamento nos tempos globais de coagulacdo. Em sua forma mais
extrema, a ativacdo sistémica e continua da coagulacdo pode levar a uma grave
complicacéo, a coagulacio intravascular disseminada (CIVD).("°80) As apresentacdes
clinicas e a severidade da CIVD serdo definidas conforme as diferentes causas
subjacentes da ativagdo sistémica da coagulacdo. Enquanto na sepse, O
desenvolvimento de CIVD aguda e grave esta associado a SDMO, pacientes com
cancer podem ter manifestacdes clinicas leves ou prolongadas de consumo, ou mesmo
apenas por anormalidades laboratoriais. A CIVD pode ocorrer na sindrome de lise
tumoral (TLS — tumor lysis syndrome) associada ao linfoma de Burkitt ou durante a
guimioterapia para leucemia, e muitas vezes complica a leucemia promielocitica aguda.
O quadro clinico de CIVD subaguda a crénica geralmente ocorre em pacientes com
malignidades sdlidas ou hematolégicas mais avancadas. As manifestacfes clinicas
podem ser predominantemente representadas por sangramento ou por

tromboembolismo venoso e arterial.(®®

2.3.2 Neoplasias hematoldgicas malignas e trombocitopenia

Pacientes com NHMs muitas vezes desenvolvem trombocitopenia
grave como consequéncia da doenca ou causada pelo tratamento, incluindo
quimioterapia e transplante de células-tronco. Leucemia aguda, sindrome
mieloproliferativa, e mielodisplasia muitas vezes se associam a disfuncéo plaquetéria
e trombocitopenia. Os megacariécitos podem estar diminuidos, serem pequenos ou
apresentarem menor numero de I6bulos nucleares, e as plaquetas podem ser
hipogranulares. Manifestagbes clinicas de sangramento podem ocorrer incluindo

epistaxe, sangramento gengival ou de feridas, grandes equimoses e hematomas em
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decorréncia de trauma minimo, e sangramento de mucosas (hematuria, sangramento
vaginal, melena).®V

As plaguetas exercem funcao primordial na hemostasia e possuem
propriedades ndo hemostaticas envolvidas na angiogénese, reparacao tecidual,
inflamacdo e metastase.® Além disso, as plaguetas protegem a integridade vascular
em vasos inflamados. Em geral, o risco de sangramento depende da doenca de base, e
pacientes com cancer e contagem de plaquetas inferior a 6—10 x 10%L tem um aumento
acentuado do risco de sangramento, enquanto a contagem de plaguetas nédo se
correlaciona com risco de sangramento em contagens de plaguetas mais altas.(® Outros
fatores podem afetar as propriedades das plaquetas e, portanto, o risco de sangramento,
como por exemplo, drogas, hematdcrito baixo, deficiéncias no sistema de coagulagéo ou
transfusdo de plaquetas disfuncionais. Para pacientes com leucemia e trombocitopenia
imune, a ativacdo plaquetaria reduzida, agregacdo plaquetaria, ou trombopoese,
refletida pela presenca reduzida de plaquetas reticuladas, estdo associadas ao fenotipo

hemorragico.®®

2.3.3 Transfuséo de plaquetas

Transfusfes de plaguetas sdo amplamente utilizadas na rotina
clinica para prevenir e reduzir o risco de sangramento clinico (profilaxia), ou para tratar
e controlar o sangramento agudo (terapia) em pacientes trombocitopénicos. A
transfusdo de plaquetas é especialmente importante em pacientes hematolégicos com
insuficiéncia medular secundaria a quimioterapia ou transplante de células-tronco.®4
Estudos recentes apontam que a indicacdo mais comum para a transfusdo de
plaquetas para pacientes trombocitopénicos com malignidades hematologicas é a
profilatica.® Esses pacientes recebem até 67% de todas as transfusdes de plaquetas
realizadas no Reino Unido.®% Enquanto o uso de transfusdes de plaquetas para tratar
sangramento associado com trombocitopenia grave parece ser uma conduta bem
definida, o uso de transfusdes de plaquetas para prevenir 0 sangramento é mais
discutivel. Indmeras diretrizes nacionais tém sido publicadas em diferentes paises, a
fim de fornecer recomendacdes sobre quando transfundir componentes plaquetarios

para prevenir sangramento (profilatico), ou para interromper o sangramento ativo
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(terapéutico). Em muitos paises, um limite de 10 x 10%L tem sido aceito se o paciente
tem uma causa reversivel de faléncia da medula 6ssea.

As plaquetas podem ser obtidas de unidades inteiras de doadores de
sangue (plaguetas de doadores aleatérios), ou por aférese de um doador individual
(plaquetas de doador (inico).®” Incrementos pds-transfuséo, beneficio hemostatico e
efeitos adversos sdo semelhantes com qualquer um dos produtos. As diretrizes da
Associacdo Americana de Bancos de Sangue (AABB), e da Sociedade Americana de
Oncologia Clinica (ASCO) recomendam transfusdes de plaquetas profilaticas quando a
trombocitopenia resulta de disfuncdo da medula 6ssea. A indicacdo para transfusao
depende da contagem de plaquetas, diagnéstico do paciente, condicdo clinica e
modalidade de tratamento.®”) Em pacientes com leucemia aguda recomenda-se
transfusédo de plaquetas para um nivel de plaquetas inferior a 10 x 10%L em pacientes
recebendo quimioterapia. Na presenca de sangramento, queda rapida na contagem de
plaguetas ou fatores de risco para sangramento como febre alta, hiperleucocitose,
associacdo com outras anormalidades da coagulagédo, limites mais elevados para
transfusdo podem ser indicados.®”) TransfusGes profilaticas de plaquetas também
podem ser necessarias em pacientes que serdo submetidos a procedimentos invasivos
com contagem de plaquetas abaixo de 50 x 10%L, enquanto que aspiracdo de medula
Ossea e bidpsia podem ser realizadas com seguran¢ga em contagens acima de 20x
109/L.(®9)

Apesar dos potenciais efeitos benéficos para pacientes com NHMs, a
transfusdo de plaquetas esta associada a efeitos adversos que podem comprometer o
desfecho clinico dos pacientes, e variam desde reacfes ndo hemoliticas mais simples a
eventos mais graves como aloimunizacao, infec¢des transmitidas por transfusédo, lesao
pulmonar aguda relacionada a transfusdo (TRALI — transfusion-related acute lung injury),
sobrecarga circulatéria associada a transfusdo (TACO - transfusion associated
circulatory overload) e imunomodulacédo relacionada a transfuséo (TRIM — transfusion-
related immunomodulation).(®9

A incidéncia de reac¢Oes adversas a qualquer componente do sangue
é estimada em cerca de uma em 100 transfusdes, e algumas reagfes podem ser fatais,
embora muito raras, ocorrendo em cerca de uma em 200.000 a 420.000 unidades.®®
Incidéncia de reacOes adversas associadas as transfusdes de plaquetas é
aproximadamente 1 a 4%, o que € maior em comparacao com aqueles com transfusdes

de heméacias ou plasma.®
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Transfusdes de plaguetas carregam maiores riscos de infeccao,
sepse e morte do que qualquer outro produto sanguineo, principalmente devido a
contaminagao bacteriana. Muitos pacientes podem estar em risco particular, incluindo
pacientes gravemente enfermos na UTI.®

A contaminacao bacteriana e as reacdes transfusionais sépticas sao
as principais fontes de morbidade e mortalidade. Entre 1:1.000 e 1:2.500 unidades de
plaguetas estdo contaminadas por bactérias. A microflora bacteriana da pele é uma fonte
primaria de contaminacdo, e 0s contaminantes entéricos sdo raros, mas podem ser
clinicamente devastadores, enquanto as condi¢cdes de armazenamento de plaquetas
podem suportar o crescimento bacteriano. Além disso, a transfusdo de plaguetas tem
sido implicada na mediacdo de TRIM, e de forma independente dos leucécitos.®?

Assim, reduzir a necessidade ou até mesmo evitar transfusdes
profilaticas de concentrados de plaquetas parece ser mais seguro para 0sS pacientes,
considerando-se ainda o aumento dos custos com a transfusdo e a menor

disponibilidade de concentrados de plaquetas nos servicos de hemoterapia.(®79)

2.3.4 Neoplasias hematolégicas malignas e sepse

Pacientes com NHMs apresentam um risco elevado para desenvolver
infecgdo, sepse e choque séptico, muitas vezes associados a SDMO e morte.(19 Choque
séptico em pacientes com NHMs ainda esta associado a altas taxas de mortalidade e
baixa sobrevida em 90 dias.®4

As infec¢Bes sdo comuns em pacientes com NHMs, sendo a sepse
uma das razdes mais frequentes para internacéo na UTI. Pacientes com leucemia aguda
representam um grupo de risco particularmente alto, pois a quimioterapia de inducéo ou
0 regime de pré-condicionamento necessario antes do transplante frequentemente
levam a neutropenia profunda e prolongada. A gravidade e a duracdo da neutropenia
tornam esses pacientes particularmente suscetiveis a bacteremia e outras complicacfes
infecciosas.

Um em cada cinco pacientes com leucemia mieloide aguda (LMA)
pode apresentar uma contagem de glébulos brancos muito elevada, conhecida como
hiperleucocitose, que pode levar a véarias complicagdes com risco de vida, como
leucostase, TLS e CIVD.®%
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2.3.5 Sepse e hipercoagulabilidade

A sepse € definida como uma disfuncdo organica com risco de vida
causada por uma resposta desregulada do hospedeiro a infec¢do. Trata-se de uma
sindrome clinica letal com taxa de mortalidade crescente em todo o mundo.®® Sepse
continua sendo a principal causa de morte em todo o mundo e tem uma incidéncia entre
75-300 por 100.000.°7 Nos Estados Unidos, com os cuidados com a sepse, quase 24
bilhdes de dblares séo gastos anualmente, e com uma tendéncia crescente.®® A sepse
esta associada a uma taxa de mortalidade de 25%, mas na presenca de faléncia de
6rgaos, essa taxa de mortalidade dobra.®”)

A resposta inflamatéria a infec¢éo serve como um mecanismo protetor
contra a invasao microbiana, no entanto, se exacerbada devido a gravidade da doenca,
pode levar a SDMO. Pacientes sépticos apresentam marcadores biol6gicos inflamatorios
que geralmente precedem a faléncia de 6rgdos.©9

Os disturbios da coagulacédo ocorrem quase que invariavelmente em
pacientes sépticos e provavelmente desempenham um papel fundamental na SDMO.(100)
Coagulopatia aguda da sepse (CAS — coagulopathy of acute sepsis) varia desde doenca
tromboembdlica manifesta até deposicao de fibrina microvascular.(*®) Nos casos graves,
com a progressao da doenca, pode haver consumo de fatores da coagulacdo e
plaquetas, culminando com CIVD fulminante, e manifestagcéo clinica mista de trombose
e hemorragia difusa.(192193) As principais vias que levam a coagulopatia induzida pela
sepse e CIVD incluem lesdo endotelial, ativacao do sistema pro-coagulante, plaquetas e
de células inflamatérias (neutrofilos, linfécitos).(1%4 Classicamente, o FT, expresso pelos
macrofagos e mondcitos, desempenha um papel central como desencadeador da
ativacdo da coagulac&o.(105.106)

Na sepse, os neutrofilos séo ativados, liberando redes extracelulares
(NETS — neutrophil extracellular traps) altamente pro-trombéticas compostas por DNA,
histonas e proteinas dos granulos de neutréfilos para limitar a infecgdo. Apds dano
celular e ativagao de células hematopoiéticas, DNA livre de células e proteinas nucleares
como histonas séo liberados na circulacdo, e possuem forte atividade pro-coagulante
(Figura 7).19) Nos estagios iniciais da sepse, a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias
mediadoras de disfuncdo endotelial se associam a ativacao do sistema de coagulacao.

Proteinas de fase aguda, como fibrinogénio, fator V (FV), aumentam rapidamente na
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sepse aguda, aumentando a resposta de hipercoagulabilidade (Figura 7).44
Simultaneamente, os potentes anticoagulantes naturais, PC e AT, sdo regulados
negativamente. A PC e AT podem ser vistos como proteinas de fase aguda negativas
nesse mecanismo inicial protetor.(%8) A contribuicdo antitrombética do endotélio vascular
também é importante na sepse, mas sob condi¢des fisiologicas para prevenir a formacao
de coagulos, manter a integridade vascular e regular o tonus vascular. O modelo atual
de sepse € visto como pro-inflamatorio e anti-inflamatoério ou sindrome de resposta anti-

inflamatédria mista (MARS — mixed antagonist response syndrome).®%9)

prmm . - . Ammadilhas DNA, histonas e protei
Neutrdfilos proteinas ] : )
- ativados extracelulares ¥ dos granulos de neutréfilos =P [ R
(pré-trombdticas)

citocinas disfuncio

pré-inflamatérias P ondotelial Fator tecld ual
vWF / FVIII
Proteinas de fase
aguda: Fibrinogénio, FV \ PAI-1
Ativacio do sistema de
/ coagulagéo 1
NATURA'S l HIPOFIBRINOLISE

TROMBOSE /

FV: fator V; vVWF/FVIIl: complexo fator de von Willebrand com fator VIII; PAI-1: inibidor do ativador do
plasminogénio do tipo 1.
Figura 7. Sepse e hipercoagulabilidade

As células endoteliais vasculares liberam oxido nitrico e prostaciclina,
com a finalidade de produzir os efeitos antitrombéticos fisiologicos. Em condi¢des
sépticas promove efeitos pro-trombéticos, expressando o FT e liberando o VWF.(104) A
disfuncdo endotelial e o desarranjo da anticoagulacdo s&o as caracteristicas da
coagulopatia induzida por sepse.

s

A superficie endotelial vascular € revestida por proteoglicanos de
ligacdo a membrana e cadeias laterais de glicosaminoglicanos que fornecem efeitos
antitrombadticos criticos por ligacdo a AT.(110 As células endoteliais também equilibram a
fibrindlise produzindo t-PA e PAI-1, e esse equilibrio muda para inibicdo da fibrindlise
durante a sepse.®?) O desarranjo do sistema de coagulacdo e fibrinolitico é outra

caracteristica da coagulopatia induzida pela sepse.(1?
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O desfecho de pacientes com sepse depende de uma elevada
suspeita clinica e do diagndéstico precoce da sepse e choque séptico, indicando o inicio
precoce de antibiéticos adequados, da identificacdo e remoc¢do ou controle do foco
infeccioso, assim como do monitoramento e otimizacdo dos parametros de perfuséo
tecidual, evitando a progressdo da SDMO. Portanto, € fundamental o monitoramento
inicial e sequencial das funcdes organicas, e para isto, alguns sistemas de pontuacéo
tém sido propostos para acompanhamento evolutivo das fung¢des organicas, sendo um
dos principais e mais aceitos da literatura o sistema de Avaliacdo Sequencial de Faléncia
de Orgéos (SOFA — Sequential Organ Failure Assessment). A disfunc&o organica pode
entdo ser identificada como uma alteragdo aguda no escore SOFA total =2 pontos
consequente a infecgdo.®® O escore SOFA 22 reflete um risco geral de mortalidade de
aproximadamente 10% em uma populacdo hospitalar com suspeita de infecgdo.14
Mesmo os pacientes que apresentam disfuncdo modesta podem piorar ainda mais,
enfatizando a gravidade dessa condicdo e a necessidade de intervencédo imediata e
apropriada. Pacientes com suspeita de infeccdo que provavelmente terdo uma
permanéncia prolongada na UTI ou morrerdo no hospital podem ser prontamente
identificados a beira do leito com gSOFA, ou seja, alteracdo do estado mental, pressao
arterial sistélica 2100mmHg ou frequéncia respiratoria 222/min.(6:115.116) Choque séptico
consiste em um estado clinico mais avancado da sepse, quando as alteracdes
circulatérias sdo mais graves, assim como as disfun¢cdes metabdlicas e celulares,
levando a um aumento consideravel na mortalidade. Na doenca grave, o sistema de
coagulacdo torna-se difusamente ativado, com consumo de multiplos fatores de

coagulacio e das plaguetas resultando em CIVD.(104

2.3.6 Sistemas de pontuacgéo para coagulacao intravascular disseminada

O diagnostico de CIVD é um desafio para o clinico e envolve a
associacdo de caracteristicas clinicas e laboratoriais. Assim, o diagndéstico é feito em
pacientes com uma doenga subjacente conhecida por estar associada a CIVD em
conjunto com anormalidades laboratoriais (contagem de plaquetas, TP/TTPA,
fibrinogénio sérico e marcador de degradacdo de fibrina). Diferentes sociedades
cientificas ou grupos de estudo tém desenvolvido sistemas de pontuac¢des para permitir

o diagnéstico precoce de CIVD. Um dos sistemas mais aceito universalmente para CIVD
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€ 0 da Sociedade Internacional de Trombose e Hemostasia (ISTH — International Society
on Thrombosis and Haemostasis), que se baseia na contagem de plaquetas, razao
normalizada internacional (INR), fibrinogénio e D-dimero.1”) Uma pontuac&o superior a
5 é compativel com CIVD manifesta, enquanto uma pontuacao inferior a 5 pode ser
indicativa de CIVD ndo manifesta. A precisdo diagndéstica deste sistema foi validada por
varios estudos e correlacionou-se bem com a mortalidade de pacientes com sepse.(118)

Outro sistema de pontuacdo bem conhecido no Japéo inclui os
critérios de diagnostico para CIVD do Ministério da Saude e Bem-Estar Japonés (JMHW
— Japanese Ministry of Health and Welfare). No entanto, este sistema apresenta uma
baixa sensibilidade no caso de infeccbes, uma vez que ndo usam marcadores
moleculares que reflitam a ativacdo da coagulagéo e resultam em diagndstico incorreto
de insuficiéncia hepatica. 1)

Recentemente, o grupo de estudo para CIVD da Associacao
Japonesa de Medicina Aguda (JAAM — Japanese Association for Acute Medicine)
apresentou um outro critério diagndstico. Pacientes que preenchem os critérios para
CIVD, apresentam maior risco para SDMO e morte, sendo Util em pacientes sépticos

com CIVD compensada. (2%

2.3.7 Sepse, hipercoagulabilidade e tromboelastometria

Fibrinogénio e plaquetas sdo considerados o0s principais
determinantes da forca do coagulo ou coagulabilidade do sangue em um individuo
saudavel, e a deficiéncia de um pode ser compensada pelo outro, conceito que tem sido
muito utilizado nos estudos de coagulopatia trauma induzida, coagulopatia dilucional e
trombocitopenia, onde a suplementacdo de concentrado de fibrinogénio tem mostrado
ser capaz de compensar a hipocoagulabilidade determinada pela trombocitopenia.®°121)
Estudo em pacientes com NHMs mostrou que a administracdo de concentrado de
fibrinogénio é igual a transfusdo de plaquetas em relacdo a melhoria da forga do coagulo
em pacientes com trombocitopenia clinicamente relevante que requerem transfusao de
plaguetas.®

Para se compreender melhor a relacéo entre fibrinogénio e plaquetas,
Lang et al. fizeram uma analogia com a parede de um muro. As plaquetas sdo como 0s

tijolos e o fibrinogénio como a argamassa. Quantidades proporcionais em equilibrio
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permitem construir uma parede estavel. Se o niumero de tijolos disponiveis é reduzido,
podemos equilibrar isso com um aumento na quantidade de argamassa. Por outro lado,
se houver somente tijolos, sem argamassa, 0 muro sera facilmente colapsado sob o

minimo estresse (Figura 8).17)

Modelo de parede para ilustrar os efeitos das plaquetas (tijolos) e do fibrinogénio (argamassa) na
firmeza do coagulo. A) concentra¢des normais de plaguetas e fibrinogénio; B) menor concentracéo
de plaquetas, maior concentracdo de fibrinogénio; C) maior contagem de plaquetas, menor
concentracao de fibrinogénio.

Fonte: Lang T, von Depka M. [Possibilities and limitations of thrombelastometry/-graphy].
Hamostaseologie. 2006;26(3 Suppl 1):S20-9. German.?)

Figura 8. Modelo da parede

A adequada forgca do coagulo & fundamental para prevenir o
sangramento espontaneo e reduzir as complicagbes relacionadas a cirurgias e
procedimentos invasivos, tanto que parametros da TEM que acessam a firmeza do
coagulo tém sido considerados como importantes indicadores de necessidade
transfusional e hemorragia macica.(1?212 A TEG (TEG®, Hemoscope, Niles, IL) ou a
ROTEM® (Werfen Medical Ltda, Brasil) sdo testes laboratoriais remotos Uteis para avaliar
a forca do coagulo e orientar a administracao de drogas hemostaticas ou concentrados
de fatores da coagulacdo, reduzindo a necessidade de transfusdo de
hemocomponentes.*?*) O método da TEG foi criado em 1948 na Alemanha, por Helmut

Harter, e permitia a identificacdo de estados de hipocoagulabilidade em pacientes
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vitimas da Segunda Guerra Mundial apoiando a tomada de decisdo em termos de
transfusdo sanguinea. Esta tecnologia e software, passaram ao longo dos ultimos anos
por inUmeros processos de significativo aprimoramento e evolu¢do, ganhando um
importante espago e reconhecimento de sua importancia como ferramenta capaz de
guiar a transfusdo de sangue em diferentes cenarios clinicos.® Finalmente em 2022, a
TEM atingiu seu maior nivel de evidéncia na literatura, no contexto de cirurgias nao
cardiacas, como sendo fortemente indicada como teste remoto para identificar
coagulopatia precoce orientando a terapia hemostatica e transfusdo de acordo com a
necessidade individual de cada paciente.(25126) Atualmente existem inimeros estudos
na literatura acessando o papel da TEM no cenario de hemorragia na cirurgia cardiaca,
no transplante hepético, trauma e hemorragia periparto, inclusive com revisdes
sistematicas e metandlises mostrando que a TEM estd associada ndo somente a
reducao de transfusédo de sangue e componentes halogénicos, mas com impacto positivo
em termos de reducdo da mortalidade.(?32%) A TEM tem sido da mesma forma estudada
em pacientes com sepse, sendo capaz de identificar estados de hipocoagulabilidade em
associacdo a pior desfecho clinico e mortalidade.?® Na sepse, a TEM permite a
identificacdo de diferentes perfis de coagulabilidade, incluindo hiper ou
hipocoagulabilidade, e mais recentemente hipofibrindlise, servindo como importante
ferramenta de acompanhamento sequencial.?%127-129) Na pandemia recente por COVID-
19, a TEM permitiu identificar estados de hipercoagulabilidade associados a maior risco
de complicacGes trombéticas, indicando a necessidade de terapia anticoagulante.39 A
TEM identificou ainda, um perfil especifico de pacientes com COVID-19, com maior
gravidade, associada a linfopenia e plaquetopenia persistentes, hipoxemia severa
refrataria, maior incidéncia de trombose, insuficiéncia renal e pior prognéstico. Isto ndo
por hipercoagulabilidade, mas associado a um estado de hipofibrindlise cuja abordagem
terapéutica passa a estar associada a possibilidade de drogas fibrinoliticas, e nao
anticoagulantes.(131-13% Este conceito também tem sido explorado na coagulopatia
trauma induzida, onde a TEM permite identificar estados complexos de coagulopatia pos-
injaria, incluindo hipofibrindlise, associada a maior mortalidade.(*36)

Em pacientes com NHMs, a TEM tem sido da mesma forma estudada,
como ferramenta capaz de identificar estados de hipocoagulabilidade e com o potencial

de melhorar os atuais métodos de progndéstico hemorragico.®3”)
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3 METODOS

3.1 Desenho do estudo

Neste estudo prospectivo, transversal, analitico e unicéntrico,
avaliamos pacientes adultos consecutivos com diagnostico de NHMs internados com
trombocitopenia grave em um hospital terciario entre 17 de dezembro de 2019 e 29 de
marcgo de 2021. Avaliamos a coagulagéo por meio de testes convencionais e especificos,
incluindo TEM e teste de geracdo de trombina (TGT), conforme descrito abaixo e
comparamos 0s resultados entre o grupo de pacientes que apresentaram sepse (Grupo

Sepse, GS) e o grupo de pacientes sem infeccdo (Grupo Controle, GC).

3.2 Populagéo e ambiente

Este estudo foi realizado na unidade de terapia intensiva (UTI) e na
enfermaria do departamento de hematologia do Hospital Israelita Albert Einstein, centro

de referéncia em oncologia, hematologia e transplantes em Séo Paulo, Brasil.

3.3 Critérios de inclusao

Pacientes que apresentavam as seguintes caracteristicas foram
selecionados para serem incluidos no estudo:

1) Grupo Sepse (GS)

¢ Pacientes maiores que 18 anos com NHMs, incluindo pacientes em
pos-transplante de medula 6ssea;

e Presenca de trombocitopenia definida por contagem de plaguetas
abaixo de 50 x 10%L;

e Diagnéstico confirmado nas primeiras 24h de sepse de acordo com
a 32 definicdo de sepse (disfuncao organica com risco de vida causada por uma resposta
desregulada do hospedeiro a infeccao);

e Pacientes admitidos na UTI.
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2) Grupo Controle (GC)

e Pacientes com NHMs, incluindo pacientes em poés-transplante de
medula 0ssea;

e Presenca de trombocitopenia definida por contagem de plaguetas
abaixo de 50 x 10%L;

e Pacientes ndao-infectados; auséncia de febre, sem uso de
antibiéticos e culturas negativas;

e Pacientes admitidos na unidade de internacdo do servico de

hematologia.

3.4 Critérios de excluséao

Pacientes que apresentaram ao menos uma das seguintes
caracteristicas foram excluidos do estudo: idade inferior a 18 anos, terapia
antiplaquetaria até 7 dias antes da coleta de amostra de sangue, insuficiéncia renal
cronica, gravidez, doenga de von Willebrand (VWD — von Willebrand disease) ou outros

distarbios hereditarios da coagulacéao.

3.5 Participantes

Apos avaliacdo cuidadosa de todos os critérios de inclusdo e de
exclusdo, dos 72 pacientes inicialmente selecionados, 12 foram excluidos, e 60
pacientes restantes foram convidados a participar do estudo, apés a assinatura do Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Figura 9).
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72 pacientes com 18 anos ou mais, nas primeiras 24 horas de admiss&o no
hospital, com doenga hematolégica maligna e trombocitopenia (contagem
de plaguetas abaixo de 50.000 por mm3)

Sim

Pacientes em terapia antiplaguetaria até sete dias antes da coleta de i
im

sangue ou gue apresentavam um dos seguintes critérios: insuficiéncia renal I

crdnica, gravidez, doencga de von Willebrand ou gualquer outra

12 pacientes foram excluidos do estudo I

anormalidade hereditaria de coagulaco conhecida.

N&o
30 pacientes sem infecgdo, definidos como: 30 pacientes com diagnéstico confirmado nas
auséncia de febre, sem antibidticos e primeiras 24 horas de sepse de acordo com a
hemoculturas negativas 3* definicdo de sepse
I Grupo Controle - Enfermaria I Grupo Sepse - UTI
|

Dia zero: commesponde as primeiras

Coleta de dados demograficos e basais, testes

24 hours de admissao laboratoriais gerais (hemograma, bioguimica), e testes

convencionais e especificos da coagulacio.

I Seguimento até o 21° dia I ______________ > Desfechos secundarios avaliados: escores de

gravidade, transfus&o, sangramento, e obito

FRC: ficha de relato de caso.
Figura 9. Diagrama esquematico do estudo

3.6 Célculo do tamanho da amostra

Com base em nossa hipétese primaria de que a sepse desencadeia
um aumento na concentracdo de fibrinogénio devido a ativacéo da resposta inflamatéria
sistémica, levando em ultima analise a hipercoagulabilidade, calculamos o tamanho da
amostra necessario para detectar um aumento de pelo menos 10mm no EXTEM MCF
(via extrinseca da coagulacdo).3®) Este limiar foi baseado em estudos anteriores que
determinaram os principais valores de corte para risco de sangramento.®3 Considerando
um valor basal deste parametro em pacientes com NHMs e trombocitopenia de 35 +
11mm (média * desvio padréo [DP]), e utilizando um poder de 90% e um intervalo de
confianga (IC) de 95%, o tamanho da amostra necessario para realizar o estudo foi de
26 pacientes em cada grupo. No entanto, optamos por um tamanho total de amostra de

60 pacientes (30 pacientes em cada grupo) considerando possiveis desisténcias.
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3.7 Coleta de dados

Os dados foram coletados nas primeiras 24hs de inclusdo dos
pacientes no estudo, o que correspondeu as primeiras 24hs de internacdo na unidade
de internagéo da hematologia, e na UTI do Hospital Israelita Albert Einstein. Os testes
laboratoriais anotados fizeram parte do atendimento clinico de rotina dos pacientes,
sendo necessario apenas coleta adicional de amostras de sangue para realizacdo da
TEM, TGT, niveis plasmaticos de fatores e inibidores da coagulacdo e marcadores do
sistema fibrinolitico. Os dados foram coletados em uma ficha de relato de caso (FRC)
especifica. As seguintes informac6es foram coletadas para cada paciente:

e Dados demograficos e basais: data de assinatura do TCLE, data
de nascimento, sexo e racga; altura e peso (em cm e kg); estado funcional (independente,
parcialmente dependente ou totalmente dependente); histéria de tabagismo; historia de
alcool; comorbidades: hipertensdo, DPOC (doenca pulmonar obstrutiva crénica),
diabetes mellitus, doencas malignas; droga-historia;

e Testes laboratoriais: os testes realizados foram: 1. TCCs: TP/RNI,
TTPa, contagem de plaquetas e concentracdo plasmatica de fibrinogénio (método de
Clauss); 2. hemograma completo; 3. exames gerais: creatinina, ureia, albumina,
bilirrubina, lactato desidrogenase, transaminases, pH, calcio ionizado, proteina C reativa
(PCR); 4. niveis plasméaticos de fatores e inibidores da coagulacdo, marcadores
fibrinoliticos, concentracdo plasmética de fatores Il, V, VII, VI, 1X, X, XIll, vWF, AT, PC,
D-dimero, PDF, plasminogénio e alfa 2-antiplasmina; 5. TEM; 6. TGT. Todas as amostras
de sangue para realizacdo de exames laboratoriais de rotina e testes especificos de
coagulacéo foram coletadas nas primeiras 24 horas apés a inclusao no estudo.

Para andlise da TEM foram realizados os seguintes testes: EXTEM,
INTEM, FIBTEM e PLTEM, que representa a contribuicdo das plaquetas para a firmeza
do coagulo. O teste PLTEM foi calculado subtraindo-se as amplitudes A5 (em 5 minutos),
A10 (em 10 minutos) e a MCF obtidas no FIBTEM daquelas obtidas no EXTEM. As
amostras de sangue para TEM foram coletadas por puncdo venosa em tubo de citrato
(3,2%; Sarstedt, Wedel, Alemanha) e os testes foram realizados por técnicos de
laboratério em um periodo maximo de duas horas. Nao houve mudanca na metodologia
para realizacdo dos testes e seus controles (Rotrol N e Rotrol P) durante o periodo do

estudo.
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Para a analise do TGT a partir de plasma pobre em plaquetas, foram
registrados os seguintes parametros: fase Lag (corresponde ao CT), medido desde a
adicdo do reagente até o inicio da geracdo de trombina; slope: taxa de liberacdo de
trombina por minuto; pico maximo [Flla] formado; horario de pico; area sob a curva (AUC
— area under the curve) do trombograma ou potencial de trombina enddgeno (ETP —
endogenous thrombin potential). A AUC corresponde ao ETP e foi avaliada a fase de
inativacao. O processo de centrifugacao das amostras de sangue total envolveu 2 etapas
de centrifugacao: a primeira na velocidade de centrifugacdo 2000g, por 10 minutos a
21°C e a segunda na velocidade de centrifugacdo 12851g por 10 minutos a 21°C, as
aliquotas de plasma pobre em plaquetas obtidas foram armazenadas a -80°C.

e Desfecho clinico primario: maxima firmeza do coagulo (MCF).

e Desfechos clinicos secundarios: a pontuacdo que avalia a
gravidade do paciente através das disfun¢gbes orgéanicas, o sistema de SOFA; e os
sistemas de pontuacéo para predizer gravidade e risco de CIVD, incluindo o sistema da
ISTH, do Ministério da Saude e Bem-Estar do Japao (JMWH — Japanese Ministry of
Health and Welfare) e da JAAM. Transfusao, sangramento e mortalidade foram da
mesma forma avaliados. Evento hemorragico foi definido como a presenca de
manifestacdo hemorragica, com queda de hemoglobina em 2g/L e/ou transfusao de duas
ou mais unidades de glébulos vermelhos nos primeiros 21 dias apds a inclusdo dos
pacientes no estudo.

No dia zero do estudo foram registrados para ambos os grupos: dados
demograficos, diagndstico clinico incluindo estado de infeccdo quando aplicavel,
diagnéstico hematoldgico, hemograma completo, TCCs; parametros da TEM, niveis
plasmaticos de fatores de coagulacéo, inibidores e marcadores fibrinoliticos, e TGT.
Desfechos secundarios foram avaliados incluindo presenca de sangramento,

transfus@es, pontuacdes clinicas e mortalidade até o 21° dia de internacao.

3.8 Anélise de dados

Média, DP, minimo e maximo, mediana e quartis foram calculados
para variaveis quantitativas, e frequéncias absolutas e relativas para variaveis
qualitativas, conforme apropriado. As comparacdes das caracteristicas dos pacientes e

das medidas dos exames laboratoriais, bem como as pontuac¢des entre 0s grupos, foram
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investigadas usando os testes qui-quadrado ou exato de Fisher e testes t de Student ou
testes de Mann-Whitney, dependendo do tipo de dados e caracteristica de distribuicao.
A normalidade dos dados foi verificada por meio de testes de Shapiro-Wilk, boxplot,
histogramas e graficos de comparacées de quantis. Dados com distribuicdo normal
foram relatados como média e DP e dados néo distribuidos normais como mediana e
intervalo interquartis. A relacdo entre fibrinogénio e MCF foi verificada por meio de
modelos lineares generalizados (MLG) com distribuicdo gama e funcéo de ligacéo de
identidade, considerando MCF em EXTEM como desfecho e fibrinogénio e contagem de
plaguetas como variaveis de resposta. As analises foram realizadas por meio dos
pacotes estatisticos Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) v26.0 e R

adotando nivel de significancia de 5%.

3.9 Orcamento

Para a realizacdo dos testes laboratoriais adicionais especificos da
coagulacéo, fora da rotina médica diaria do hospital, o estudo obteve apoio de dois
patrocinadores. A Werfen Medical LTDA apoiou por meio da doacéo e fornecimento dos
testes de reagentes necessarios para a realizacao da TEM, incluindo os testes EXTEM,
INTEM e FIBTEM. Foram doados diretamente ao laboratério do Hospital Israelita Albert
Einstein 5 caixas de reagentes, o suficiente para realizar exames de 60 pacientes. E a
empresa CSL Behring LTDA, que participou do financiamento do estudo por meio da
doacdo do valor de R$ 50.280,00 ao departamento de pesquisa do Hospital Israelita
Albert Einstein. Este valor foi destinado a contratacdo do servico de apoio a pesquisa do
hospital, que auxiliou na coordenacéo e conducado do projeto de pesquisa, e ainda para
a realizacdo da dosagem sérica de fatores e inibidores da coagulacdo, marcadores do
sistema fibrinolitico, TGT e exames laboratoriais adicionais ndo incluidos na rotina
meédica do hospital como TGO, TGP, albumina, DHL e PCR.

3.10 Consideragdes éticas

O estudo foi conduzido de acordo com os principios da Declaracéo de

Helsinki (versdo 2008) e de acordo com a Lei de Envolvimento Médico em Assuntos
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Humanos. Os relatorios de gerenciamento, monitoramento e estudo de dados foram
feitos de acordo com as Diretrizes ICH-GCP.

A aprovacio ética foi obtida do Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Israelita Albert Einstein (HIAE). Numero do projeto no SGPP: 2.868.311, e
namero do protocolo CAAE: 81865517.4.0000.0071. O consentimento informado foi
obtido antes dos participantes serem incluidos no estudo. Os dados foram tratados de
forma confidencial, sendo respeitada a Lei Geral de Protecdo de Dados Pessoais
(LGPD).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas dos pacientes por grupo

A tabela 1 mostra as caracteristicas dos pacientes por grupos. Nao
encontramos diferencas significativas entre 0s grupos para as caracteristicas
demograficas (p>0,05), exceto para o uso de tabaco. O GC teve uma proporcao
significativamente maior de fumantes (43,3 versus 16,7%, p=0,024). A amostra foi
composta por mais homens do que mulheres (51,7% no GC e 64,5% no GS). A média
de idade foi de 58 anos, com DP de 18 anos no GC e 51 anos e DP de 16 anos no GS.
Quanto aos diagnosticos hematolégicos, as doengas mais comuns nos pacientes
estudados foram leucemia (58,6% no GC e 45,2% no GS) e linfoma (17,2% no GC e
29% no GS). Também foram relatados 3 diagnoésticos adicionais incluindo adenoma

pleomdérfico de pardtida, purpura trombocitopénica idiopatica e sarcoma granulocitico.

Tabela 1. Caracterizacédo dos pacientes por grupo

Caracteristicas dos pacientes C?]n(to%o)le Sne(e)/i)e Valor-p
Género (Masculino) 15 (51,7) 20 (64,5) 0,3152
Idade (anos) 58 +18 51+16 0,171¢
Tabagismo (sim) 13 (43,3) 5 (16,7) 0,0242
Alcoolismo (sim) 1(3,3) 2(6,7) >0,999b
Hipertenséo (sim) 12 (40) 8 (26,7) 0,2732
DPOC (sim) 30 (100,0) 30 (100,0) -
Diabetes mellitus (sim) 3(10,0) 2(6,7) >0,999b
Doencas neoplasicas 0,678
Leucemia 17 (58,6) 14 (45,2)
Linfoma 5(17,2) 9 (29,0)
Mieloma 4 (13,8) 39,7
Mielodisplasia 1(3,4) 1(3,2)
Mielofibrose 1(3,4) 2 (6,5)
Outro(s) 1(3,4) 2 (6,5)
Drogas ilicitas (sim) 3(10,3) 13,2) 0,612°

aTeste Qui-quadrado. PExato de Fisher. cTeste t de Student. DPOC:
doenca pulmonar obstrutiva crénica. n=30.
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4.2 Comparacao de exames laboratoriais entre grupos

Encontramos diferencas significativas entre os grupos para as
seguintes comparaces: fibrinogénio, TP, RNI, D-dimero, PCR e leucdcitos foram
significativamente maiores no GS em comparacao ao GC (Tabela 2).

Tabela 2. Comparacao de exames laboratoriais entre grupos

Testes laboratoriais Controle Sepse Valor-p
Fibrinogénio (mg/dL) 321,5 + 76,03 543,23 + 186,87 <0,001¢
Contagem de plaquetas (x 10%/L) 28,90 £ 9,97 24,83 £ 11,72 0,153¢
TP (s) 92,0 (81-100) 77,0 (561,0-92,00  0,0224
RNI 1,06 (1,00 - 1,15) 1,17 (1,05 - 1,41) 0,006¢
TTPa (s) 29,65 (25,6 - 31,8) 27,4 (26,0 - 29,5) 0,433
TTPa (razéo) 1,05 (0,9 - 1,11) 0,99 (0,92 - 1,04) 0,667¢
PCR (mg/L) 9,7 (3,4 -50,7) 130,7 (63,1-214,2)  <0,001¢
D-dimero (ng/mL) 847,5 (402,0 - 1291,0) 1514,5(834,0 - 2222)  0,005¢
Leucdcitos (mm?3) 205,0 (50,0 - 580,0) 1590,0 (270,0 - 3220) 0,002
Hemoglobina (g/dL) 8,9 (8,4-9,8) 8,7 (8,0-9,5) 0,3674
Hematdcrito (%) 25,7 (24,8-28,4) 24,3 (22,2 - 27,3) 0,092OI

Teste t de Student. “Teste de Mann-Whitney.TP: tempo de protrombina; RNI: razdo normalizada
internacional; TTPa: tempo de tromboplastina parcial ativado; PCR: proteina C reativa. n=30.

Em relacdo a TEM, os parametros que avaliam a forca do coagulo,
como A5, A10 e MCF no FIBTEM, foram significativamente maiores em pacientes com
sepse. Para EXTEM, o parametro CFT foi significativamente menor, enquanto A5 e A10
foram significativamente maiores no GS. Para marcadores de fibrindlise no EXTEM, LI45
e LI60 foram maiores no GS, mas sem significancia estatistica. Para INTEM, o parametro
CFT foi significativamente menor, enquanto o parametro A5 foi significativamente maior
no GS. Considerando PLTEM, A5, A10 e MCF foram menores no GS, e essas diferencas

foram significativas. Os resultados sdo apresentados na tabela 3.
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Tabela 3. Comparacdo dos parametros da tromboelastometria entre 0s grupos

Variaveis C(% n:tég;e (Sne:pssO(; Valor-p
FIBTEM A5 (mm) 16,0+ 4,14 236+7,0 <0,001
FIBTEM A10 (mm) 17,6 £ 4,26 258775 <0,001
FIBTEM MCF (mm) 19,27 + 4,89 29,0 + 8,82 <0,001
FIBTEM LI30 (%) 100,00 100,00 >0,999
FIBTEM LI45 (%) 100,0+0 100,00 >0,999
FIBTEM LI60 (%) 100,0+0 100,00 >0,999
EXTEM CT (mm) 70,33 £ 13,06 70,6 + 14,67 0,086¢
EXTEM CFT (mm) 225,83 +163,57 127,97 +77,41 <0,001¢
EXTEM A5 (mm) 25,767 £5,648 30,767 £ 6,932 0,007
EXTEM A10 (mm) 34,63 £ 6,78 38,87 £ 7,45 0,035
EXTEM MCF (mm) 44,33 £ 6,619 47,7 £ 7,424 0,096
EXTEM LI30 (%) 100,00 100,00 >0,999
EXTEM LI45 (%) 99,11 £ 1,595 100,00 0,163
EXTEM LI60 (%) 97,44 + 3,014 98,75 + 1,5 0,458
INTEM CT (mm) 180,4 18,07  197,6 +43,12 0,069¢
INTEM CFT (mm) 202,0 + 156,87 137,77 £ 90,36 0,002¢
INTEM A5 (mm) 26,7 + 5,694 29,8 + 6,327 0,039
INTEM A10 (mm) 35,0 + 6,818 37,1+ 6,905 0,248
INTEM MCF (mm) 43,67 £ 6,477 44,41 + 7,048 0,574
INTEM LI30 (%) 96,95 + 13,066 100,00 0,507
INTEM LI45 (%) 98,79 + 2,149 98,75 + 1,5 0,668
INTEM LI6O (%) 97,91 £ 2,844 100,0. £ 0 0,144
PLTEM A5 (mm) 9,793 £ 4,13 7,10 £ 4,16 0,011
PLTEM A10 (mm) 17,03 £ 5,65 13,0+ 5,57 0,005
PLTEM MCF (mm) 25,066 £ 5,80 18,63 + 6,403 <0,001

dTeste de Mann-Whitney. A5: amplitude em 5 minutos; A10: amplitude em 10 minutos;
CT: tempo de coagulo; CFT: tempo de formacédo de coagulo; MCF: méxima firmeza do
coagulo; FIBTEM: via extrinseca da coagulacdo com inibicdo plaquetaria pela
citocalasina D; EXTEM: via extrinseca da coagulacdo; INTEM: via intrinseca da
coagulacéo; LI: indice de lise; PLTEM: contribuicdo das plaquetas para a firmeza do

coagulo.

Na tabela 4 apresentamos a comparacao dos exames laboratoriais de
bioguimica entre os grupos. Os pacientes do GC apresentaram niveis mais elevados de
albumina (média, 3,86 versus 3,32g/L; p<0,001). Outros parametros nao foram
significativamente diferentes entre os grupos (p>0,05).
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Tabela 4. Comparacao dos testes hiogquimicos entre 0s grupos

Controle

Sepse

Testes bioquimicos (n=30) (n=30) Valor-p
Temperatura (°C) 36,09 + 0,53 36,44 + 0,84 0,058¢
pH 7,39+ 0,04 7,4 +0,05 0,291¢
HCO3 (mEqg/L) 25,2 (23,1-27,0) 25,3 (23,5-26,3) 0,918
Ureia (mg/dL) 36,0 (24,0-46,0) 31,0 (26,0-36,) 0,669¢
Creatinina (mg/dL) 0,79 (0,68-1,12) 0,85 (0,70-1,05) 0,824¢
Bilirrubina total (mg/dL) 0,5 (0,4-0,7) 0,6 (0,4-0,9) 0,478
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,3 (0,2-0,3) 0,3 (0,2-0,6) 0,351d
DHL (unidades/L) 227,0 (160,0-266,0) 163,5(131,0-231,0) 0,065¢
Albumina (g/dL) 3,86 + 0,35 3,32+0,48 <0,001¢
ALT (U/L) 27,5 (15,0-41,0) 22,0 (16,0-41,0) 0,520¢
AST (U/L) 21,0 (16,0-30,0) 15,0 (12,-25,0) 0,059¢

CTeste t de Student. Teste de Mann-Whitney. DHL: desidrogenase latica; ALT:

alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase.

36

Avaliamos se o0 aumento do fibrinogénio devido a resposta

inflamatoria da sepse aumentaria a MCF nos ensaios EXTEM e FIBTEM. Para avaliar a

contribuicdo das plaquetas para a forca do coagulo, foi utilizado MCF do PLTEM. As
figuras 10, 11 e 12 mostram a relagéo entre EXTEM MCF e fibrinogénio, FIBTEM MCF

e fibrinogénio, bem como PLTEM MCF e contagem de plaguetas por grupo,

respectivamente. A concentracao de fibrinogénio foi maior no GS.

Fibrinogénio
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Figura 10. Grafico de dispersdo EXTEM MCF versus fibrinogénio, por grupo
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Figura 11. Gréfico de dispersédo FIBTEM MCF versus fibrinogénio, por grupo
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Figura 12. Gréfico de dispersdo PLTEM MCF versus contagem de plaquetas, por grupo
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Para avaliar a relacdo entre EXTEM MCF, FIBTEM MCF como

desfecho e fibrinogénio como resposta; e PLTEM MCF como resultado e contagem de

plaguetas como resposta, usamos modelos generalizados mistos com distribuicdo gama

(Tabela 5). O aumento da concentracdo plasmatica de fibrinogénio contribuiu

estatisticamente para o aumento da MCF tanto para EXTEM quanto para FIBTEM. No

EXTEM, os grupos nao diferiram apoés o ajuste para fibrinogénio. No FIBTEM, o aumento

da concentracdo de fibrinogénio também aumentou a MCF. No teste FIBTEM, o GS
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apresentou valores de MCF maiores que o GC em 5,75mm (p=0,019). O aumento da
contagem de plaquetas aumentou significativamente PLTEM MCF. Um aumento na
concentracdo plasméatica de fibrinogénio em 100mg/dL foi associado a um aumento
médio em EXTEM MCF em 4mm (p=0,002) e em 6mm (p<0,001) para FIBTEM MCF. O
aumento da contagem de plaquetas também foi associado a um aumento da MCF. Para
EXTEM MCF e PLTEM MCF, espera-se um aumento médio de 0,26mm apds um
aumento na contagem de plaquetas de 10 x 10%L (p=0,007 e p=0,027, respectivamente).

Tabela 5. Modelo de regressdo gama para a forca do coagulo

Erro IC 95%

Desfecho Variaveis Coef. = - - - Valor-p
padrdo  Mais baixo Mais alto
Intercepto 23,18 5,14 13,11 33,26 <0,001
Fibrinogénio (g/L) 0,04 0,01 0,02 0,07 0,002
Plaguetas (x1000) 0,26 0,10 0,07 0,45 0,007
Sepse 7,10 6,51 -5,66 19,85 0,275
Controle Ref.
EXTEM MCF Interacéo grupo e fibrinogénio
Sepse* fibrinogénio -0,022 0,015 -0,051 0,006 0,124
Controle* fibrinogénio Ref.
Interacdo grupo* plaquetas
Sepse* plaquetas 0,007 0,129 -0,247 0,260 0,960
Controle* plaquetas Ref.
Intercepto 0,70 1,68 -2,58 3,99 0,675
Fibrinogénio (g/L) 0,06 0,01 0,05 0,07 <0,001
Sepse 5,74 2,44 0,96 10,53 0,019
FIBTEM MCF  Controle Ref.
Interagdo grupo e fibrinogénio
Sepse*fibrinogénio -0,02 0,01 -0,03 0,00 0,018
Controle*fibrinogénio Ref.
Intercepto 17,64 3,32 11,13 24,16 <0,001
Plaguetas (x1000) 0,26 0,12 0,03 0,48 0,027
Sepse -5,07 3,70 -12,33 2,19 0,171
PLTEM MCF  Controle Ref.
Interacdo grupo* plaquetas
Sepse* plaquetas -0,02 0,13 -0,28 0,25 0,910
Controle* plaquetas Ref.

EXTEM: via extrinseca da coagulacdo; FIBTEM: via extrinseca da coagulacdo com inibicao plaquetéria
pela citocalasina D; MCF: maxima firmeza do coagulo; PLTEM: contribuicdo das plaquetas para a firmeza
do coéagulo.

38



39

4.3 Contribuicao da fibrina e das plaquetas para a for¢ca do coagulo

Para avaliar a contribuicdo do fibrinogénio e das plaquetas para a
forca do coagulo (A5, A10, MCF), calculamos a média (DP) de FIBTEM MCF/EXTEM
MCF x 100 [em %] e a média (DP) de PLTEM MCF/EXTEM MCF x 100 [em %] e
comparamos 0s dois grupos. A contribuicdo relativa da fibrina para a MCF foi
significativamente maior (60,5% + 12,8 versus 43,6% + 9,7; p<0,001) e a contribuicdo
relativa das plaguetas para a MCF foi significativamente menor (39,5% + 12,8 versus
56,4% + 9,7; p<0,001) no GS em relacdo ao GC. O mesmo se aplica as razbes A5 e A10
(Tabela 6).

Tabela 6. Contribuicéo do fibrinogénio e das plaquetas para a forca do coagulo

Parametros da TEM Controle (30) Sepse (30) Valor-p
FIBTEM A5 /EXTEM A5 (%) 62,6 £12,2 76,7+ 125 <0,001
FIBTEM A10 /EXTEM A10 (%) 51,6 +11,2 66,4+ 12,6 <0,001
FIBTEM MCF /EXTEM MCF (%) 43,6 £ 9,7 60,5+12,8 <0,001
PLTEM A5 /EXTEM A5 (%) 37,4+£12,2 23,3+125 <0,001
PLTEM A10 /EXTEM A10 (%) 56,4 +9,7 395+12,8 <0,001
PLTEM MCF /EXTEM MCF (%) 56,4 +9,7 395+12,8 <0,001

Teste t de Student. TEM: tromboelaatometria; EXTEM: via extrinseca da
coagulacéo; FIBTEM: via extrinseca da coagulagcao com inibicdo plaquetaria pela
citocalasina D; MCF: maxima firmeza do coagulo; PLTEM: contribuicdo das
plaguetas para a firmeza do coagulo.

Também investigamos um ponto de corte nos niveis de fibrinogénio e
das plaquetas quando hd uma reducdo significativa na MCF. Os pontos de corte
inicialmente considerados foram EXTEM MCF <55mm, EXTEM A10 <45mm, EXTEM A5
<35mm para fibrinogénio e plaquetas; e FIBTEM MCF <25mm e FIBTEM A5 <20mm
para o fibrinogénio. Para FIBTEM MCF <25mm e FIBTEM A5 <20mm, a curva ROC
apresentou AUC de 0,940, com intervalo de confianga de 95% (0,883 — 0,996). De acordo
com os critérios de Youden, o ponto de corte ideal para discriminacdo entre individuos
com diminuicao significativa da for¢ca do coagulo (FIBTEM MCF <25mm e FIBTEM A5
<20mm) foi fibrinogénio igual a 403mg/dL, com sensibilidade de 0,909 e especificidade
de 0,842. O mesmo nao ocorreu para os niveis das plaquetas considerando-se o EXTEM
(Tabela 7).
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Tabela 7. Area sob a curva e intervalos de confianca de 95% para pontos de corte

IC 95% Valor de Sens. Espec
Desfecho Variaveis AUC Mais Mais ' '

; corte (%) (%)
baixo alto

Fibrinogénio 0,839 0,710 0,967 403,0 87,5 64,0
Plaquetas 0,562 0,358 0,767 27,5 62,5 52,0
Fibrinogénio 0,853 0,713 0,993 618,5 71,4 90,6
Plaguetas 0,496 0,300 0,692 22,5 71,4 43,4
Fibrinogénio 0,856 0,717 0,994 618,5 71,4 90,6
EXTEMMCF <85mm o quetas 05558 0331 0785 260 714 472
FIBTEM A5 <20mm Fibrinogénio 0,940 0,883 0,996 403,0 90,9 84,2
FIBTEM MCF <25mm  Fibrinogénio 0,940 0,883 0,996 403,0 90,9 84,2
AUC: area sob a curva; EXTEM: via extrinseca da coagulacdo; FIBTEM: via extrinseca da
coagulacéo com inibicdo plaquetéria pela citocalasina D; MCF: maxima firmeza do coagulo.

EXTEM A5 <35mm

EXTEM A10 <45mm

4.4 Comparacao de exames laboratoriais especificos entre grupos

Na tabela 8, apresentamos a comparacao entre os niveis plasmaticos
de fatores de coagulacéo, inibidores e marcadores de fibrinélise, bem como parametros
de TGT. O GS teve uma atividade média menor do fator VII (83,75 + SD% versus 67,84
+ SD%: p=0,046) e atividade da PC (93,0 + SD IU/dL versus 74,79 + SD 1U/dL; p=0,026).
O fator VIII foi maior no grupo com sepse, mas essa diferenca nao foi significativa. Os
demais fatores de coagulacéo, marcadores do sistema fibrinolitico e parametros do TGT

nao apresentaram diferencga significativa.

Tabela 8. Comparacéo dos fatores de coagulacéo entre 0os grupos

Fatores da coagulacao C(?] n:t3r8;e ae:p350§ Valor-p
Fator Il (mg/mL) 93,14 + 18,67 90,24 + 21,17 0,576°
Fator V (%) 125,50 + 35,5 129,69 + 36,02 0,652°
Fator VII (%) 83,75 + 29,63 67,84 £ 30,84 0,046°
Fator VIII (%) 149,75 (115,2-191,1) 161,85 (135,6-212,9) 0,154¢
Fator IX (unidades/dL) 135,73 + 33,80 145,03 + 32,88 0,285°¢
Fator X (%) 89,71 + 20,92 87,59 + 24,87 0,723¢
Fator XIII (%) 69,7 (62,5-80,6) 67,35 (59,3-76,9) 0,584¢
vWF (IU/dL) 223,6 (182,2-244,4) 2131,5 (207,9-242,1) 0,404¢
AT (%) 101,5 (85,0-125,0) 90,5 (83,0-105,0) 0,160
PC (%) 93,0 + 29,79 74,79 +£ 31,43 0,026°
Plasminogénio (%) 93,63 £ 20,57 86,20 + 20,65 0,168°
Alfa2-antiplasmina (IU/mL) 1,05+ 0,17 1,00 + 0,17 0,295°¢
Tempo de atraso (min) 2,79 (2,44-3,32) 3,31 (2,63-3,75) 0,086¢
indice de velocidade (%) 47,87 (40,58-82,87) 65,83 (55,65-93,09) 0,086¢
Tempo de pico (min) 6,24 + 1,04 6,3+1,18 0,838°¢
ETP (%) 74,92 + 27,61 80,92 + 22,20 0,358°¢
AUC/ETP (nM x min) 1034,52 £ 377,84 1139,93 + 308,82 0,242°

CTeste t de Student. 9Teste de Mann-Whitney. VWF: fator de von Willebrand; AT: antitrombina;
PC: proteina C; ETP: potencial de trombina enddgena; AUC: area sob a curva.
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4.5 Comparacao de pontuacdes entre grupos

Escores clinicos como SOFA, ISTH, JIMWH e JAAM foram avaliados
no 21° dia de acompanhamento dos grupos. Encontramos diferencas entre 0s grupos
para os escores JMWH (p=0,006) e JAAM (p=0,013); com o GS apresentando escores

mais elevados (Tabela 9).

Tabela 9. Comparacao dos sistemas de pontuacdo entre grupos

Pontuacbes Controle Sepse Valor-p
SOFA 52+1,27 5,33 + 1,49 0,957¢
ISTH 2,887 (2,0-4,0) 3,4 (2,0-4,0) 0,0554
JMWH 4,37 (4,0-7,0) 5,0 (4,0-9,0) 0,006¢
JAAM 4,43 (4,0-7,0) 5,1 (4,0-9,0) 0,013¢

CTeste t de Student. 9Teste de Mann-Whitney. SOFA: Avaliacio Sequencial
de Faléncia de Orgdos; ISTH: Sociedade Internacional de Trombose e
Hemostasia; JMWH: Ministério da Salude e Bem-Estar do Japdo; JAAM:
Associacao Japonesa de Medicina Aguda. n=30.

4.6 Correlacao entre testes especificos de coagulagdo com sangramento

Na tabela 10, apresentamos o0s resultados da relacdo entre
fibrinogénio, contagem de plaquetas, parametros de TEM (EXTEM, INTEM, FIBTEM e
PLTEM), TCCs, FVII, PC, AT e TGT com sangramento.

Observamos eventos hemorragicos em 7 pacientes, equivalente a
11,67% nos primeiros 21 dias ap6s a inclusdo neste estudo. Houve mais pacientes no
GC com eventos hemorragicos do que no GS, mas essa diferenca nédo foi significativa.

Apenas o fator VII foi significativamente correlacionado com sangramento (p=0,011).
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Tabela 10. Correlacado entre testes especificos de coagulacdo com sangramento

42

Auséncia de

Presencade

Testes da coagulacéo sangramento sangramento Valor-p
(n=53) (n=7)
Contagem de plaquetas(x 10%L) 28,0 (21-38,5) 21,0 (16,5-31,5) 0,072
Fibrinogénio (mg/dL) 390,0 (242,3-380,3) 404,0 (399,0-661,0) 0,910
FIBTEM A5 (mm) 18,0 (13,8-18,3) 19,0 (18,8-28,3) 0,964
FIBTEM A10 (mm) 20,0 (14,5-19,30) 20,0 (20,0-31,3) 0,752
FIBTEM MCF (mm) 22,0 (15,5-22,0) 24,0 (23,0-34,3) 0,982
FIBTEM LI60 (%) 100,0 (100-100) 100,0 (100-100) >0,999
EXTEM A5 (mm) 29,0 (22,0-30,0) 27,0 (26,0-34,0) 0,482
EXTEM A10 (mm) 38,0 (29,8-39,3) 34,0 (34,0-42,5) 0,498
EXTEM MCF (mm) 47,0 (40,8-49) 46,0 (42,8-51,5) 0,893
EXTEM LI60 (%) 99,0 (95,0-100,0) 96.0 (97,3-100,0) 0,066
INTEM A5 (mm) 28,0 (23,8-30,3) 26,0 (26,6-34,0) 0,484
INTEM A10 (mm) 37,0 (31,0-39,0) 33,0 (32,0-42,0) 0,636
INTEM MCF (mm) 45,0 (40,0-47,3) 43,5 (40,5-49,5) 0,532
INTEM LI6O0 (%) 99,5 (97,0-100,0) 92,0 (100,0-100,0) 0,154
PLTEM A5 (mm) 8,0 (6,5-12,5) 9,0 (4,0-10,0) 0,944
PLTEM A10 (mm) 15,0 (12,0-22,0) 17,0 (8,0-17,0) 0,752
PLTEM MCF (mm) 22,0 (20,0-29,3) 25,0 (14,0-23,0) 0,527
TP (s) 87,0 (81,8-100,0) 70,0 (60,0-92,8) 0,428
RNI 109,0 (100,0-115,3) 130,0 (104,8-142,3) 0,089
TTPa (s) 288,0 (256,0-315,8) 257,0 (263,8-295,8) 0,330
FATOR VII (%) 78,4 (46,9-91,7) 38,0 (57,8-98,2) 0,011
PC (%) 83,0 (60,8-108,8) 63,0 (62,8-103,3) 0,089
Tempo de atraso (min) 3,2(2,5-3,8) 2,6 (2,5-3,6) 0,652
indice de velocidade (%) 63,6 (41,8-99,9) 75,8 (45,9-84,4) 0,636
Altura do pico (nM) 136,3 (106,7-186,2) 153,1(110,3-183,2) 0,668
Tempo de pico (min) 6,3 (5,3-7) 5,9 (5,5-7,0) 0,718
AUC/ETP (nM x min) 1003,0 (800,2-1316,8) 1189,0 (831,9-1287,5) 0,330
ETP (%) 74,2 (59,3-96,6) 81,9 (57,8-92,8) 0,330

FIBTEM: via extrinseca da coagulagdo com inibi¢do plaquetéria pela citocalasina D; EXTEM: via extrinseca
da coagulagéo; INTEM: via intrinseca de coagulacdo; PLTEM: contribuicdo das plaquetas para a firmeza
do codagulo; TP: tempo de protrombina; RNI: razdo normatizada internacional; TTPa: tempo de
tromboplastina parcial ativado; PC: proteina C; AUC: area sob a curva; ETP: potencial de trombina
endogeno; A5: amplitude em 5 minutos; A10: amplitude em 10 minutos; LI: indice de lise; MCF: maxima
firmeza do coagulo.

Também avaliamos a correlacdo entre a atividade do fator VIl com os

parametros EXTEM (CT, CFT, A5 e MCF), e ndo houve correlacdo estatisticamente
significativa (p>0,05) (Tabela 11).
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Tabela 11. Correlacao de Pearson com a atividade do fator VII

Pardmetros TEM Correlacéo N Valor-p
EXTEM CT (s) 0,138 60 0,291
EXTEM CFT (s) -0,119 60 0,367
EXTEM A5 (mm) 0,083 60 0,537
EXTEM MCF (mm) 0,108 60 0,412

TEM: tromboelastometria; EXTEM: via extrinseca da
coagulacdo; MCF: maxima firmeza do coagulo; CT: tempo de
coagulo (clotting time); CFT: tempo de formacao do coagulo (clot
formation time); A5: amplitude em 5 minutos.

4.7 Comparagdo de transfuséo, reagdo transfusional e sangramento entre os

grupos

O GS recebeu mais transfusao de hemacias, mas essa diferenca nao
foi significativa (p=0,083). Nao houve diferenca entre os grupos para transfusao de

concentrados de plaquetas, bem como para reacéo transfusional (Tabela 12).

Tabela 12. Comparacao de transfuséo, eventos adversos e sangramento

por grupo
L Controle Sepse Total
Variaveis Valor-p
n (%) n (%) n (%)
Transfuséo 0,237
Nao 0 (0) 2(6,9) 2(3,4)
Sim 30 (100) 27 (93,1) 57 (96,6)
Total 30 (100) 29 (100) 59 (100)
Concentrado de hemacias 0,083
Nao 8 (26,7) 2(7,4) 10 (17,5)
Sim 22 (73,3) 25(92,6) 47(82,5)
Total 30 (100) 27 (100) 57 (100)
Concentrado de plaguetas 0,613
Nao 3 (10) 1(3,7) 4(7)
Sim 27(90) 26(96,3) 53(93)
Total 30 (100) 27 (100) 57 (100)
Reacao transfusional >0,999
N&o 26 (86,7) 24 (88,9) 50 (87,7)
Sim 4 (13,3) 3(11,2) 7 (12,3)
Total 30 (100) 27 (100) 57 (100)
Sangramento >0,999
N&o 26 (86,7) 27(90) 53(88,3)
Sim 4 (13,3) 3 (10) 7 (11,7)
Total 30 (100) 30(100) 60 (100)

Teste exato de Fisher.
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4.8 Avaliacao do numero de 6bitos entre os grupos
N&o houve 6bitos nos 21 dias estudados. Também levantamos dados
relativos a 6bito mesmo apds 21 dias conforme estabelecidos no desenho do estudo. No

seguimento de 1 ano apos o término do estudo, até junho de 2023, foram observados

46% de mortalidade em ambos os grupos.
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5 DISCUSSAO

Os principais achados deste estudo em pacientes com NHMs e
trombocitopenia grave foram que houve aumento nos niveis de fibrinogénio e na forca
do coagulo em pacientes com sepse em comparagao com pacientes néo infectados. Isto
aponta para uma tendéncia a um estado de hipercoagulabilidade, em decorréncia a
resposta inflamatodria da sepse, mesmo na presenca de trombocitopenia.

No entanto, o aumento encontrado no EXTEM MCF foi inferior ao
esperado. Uma possivel razéo para esta diferenca pode ser que a contribuicdo da fibrina
para a firmeza do coagulo ja estava aumentada em pacientes com NHMs, mesmo sem
infeccdo, devido a resposta inflamatéria a malignidade.*39) Assim, o aumento médio
observado no EXTEM MCF no GS (4mm; Tabela 5) foi muito menor do que a
variabilidade esperada que usamos para o calculo da poténcia (10mm). E possivel que
NOssos pacientes ja apresentassem fibrinogénio em nivel um pouco mais elevado devido
a inflamacéo causada pela doenca maligna. Tanto o fibrinogénio quanto as plaquetas
contribuiram para a forca do coagulo, sendo o fibrinogénio o principal determinante da

coagulabilidade sanguinea nessas populacdes de pacientes.

5.1 Variacao na concentracéao de fibrinogénio em resposta a sepse

Confirmando nosso achado, Sharma et al. mostraram em 2018, em
um estudo de centro Unico em criancas com sepse, que o fibrinogénio plasmatico foi
significativamente maior em pacientes sépticos em comparacdo com controles,
principalmente nos estagios iniciais da sepse.*% Niveis mais elevados de fibrinogénio
na sepse também foram identificados em outras publicagdes.(1%%14) Um estudo recente
publicado por Mori et al. mostrou em pacientes com coagulopatia indutora de sepse
internados em UTI, que aproximadamente um quarto dos pacientes apresentou
tendéncia a diminuigcéo progressiva da concentragédo de fibrinogénio ao longo do tempo
devido ao agravamento da coagulopatia, e esses pacientes tiveram mortalidade em 28
dias taxa mais alta do que em pacientes com tendéncias ndo decrescentes de

fibrinogénio.142
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5.2 Contribuicéo do fibrinogénio e das plaquetas para a for¢ca do coagulo

Corroborando com nossos achados de que tanto as plaquetas quanto
o fibrinogénio sado determinantes da coagulabilidade do sangue, em 2023, Maslow et al.
demonstraram a interacdo entre plaquetas e fibrinogénio em individuos saudéaveis
utiizando TEG. Foram observadas fortes correlacbes entre plaguetas e amplitude
maxima na tromboelastografia (TEG-MA — thromboelastography maximum amplitude), e
entre fibrinogénio e TEG-MA. Para fibrinogénio e TEG-MA, foi identificada uma relacao
linear. Os autores mostraram ainda que o produto entre contagem de plaquetas e
concentracdo de fibrinogénio esteve mais fortemente correlacionado com TEG-MA do
que a contagem de plaquetas ou a concentracao de fibrinogénio isoladamente.43 Harr
et al. em 2013, estudaram em pacientes com trauma, o papel do fibrinogénio na forca do
coagulo usando TEG (TEG-MA). Semelhante ao nosso estudo, os autores observaram
gue tanto o fibrinogénio quanto as plaquetas contribuem para a forca do coagulo, com o
fibrinogénio tendo uma forte correlacdo com TEG-MA. Niveis aumentados de
fibrinogénio foram diretamente associados a um aumento ainda maior na contribuicao
para a TEG-MA.44 Em contrapartida, Kornblith et al. mostraram em pacientes com
trauma, que apesar da importancia do fibrinogénio, as plaquetas tiveram maior
contribuicéo para a forca do coagulo em todos os momentos apos a lesdo. As plaquetas
contribuiram com 69,5% e o fibrinogénio com 30,5% em média para a for¢a do coagulo
na admissdo.® Essa diferenca poderia ser explicada pelas caracteristicas distintas dos
pacientes. De forma similar, Caballero et al. identificaram em estudo publicado em 2023
em pacientes com cirrose submetidos a transplante hepatico, que a contagem de
plaguetas foi significativamente correlacionada com a firmeza do coagulo. A contribuigéo
das plaquetas para a firmeza do coagulo (PLTEM MCF/EXTEM MCF) foi de 77%,
enquanto a contribuicdo da fibrina para a firmeza do coagulo (FIBTEM MCF/EXTEM
MCF) foi de apenas 23%.14% Reforcando o conceito de interacédo entre fibrinogénio e
plaguetas com a for¢ca do coagulo, em 2016, Munk-Andersen et al. demonstraram que a
administracdo de concentrado de fibrinogénio aumentou a firmeza do coagulo no mesmo
grau que a transfuséo de plaquetas em pacientes trombocitopénicos nao septicos com

NHMs que necessitavam de transfusdo de plaquetas.@
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5.3 Variacao dos parametros da tromboelastometria devido a sepse

Estudos em pacientes com sepse mostram que a manifestacdo da
coagulopatia pode variar desde um estado subclinico de hipercoagulabilidade com
trombose venosa localizada até CIVD grave com formacgédo de microtrombose difusa e
disfuncdo de multiplos 6rgaos, até hipocoagulabilidade grave com complicacGes
hemorragicas devido ao consumo de fibrinogénio, fatores de coagulacdo e
plaguetas.(129.146-149) Em nosso estudo, nos pacientes sépticos, 0s parametros que
definem a for¢a do coagulo (A5, A10 e MCF) foram maiores nos ensaios EXTEM, INTEM
e FIBTEM, e menores no PLTEM; e o CFT foi menor nos testes EXTEM e INTEM,
guando comparados aos resultados observados nos pacientes nao-infectados do GC.
Esses achados representam uma tendéncia a um estado de hipercoagulabilidade, tipico
da fase inicial da sepse. O CFT é definido como o tempo entre o inicio da coagulagéo
(caracterizada por uma amplitude de firmeza do coagulo de 2mm) e a curva
tromboelastométrica atingindo uma amplitude de 20mm. Este valor fornece informacdes
sobre a velocidade de formacdo do codgulo e se correlaciona inversamente com o
MCF.(150) As amplitudes A5 e A10, representam a firmeza do coagulo nos tempos 5 e 10
minutos, respectivamente. O parametro MCF representa a amplitude maxima que o
gréfico atinge durante a medicédo, demonstrando a forgca maxima do coagulo.®? Baseia-
se na polimerizac&o da fibrina, agregacao plaquetaria e interacao fibrina-plaguetas.5b

Em 2017, Levi et al. mostraram que na fase inicial da sepse ha um
aumento notavel na forca e elasticidade do coagulo, indicando um ambiente pré-
hemostatico.%2 Em estudo publicado em 2009, Daudel et al. relataram redugdes no CT
e CFT e aumento no MCF no EXTEM em pacientes com sepse grave durante a fase
critica da doenca, em comparacdo aos valores de admissdo, configurando uma
tendéncia a hipercoagulabilidade.?”) De fato, a hipercoagulabilidade tem sido observada
com mais frequéncia na fase aguda da sepse. Em pacientes com CIVD evidente, os
parametros da TEM indicaram hipocoagulacdo, enquanto em pacientes sem CIVD a
tendéncia é de hipercoagulacéo.(14®)

Revisao sistematica publicada em 2014, mostrou que os resultados
das medicbes TEG/ROTEM na sepse variam amplamente entre os estudos, sendo
identificado tanto a presenca de hipocoagulacao quanto de hipercoagulabilidade. Esses

achados sdo consistentes com a literatura sobre a fisiopatologia da sepse.
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Hipercoagulabilidade ocorre a partir da ativacao difusa da coagulacdo com formacéo de
trombos microvasculares e hipoperfusédo tecidual, seguida por um esgotamento dos
fatores da coagulacao e das plaguetas durante fase avancada da CIVD, com tendéncia
a hipocoagulacido e sangramento.?

N&o foram observadas diferencas nos indices tromboelastométricos
de lise do coagulo. Em nosso estudo, os parametros da TEM, bem como os marcadores
séricos de fibrindlise (plasminogénio e alfa-2 antiplasmina) ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos. Esses resultados divergem da literatura, que mostra a
inibicdo da fibrindlise pelo aumento da concentracdo de PAI-1 em resposta a
sepse.(128.146,153,154) § PAJ-1 ndo foi avaliado neste estudo. Isto pode ser explicado em
parte porque todos os pacientes tinham NHMs, o que influencia a atividade
fibrinolitica(™®1%% e porque o estudo ndo foi desenvolvido para mostrar diferencas na

hipofibrindlise em pacientes sépticos com NHMs, (112.128,146,154)

5.4 Variacdo dos testes convencionais de coagulacdo e fatores da coagulagcéo

devido a sepse

Os pacientes do GS apresentaram TP mais longo, bem como niveis
significativamente mais elevados de D-dimero em comparacao aos pacientes do GC.
N&o houve diferenca significativa para TTPa. A alteracdo encontrada no TP
provavelmente representa a reducao dos niveis de FVII. Ndo encontramos correlacdo
estatisticamente significativa entre a atividade do FVII e os parametros CT, CFT, A5 e
MCF do EXTEM (p>0,05) (Tabela 11).

Em 1996, Mesters et al. avaliaram os parametros da coagulacdo em
pacientes com neutropenia grave induzida por quimioterapia durante sepse grave e
choque séptico. Foi identificado uma reducéo significativa nos niveis de FVII e na
atividade da AT com inicio da febre, nos pacientes que evoluiram para choque séptico
em comparagcdo com aqueles que desenvolveram sepse grave, prevendo um resultado
letal.(156) Foi observado ainda, um aumento na geracdo de trombina pelo aumento dos
niveis do fragmento 1+2 em pacientes neutropénicos com choque séptico.*%) Em nosso
estudo, a PC foi significativamente menor no SG. Dellinger et al. mostraram em 2003 em
pacientes com sepse, que a ativacdo da coagulacdo por toxinas ocorre diretamente

através da regulagéo positiva do FT, levando a formacdo de trombina e geracdo de
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coagulos de fibrina. Este estudo confirmou nossos achados de uma maior quantidade de
PC no GC, uma vez que a ativagao generalizada da coagulacéo devido a sepse esgota
os fatores antitrombéticos naturais do corpo, incluindo a PC.(57)

A geracao de trombina também inicia a fibrindlise através da liberacédo
do t-PA. Uma vez ativada, a plasmina degrada a fibrina produzindo PDF e D-dimero.(158)
A trombina também pode inibir a fibrindlise em combinagcdo com a TM pela ativacao do
TAFI.(59-162) Nossos resultados de D-dimero, PCR e leucécitos foram maiores no GS em
comparacao ao GC. Em 2021, Han et al. mostraram que valores elevados de D-dimero
encontrados na sepse estavam independentemente associados a mortalidade
hospitalar.(*3 O D-dimero é um marcador de ativacdo da coagulacdo e formacgéo de
coagulos, bem como do sistema fibrinolitico e sua degradagdo. D-dimero tem sido
amplamente utilizado na prética clinica para descartar o diagnéstico de trombose venosa
profunda (TVP) e embolia pulmonar (EP), mas também tem sido associado a maior
gravidade em pacientes com cancer.(165167) Na CIVD, D-dimero é o principal marcador

do sistema de pontuagdo da ISTH, sendo o (inico marcador a pontuar até 3.(17

5.5 Desfechos secundarios avaliados no 21° dia

Em nossa coorte de pacientes com NHMs, apesar da reducédo
significativa na contagem de plaquetas, observamos apenas sete pacientes (11,67%)
com eventos hemorragicos. Apenas o fator VIl se correlacionou significativamente com
sangramento. Em relac&o as escalas utilizadas para predizer gravidade, pacientes com
sepse apresentaram um aumento na pontuacdo para JMWH e JAAM. Nao houve 06bitos
nos 21 dias estudados. No entanto, no seguimento de 1 ano apés o término do estudo,
identificou-se a presenca de 6bito em 46% dos pacientes em ambos 0s grupos.

Nosso estudo reforca a necessidade de uma avaliagdo mais criteriosa
da coagulopatia em pacientes com NHMs e trombocitopenia, especialmente naqueles
complicados por sepse, uma vez que existem mecanismos compensatorios intrinsecos
nao acessados apenas com a contagem de plaguetas. Talvez a transfusédo profilatica de
plaguetas em pacientes sem sangramento nao deva ser baseada apenas na contagem

de plaquetas, mas em uma avaliagdo mais abrangente da hemostasia.
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5.6 Limitac&o do estudo

Como o objetivo deste estudo foi avaliar se 0 aumento do fibrinogénio
devido a sepse seria capaz de compensar a coagulabilidade sanguinea comprometida
em pacientes com NHMs e trombocitopenia, com base nos parametros da TEM, néo foi
realizado calculo amostral para avaliar sangramento. Portanto, como esperado, este
estudo ndo tem poder suficiente para apoiar uma recomendacédo contra a transfusao
profilatica de concentrados de plaguetas no contexto de NHMs com ou sem sepse. Por
fim, a coleta de dados laboratoriais foi realizada em um Gnico momento apos a inclusao
dos pacientes no estudo. Pelo seu desenho, o estudo ndo acompanhou a evolucéo dos
pacientes com sepse ao longo do tempo, o que pode ser considerado outra limitacéo
deste estudo, visto que a manifestacdo da coagulopatia pode mudar a medida que a
doenca progride.

5.7 Perspectivas futuras para ensaios randomizados

Embora atualmente as transfusfes sejam consideradas seguras,
existem riscos potencialmente graves envolvidos, e alternativas devem ser avaliadas
para evitar exposi¢cdes desnecessarias. A conscientizacao sobre limites transfusionais
restritivos foi estabelecida em varios cenarios clinicos e levou sociedades médicas
internacionais e equipes multidisciplinares a defender o conceito de gerenciamento de
sangue do paciente (PBM - patient blood management).(125168169 Pgortanto, a
abordagem no sangramento e nas coagulopatias deve estar focada na otimizagcéo de
recursos como agentes hemostaticos e hemoderivados, orientados de acordo com as
necessidades individuais de cada paciente, e na minimizacdo da perda sanguinea

iatrogénica.
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6 CONCLUSOES

1. Pacientes com neoplasias hematolégicas malignas que
desenvolveram sepse apresentaram uma mudanca no comportamento da coagulacao,
sendo identificado um aumento na concentracdo do fibrinogénio, devido a ativacao da
resposta inflamatoria e do sistema de coagulacao, caracterizado por aumento da PCR,
dos leucécitos e do D-dimero, levando a aumento compensatoério na forga do coagulo,
mesmo na presenca de trombocitopenia;

2. Tanto o fibrinogénio quanto as plaguetas contribuiram para a
maxima firmeza do coagulo. A contribuicéo relativa da fibrina foi significativamente maior,
e a contribuicdo relativa das plaquetas foi significativamente menor nos pacientes
sépticos em comparacdo com os pacientes ndo-infectados;

3. A tromboelastometria, diferente dos testes convencionais de
coagulacéo, e do teste de geracdo de trombina, permitiu identificar uma tendéncia a
hipercoagulabilidade em resposta a inflamacéao na malignidade e na sepse;

4. O ponto de corte ideal para discriminacdo entre individuos com
diminuic&o significativa dos parametros que medem a for¢a do coagulo considerando-se
FIBTEM MCF <25mm e FIBTEM A5 <20mm foi concentracao de fibrinogénio igual a 403
mg/dL. O mesmo ndo ocorreu com 0s niveis plaquetarios considerando-se o teste
EXTEM;

5. Pacientes sépticos apresentaram maiores pontuacdes para 0S
sistemas JMWH e JAAM,;

6. Estudos futuros poderiam ser realizados para avaliar se a
suplementacao de concentrado de fibrinogénio liofilizado em pacientes com neoplasias
hematoldgicas malignas seria capaz de melhorar a forca do coagulo comprometida pela

trombocitopenia grave, a ponto de minimizar a transfusao de concentrados de plaguetas.
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Abstract

Introduction: Patients with hematological malignancies frequently present
thrombocytopenia and higher risk for bleeding. Prophylactic transfusion of platelets is a
common practice to prevent hemorrhagic complications. Transfusion is associated with
higher risk of adverse events and poor outcomes, manly in presence of sepsis, when
additional changes can be found in the coagulation. Thromboelastometry has been
considered better predictor for bleeding that isolated platelet counts in different settings.
In early stages of sepsis, hypercoagulability may occur due to an increased level of
fibrinogen. Purpose: To assess whether increased fibrinogen levels due to sepsis can
compensate for impaired clot strength caused by thrombocytopenia in patients with
hematological malignancies. Methods: Prospective, unicentric analytical cross-sectional
study, with 60 adult patients with hematological malignancies and severe
thrombocytopenia, of which 30 had sepsis (Sepsis Group) and 30 had no infections
(Control Group). Coagulation conventional tests and specific coagulation tests, including
thromboelastometry, were performed. Manly outcome evaluated was maximum clot
firmness. Results: Higher levels of fibrinogen and maximum clot firmness were found in
Sepsis Group. Both fibrinogen and platelets contributed to maximum clot firmness. The
relative contribution of fibrin was significantly greater (60.5% * 12.8 versus 43.6% + 9.7;
p<0.001) and of platelets significantly lower (39.5% + 12.8 versus 56.4% * 9.7; p<0.001)
in Sepsis Group. Conclusions: Septic patients with hematological malignancies showed
an increase in fibrinogen concentrations as an acute phase protein, and consequently,

an increase in maximum clot firmness, even in the presence of thrombocytopenia.

Keywords: Hematologic neoplasms; Thrombocytopenia; Platelet transfusion;

Thrombelastography; Sepsis



