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RESUMO

Motta, MP Geracdo de trombina e efeito heparinoide endégeno em
pacientes com cirrose antes e apo6s o tratamento da infeccdo bacteriana
[tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo;
2020.

Introdugao: O conceito atual sobre a coagulopatia na cirrose indica que
existe um reequilibrio da hemostasia com tendéncia a hipercoagulabilidade
plasmatica. A infeccdo bacteriana pode romper este reequilibrio, pois
promove alteragdes na coagulacdo e induz a liberagdo endotelial de
heparinoides enddgenos. Entretanto, o impacto desta condi¢do na geragao
de trombina €& desconhecido. O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da
infeccdo bacteriana na geragcdo de trombina em pacientes com cirrose.
Métodos: pacientes com cirrose e infecgdo bacteriana (grupo infectado)
foram incluidos até 24h, apds o inicio da terapia antibiotica e reavaliados, no
minimo, 5 dias apos o término do tratamento. Pacientes com cirrose
descompensada e sem infeccdo (grupo nédo infectado) também foram
incluidos e reavaliados, sem intervengao entre as coletas. O desfecho
principal foi o impacto da infecgdo bacteriana no parametro da geragéao de
trombina (GT), ETP com trombomodulina (TM). TM é um ativador da
proteina C adicionado ao ensaio para reproduzir as condi¢des in vivo. Todos
os parametros da GT (com e sem TM) também foram analisados. Os
ensaios ROTEM, INTEM e HEPTEM (modificados com heparinase), foram
utilizados na avaliagdo do efeito heparinoide enddgeno. Foram realizados
ensaios de anti-Xa, proteina C (PC), antitrombina(AT), RNl / TP e TTPa.
Todos os resultados foram comparados em cada grupo entre os tempos de
avaliacdo. Resultados: foram incluidos e reavaliados 36 pacientes com
cirrose infectados e 28 com cirrose sem infecgdo. Os valores do ETP TM
durante a infecgdo foram significativamente maiores, apds a resolugéo da
infecgdo (de 1.145,4 + 360,7 nmol / L * min a 958,1 + 254,8 nmol / L * min, p
= 0,005). A ETP razdo (com / sem TM) permaneceu praticamente inalterada
(0,78 £ 0,15 vs 0,77 £ 0,09, p = 0,89). A frequéncia de GT normal a elevada
no parametro ETP TM foi a mesma durante e apds a resolugio da infecgao
(97,2%) e no paréametro ETP a razao foi idéntica (respectivamente, 97,2% e
100%). O efeito heparinoide foi visto somente nos pacientes com infecgéo,
com duragao do CTintem significativamente maior que a CTreptem (p = 0,004)
neste grupo. Este efeito desapareceu, apds a resolugdo da infecgdo (p =
0,75). As deficiéncias de PC e AT foram significativamente mais graves nos
pacientes infectados (p <0,01). RNI / TP, aPTT que pioraram na infec¢ao
ativa (p <0,05). No grupo né&o infectado, nenhum destes parametros
apresentou diferenga significante entre a inclusdo e a reavaliagéo.



Conclusao: Nos pacientes com cirrose e infeccdo bacteriana, a quantidade
total de trombina gerada é maior que a observada apos a resolugdo da
infeccdo, e esta associada a um agravamento na deficiéncia de PC e AT. A
despeito do efeito heparinoide enddégeno durante a infecgdo na cirrose, a
hipercoagulabilidade plasmatica encontra-se preservada e nao pbde ser
avaliada pelos testes de coagulagao convencionais.

Descritores: cirrose; hepatopatias; coagulagdo sanguinea; hemostasia;
testes de geragao de trombina; tromboelastograma; infecgéo; heparinoides.



ABSTRACT

Motta, MP. Thrombin generation and endogenous heparinoids effect in
patients with cirrhosis before and after treatment of bacterial infection
[thesis]. “Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”;
2020.

Background and aims: The current concept of coagulopathy in cirrhosis
indicates that there is a rebalancing of hemostasis with a tendency to plasma
hypercoagulability. Bacterial infection can disrupt this rebalancing, as it
promotes changes in coagulation and releases endothelial heparinoids.
However, the effect of this condition on the thrombin generation is unknown.
Our aim was to assess the effect of bacterial infection on thrombin
generation in patients with cirrhosis. Methods: patients with cirrhosis and
bacterial infection (infected group) were evaluated within 24 hours after start
antibiotic therapy and at least 5 days after infection resolution. Patients with
decompensated cirrhosis and not infected (not infected group) were also
enrolled and reevaluated, without any intervention between evaluation times.
Primary endpoint was the effect of bacterial infection on thrombin generation
(TG) parameter ETP with TM (ETP TM). TM is a protein C activator added to
mimic in vivo conditions. All TG parameters (with and without TM) were also
analysed. ROTEM assays, INTEM and HEPTEM (heparinase-modified), was
performed to evaluate the endogenous heparinoids effect. Anti-Xa, protein C
(PC), antithrombin (AT), RNI/TP and TTPa assays were performed. All
results were compared within each group between evaluation times.
Results: we included and reevaluated 36 cirrhotic infected patients and 28
cirrhotics not infected. ETP TM values in infected cirrhotics were significantly
higher than after resolution of infection (from 1145.4 + 360.7 nmol/L * min to
958.1 £ 254.8 nmol / L * min, p = 0.005). ETP ratio (with/without TM)
remained practically unchanged (0,78+0,15 vs 0,77 = 0,09, p = 0,89).
Frequency of normal or high TG during infection and after resolution of
infection was the same by the ETP TM (97,2%) and was identical by the ETP
ratio (respectively, 97,2% and 100%). A heparinoid effect was found only in
infected cirrhotics, with CTintem duration significantly longer than CT neptem
(p = 0.004). This effect disappeared after resolution of infection (p = 0.75).
PC and AT deficiencies were significantly more severe in infected patients (p
<0,01). RNI/TP, aPTT was worsen at active infection (p <0.05). None of
these parameters exhibited a significant difference between inclusion and
reavaluation times in not infected group. Conclusion: patients with cirrhosis
exhibits significant higher amount of thrombin generation during bacterial
infection and it is associated with reduction of PC and AT levels. Despite the
endogenous heparinoid effect during infection in cirrhosis, plasma



hypercoagulability is preserved and cannot be assessed by conventional
coagulation tests.

Descriptors: cirrhosis; liver diseases; blood coagulation; hemostasis;
thrombin generation; thromboelastogram; infection; heparinoid.
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1 INTRODUGAO

1.1 Revisao da Literatura

1.1.1 Fisiologia da coagulagdo em individuos sadios

O conhecimento de conceitos basicos da hemostasia é essencial para
a compreensao das complexas alteragdes na coagulagdo que ocorrem na

cirrose e na infeccéo bacteriana.

A hemostasia representa o equilibrio ténue entre fatores
procoagulantes e anticoagulantes, que atuam em conjunto para manter o
fluxo sanguineo ou promover a formagéo de coagulos apds lesdo vascular.
Classicamente, o processo da hemostasia € dividido nas seguintes
fases (1-3): 1) hemostasia primaria, representada pela adesédo, ativagao e
agregacdo das plaquetas 2) hemostasia secundaria, quando ocorre a
ativacdo da tradicional "cascata de coagulagdo”, dividida nas vias
intrinsecas, extrinsecas e comuns, cujo objetivo final € a producédo de
trombina em larga escala, para conversdo do fibrinogénio em fibrina 3)
fibrindlise, caracterizada pela degradagédo do coagulo (Figura 1). Embora o
conceito de "cascata da coagulagdo" tenha representado um avango
importante no entendimento da coagulagédo, observagdes experimentais e
clinicas posteriores demonstraram que ele n&o reflete de maneira fidedigna
os eventos da hemostasia in vivo, pois ndo representa a participagao dos
elementos celulares na formagédo do coagulo. Mais recentemente, o modelo
classico da hemostasia foi substituido pelo modelo celular da hemostasia,
descrito por Hoffman et al. * 5. De acordo com o modelo celular, as
diferentes fases da hemostasia ocorrem simultdneamente nas superficies
celulares e sdo divididas em (Figura 2): 1) Iniciacdo; 2) Amplificagdo 3)

Propagacao e a trombina tém participagéo central em todas as fases ©).
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Via Extrinseca Via Intrinseca

Fator tecidual Trombina

Fator VII m Fator Vlla Fator Xla f\ Fator XI
Fator IXa f\ Fator IX

Fator Xa FatorXa ¢\ Fator X

Protrombina f\, Trombina

Fibrinogénio m Fibrina

Figura1 - Cascata de coagulagdo. A ativagdo gradual dos fatores de
coagulagdo leva a geracdo de trombina por meio das vias
extrinsecas e intrinsecas da coagulagdo. A trombina, por sua
vez, converte o fibrinogénio soluvel em fibrina insoluvel

Na fase de iniciacdo, a lesao vascular promove exposi¢cao do fator
tecidual (FT), o principal iniciador fisiolégico da coagulagdo, presente
constitutivamente nas células do endotélio vascular, mas também
encontrado nas células musculares lisas e fibroblastos. O FVII plasmatico,
ao entrar em contato com o FT exposto no vaso, forma o complexo
FVIla/FT. Por sua vez, este complexo ativa sobretudo os fatores IX e X,
seguidos da geragdo de trombina em pequena quantidade (Figura 2) 4 7).

Na fase de amplificacdo, a pequena quantidade de trombina gerada
pelas células que expressam o FT promove a ativacao das plaquetas. Por
sua vez, as plaquetas ativadas permitem que os fatores que compdem a
antiga “cascata da coagulagdo” liguem-se a sua superficie. A trombina
também participa da ativagdo do fator de von Willebrand (FvW), que
promove a ades3o e agregacgio plaquetarias no sitio da lesdo - 7-8).

A fase de propagacéo caracteriza-se pelo recrutamento e ativagao de
mais plaquetas para o sitio da lesdo e pela geragdo de trombina em larga
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escala (Flla). Finalmente, a trombina promove a conversao do fibrinogénio
em fibrina que, com o tampao plaquetario e sob a acdo estabilizadora do
fator XIIl, representam o coagulo estavel ©-11).

lniciag:ﬁo Amplificagao
Geracgdo
inicial de VIIVWE - -vul. + VWF

v"‘?v"‘ u trombina
Plaqum
FT subendotelial L \ x"

1 lla Grande
kﬁis quantidade de
> trombina
—— SHES gerada

Propagacao

Fonte: Adaptado de Hoffman et al. ®

Figura 2 — Modelo celular da hemostasia dividido em trés fases: 1)
Iniciagdo; 2) Amplificagdo 3) Propagagdo. A trombina tem
participagéo relevante em todas as fases

Uma vez formado o coagulo, o sistema anticoagulante impede a
propagacéo indiscriminada da coagulagao e restringe a formagao do trombo
ao local da les&o. As proteinas que integram o sistema anticoagulante s&o
representadas pela proteina C (PC), antitrombina (AT) , TFPI (“tissue factor
pathway inhibitor’) e a proteina S (2 13 A proteina C é uma proteina
plasmatica circulante que possui um receptor endotelial (Figura 2). O
principal evento inicial para a ativagdo da proteina C é a ligagao da trombina
a trombomodulina (TM), uma proteina transmembrana do endotélio vascular
(Figura 2). Em seguida, o complexo trombina-TM ativa a proteina C que se
encontra ligada a seu receptor endotelial. A proteina C ativada liga-se a seu
cofator proteina S e é liberada do complexo para a circulagdo, onde
exercera seu papel anticoagulante: inativa outros fatores da coagulacéo
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(fatores V e VIl ), suprime a formagdo de mais trombina e interrompe a
propagacéo do coagulo (Figura 3).

A
Proteina C —+
Receptor

El’dvoo'l.o::l‘t’:. - Proteina$

Trombina —+ | \

v ! \
Ativacho - - -
Trombomodulina ] ProteinaC .

s Endotatial. \

Fonte: Adaptado de Tripodi et al. "),

Figura 3 — Ativac&o da proteina C. A trombomodulina (TM) € uma proteina
transmembrana do endotélio vascular. A trombina liga-se a TM e
o complexo formado ativa a proteina C (A). A proteina C ativada
liga-se a seu cofator proteina S e é liberada do complexo para a
circulagédo, onde exercera seu papel anticoagulante (B)

A AT (anteriormente denominada AT Ill) é o inibidor primario da
trombina e também possui efeito inibitdrio sobre outras enzimas da
coagulagdo, sobretudo o fator Xa (Figura 4). Ela possui potente agéo
anticoagulante, capaz de interromper qualquer atividade enzimatica
procoagulante excessiva. A agado anticoagulante da heparina e do heparan
sulfato, um proteoglicano com efeito heparinoide presente no endotélio
vascular deve-se a capacidade destas moléculas potencializarem o efeito

anticoagulante da AT em cerca de 1.000 vezes (-3 (Figura 4).
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sulfato

Fonte: Adaptado de Franco et al. ")

Figura 4 — Efeitos anticoagulantes da antitrombina (AT). A potencializagcéo
do efeito inibitério da AT pelo heparan sulfato e heparina
também esta representada

Finalmente, o sistema fibrinolitico, mediado pela ativacdo do sistema
plasminogénio/plasmina, promove a degradagdo da fibrina. A trombina
também é capaz de estimular um inibidor da fibrindlise, denominado TAFI

(“thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor”) (%),

Diante do exposto, torna-se compreensivel o papel central da
trombina na hemostasia, notadamente, como uma potente ativadora das
vias pro-coagulantes, mas também com importante fungdo regulatoria nas

vias celulares, anticoagulantes e antifibrinoliticas.

1.1.2 Disturbios da hemostasia na cirrose

Na cirrose hepatica os disturbios da hemostasia sdo complexos e
multifatoriais, pois coexistem alteragdes em graus variados nas vias proé-
coagulantes, anticoagulantes e fibrinoliticas, que interagem de modo
dinamico (1. 15.16)_ As principais alteragdes estdo resumidas na Figura 5.

Na cirrose, a sintese hepatica de fatores pro-coagulantes plasmaticos
(fatores Il, V, VII, IX, X, XlI) encontra-se reduzida, com excec¢éo do fator VIII,

que é produzido pelas células endoteliais dos sinusoides hepaticos (16 17). Os



Introducéo 7

fatores com as menores meias-vidas sdo o V e VIl (12h e 4-6h,
respectivamente) e eles também sdo os fatores pro-coagulantes mais
deficientes na cirrose. Portanto, este € um dos motivos para a alteragao
isolada do TP/INR, exame dependente de ambos fatores, ser um achado
comum na cirrose. A deficiéncia de vitamina K também contribui para a
alteracado do TP/INR, observada entre 2% e 23% dos pacientes com cirrose,
seja pela desnutrigho comumente observada nestes pacientes, pela
colestase ou pela redugdo de sua absorgédo (9.

Os principais anticoagulantes naturais proteina C, proteina S e AT,
também s&o sintetizados pelo figado e encontram-se deficientes na cirrose
(19, 20)  Na cirrose avangada, os niveis de fibrinogénio também estdo
diminuidos pela producéo hepatica deficiente e sua funcionalidade alterada,
em razdo da elevacdo do acido sidlico que impede sua

polimerizagao ")

A reducdo do numero de plaquetas na cirrose deve-se sobretudo a
destruicdo plaquetaria pelo hiperesplenismo, a redu¢cdo na producado das
plaquetas pela menor produgao hepatica de trombopoietina e a formacgao de
anticorpos contra as plaquetas, podendo levar a uma CIVD (coagulagéo
intravascular disseminada) crénica de baixo grau. A ativagdo das plaquetas
também pode estar diminuida, em razdo do aumento da produgéo endotelial
de Oxido nitrico e prostaciclina, e a interagdo entre plaquetas e endotélio
vascular alterada pela protedlise dos receptores plaquetarios mediada pela
plasmina ?2 23 Em contrapartida, a adesividade e agregacgao plaquetarias
estdo preservadas ou até aumentadas, pois existe uma elevagao
compensatoéria nos niveis de FvW, pelo aumento de sua producéo endotelial
e reducdo do ADAMTS-13, uma protease responsavel pela clivagem da

estrutura multimérica e consequente inativagdo do FvW %),

Na cirrose, coexistem alteracdes nas vias pro e antifibrinoliticas, pois
todas as proteinas que participam do sistema fibrinolitico, exceto o ativador
do plasminogénio tecidual (t-PA) e seu inibidor (PAI-1), sdo sintetizadas pelo
figado (?>27). Na cirrose avangada, € descrita uma tendéncia a hiperfibrindlise
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que se correlaciona com a gravidade da doencga hepatica e parece ser
decorrente da deficiéncia de TAFI (thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor)
(25, 27-29)  Estudos que utilizaram ensaios sensiveis e especificos para o
diagnostco de CIVD permitiram documentar, particularmente na cirrose
avancada, na infeccdo e na sepse, uma condicdo denominada de
coagulagao intravascular e fibrindlise aceleradas (accelerated intravascular

coagulation and fibrinolysis — AICF) ©0),

Interagao parede Geracgao de o
do vaso-plaquetas trombina Fibrindlise
bW y AT,PC,PS,TFPI | A pal
Pro -
trombéticos
y ADAMTS-13 Aofviil Y Plasminogénio
Anti- A tPA
trombéticos y Plaquetas v X1, IX, X, VIL 1L, V, |

y TAFI, anti-plasmina

Fonte: Adaptado de Tripodi et al. "),

Figura 5 — Alteragbes da coagulagdo em pacientes com cirrose. VWF: fator
de von Willebrand, TAFI: inibidor da fibrindlise ativada pela
trombina, t-PA: ativador do plasminogénio tecidual, PAI: inibidor
do plasminogénio ativado

Até recentemente, a cirrose era considerada um estado de
“autoanticoagulagdo” com tendéncia hemorragica. Este conceito foi
sustentado sobretudo pelas alteragbes nos testes convencionais da
coagulagdo (TP e TTPa), pela redugcdo na contagem de plaquetas, por
evidéncias laboratoriais sugestivas de hiperfibrindlise na cirrose avangada e
pelas manifestagbes hemorragicas observadas nos pacientes com cirrose.
Entretanto, estas evidéncias a favor de uma tendéncia “antitrombatica”

(Figura 5) ndo representam o real estado da hemostasia na cirrose, a
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medida que os testes convencionais de coagulacdo ndao sdo capazes de
identificar deficiéncias concomitantes nas vias anticoagulantes, a contagem
de plaquetas ndo avalia a maior capacidade de ativacdo e agregagéo
plaquetaria na cirrose (' 15 16. 31 Adicionalmente, a hiperfibrindlise na cirrose
avangada coexiste com a coagulagéo intravascular acelerada e os principais
eventos hemorragicos estdo relacionados ao agravamento da hipertensao
portal.

No atual entendimento da coagulagdo na cirrose, a coexisténcia de
alteracbes nas vias protrombdticas e antitrombdticas, promove um
reequilibrio da hemostasia, porém de modo mais instavel quando
comparado a individuos sadios (Figura 6). Esta hemostasia preservada em
um limiar mais baixo é denominada de “teoria das margens estreitas” (2% 32)
(Figura 6). Algumas circunstancias, representadas sobretudo pelas
infeccbes bacterianas, insuficiéncia renal e sangramentos podem
interromper o ténue reequilibrio da hemostasia mais facilmente em favor de

uma tendéncia protrombotica ou antitrombética %),

I Z/ZzPl Vil C
v TFPI IX S
X AT X AT
IX S vV TFPI
Viil C Il ZIZPI

Fonte: Adaptado de Monroe et al.®4).

Figura 6 — Reequilibrio da hemostasia na cirrose. (A) Individuos saudaveis:
niveis preservados de fatores pro e anticoagulantes permitem
um equilibrio da hemostasia estavel, mesmo sob condi¢cdes de
estresse. (B) Pacientes com cirrose: deficiéncias nas vias pro e
anticoagulantes preserva o reequilibrio da hemostasia, mas de
modo menos estavel que nos individuos saudaveis
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1.1.3 Alteragcées na hemostasia relacionadas a infecgao bacteriana na

cirrose

A frequéncia de infeccdo bacteriana na cirrose avancada € elevada,
com incidéncia anual estimada entre 35% e 45%, esta condicdo é
considerada a principal causa de morte na cirrose, seguida de hemorragia
digestiva (3% 36). Dados extraidos de uma metanadlise revelam que a infecgao
eleva a mortalidade na cirrose em cerca 4 vezes e, aproximadamente, 30%

dos obitos ocorrem em até um més, apos o quadro infeccioso 7).

O aumento da susceptibilidade a infeccdo na cirrose esta relacionada
a diversos disturbios da imunidade celular e inata nestes pacientes como:
prejuizo na atividade bactericida; redugdo nos niveis de opsoninas e
complementos circulantes; deficiéncias na fungdo monocitaria, fagocitica e na
quimiotaxia das células do sistema imune; defeitos atividade do sistema
reticulo-endotelial. Adicionalmente, alteragcbes na motilidade intestinal,
supercrescimento bacteriano e aumento da permeabilidade intestinal,

predispdem a endotoxemia e a translocagéo bacteriana ©8).

As enzimas que participam da resposta imune e inflamatéria estéo
intimamente relacionadas as proteinas da coagulagdo e contribuem para a
coagulopatia da infecgdo ©% 40- Por isto, a infecgdo representa uma das
principais condi¢gdes que podem interromper o reequilibrio da hemostasia na
cirrose. A favor de um desequilibrio com tendéncia anticoagulante na
infeccdo em pacientes com cirrose, esta a liberagcdo de substancias
heparinoides pelo endotélio vascular #'- 42 o consumo dos fatores da
coagulagdo “3), o prejuizo da agregacgdo plaquetaria em razéo da liberagao
de NO e prostaciclinas “4 e a hiperfibrindlise induzida pelas citocinas “%). A
favor de uma tendéncia pro-coagulante em pacientes com cirrose durante a
infeccdo bacteriana, existe a lesdo endotelial e ativacdo da coagulagao via
FT, a liberacago do FVvW e consequente aumento da capacidade de
agregacao plaquetaria “®) e a redugdo dos niveis de fatores anticoagulantes,
(proteina C e AT) 43,
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Clinicamente, as infecgbes bacterianas sao consideradas um fator de
risco independente para a hemorragia digestiva alta (HDA) varicosa e
estima-se que elas estejam presentes em 35%-66% dos pacientes com
cirrose e sangramento digestivo “7). Além disso, a presenca de infecgdo
dificulta o controle da HDA varicosa “8), aumenta o risco de ressangramento
precoce e a probabilidade de o6bito pelo sangramento varicoso “8 49 Estes
dados sustentam a recomendacdo formal pelas diretrizes internacionais de
profilaxia antibidtica nos pacientes com cirrose e HDA varicosa (0 57),
Entretanto, € importante ressaltar que o risco de sangramento varicoso em
pacientes com cirrose e infeccdo parece estar mais relacionado ao
agravamento da hipertensdo portal que aos disturbios da hemostasia
induzidos pela infecgdo bacteriana em si. Isto porque a ocorréncia de
sangramentos espontaneos em outros sitios ndo relacionados a hipertensao
portal € um evento incomum em pacientes com cirrose e infecgcdo 2). Este
agravamento da hipertensdo portal durante a infeccdo € justificado pela
producdo de endotelina e de outras substancias vasoconstrictoras induzidas
pela endotoxemia. Estas substancias promovem a contragdo das células
estreladas sinusoidais do figado, elevagcdo da resisténcia vascular intra-
hepatica e provocam consequente aumento da hipertensao portal (3 54),

Na literatura, ndo identificamos estudos clinicos desenhados para
avaliar o risco de eventos tromboembdlicos em pacientes com cirrose e
infeccdo bacteriana. De acordo com dados extraidos de estudos de base
populacional, pacientes com cirrose hospitalizados exibem maior risco de
tromboembolismo venoso que controles hospitalizados sem doencga hepatica
(55, 56)  Embora a infecgdo bacteriana seja uma das principais causas de
hospitalizagao na cirrose, nestes trabalhos populacionais a prevaléncia de

infecc&do bacteriana na amostra nao foi descrita.

Tendo em vista a complexidade dos disturbios de hemostasia
resultantes da associagéo entre a coagulopatia da infec¢ao e a coagulopatia
da cirrose, torna-se um desafio compreender se esta associagdo promove
um desequilibrio da hemostasia em favor de um estado prossangramento ou

protrombatico.
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1.1.4 Testes laboratoriais da coagulagao
1.1.4.1 Testes convencionais

Embora a visao classica da cascata de coagulagdo baseada em vias
intrinsecas e extrinsecas nao seja fisiologicamente recomendada, ela é util
na interpretagao de testes de coagulagdo convencionais, representados pelo
tempo de protrombina (TP) e o tempo de tromboplastina parcial ativado
(TTPa).

O TP é um exame sensivel a alteragcdes sobretudo na “via extrinseca"
da coagulacao, representada pelos fatores |, Il (protrombina), V, VIl e X,
produzidos no figado. Este exame foi amplamente utilizado nas ultimas
décadas para avaliar e predizer o risco de sangramento em pacientes com
cirrose, pois ele representa a reducdo dos niveis desses fatores
procoagulantes na cirrose. A converséo dos resultados do TP para a escala
international normalized ratio (INR) é validada apenas para a monitorizagéo
de pacientes em anticoagulagdo com antagonistas da vitamina K e o
resultado esta sujeito a ampla variabilidade ©7- 58). Com o intuito melhorar a
reprodutibilidade do INR em pacientes com cirrose, foi descrita uma
padronizagdo metodoldgica diferenciada, denominada na literatura de INR-
Liver 9. A aplicabilidade deste teste é limitada e ele ndo foi adotado para
uso rotineiro. O TTPa é sensivel a deficiéncias de fatores das “via intrinseca”
da coagulacdo, notadamente, os fatores VIII, IX, XI, XII e, em menor escala,
da “via comum® representada pelos fatores V, X, protrombina e fibrinogénio
(58), Entretanto, o TP/INR e o TTPa n3o avaliam a elevacéo plasmatica dos
fatores procoagulantes (como o fator VIII), a deficiéncia dos anticoagulantes
naturais (como a antitrombina e a proteina C), nem a maior capacidade de
agregacado plaquetaria na cirrose. Portanto, eles n&o representam as
alteragbes que promovem o reequilibrio da hemostasia na cirrose (' 60),
Além disso, ambos os testes tém como etapa final a conversdo de
fibrinogénio em fibrina e s&o interrompidos precocemente, quando apenas
5% da trombina total é gerada (Figura 7) ©'. Nesse sentido, ndo é

surpreendente que os estudos demonstrem uma baixa correlagdo entre os
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resultados dos testes convencionais da coagulagcdo e o estado final da
hemostasia na cirrose (2% 32,62, 63),

1.1.4.2 Testes Globais

Em razdo das limitagdes descritas nos testes convencionais, os testes
globais de coagulagdo destacam-se como ferramentas uteis para uma
melhor compreensao dos disturbios da hemostasia na cirrose. Os principais
representantes dos testes globais s&o os testes viscoelasticos,
representados pela tromboelastograma (TEG) e tromboelastometria
(ROTEM), e o teste da geragao de trombina (GT) (¢4-66)_ A Figura 7 ilustra as
limitagbes dos testes convencionais na analise da hemostasia, quando

comparados aos testes globais da coagulagéo.
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Fonte: Adaptado de Bolliger et al. ¢7).

Figura 7 — Comparagao entre os testes da coagulagédo. A linha pontilhada
representa o ponto em que testes convencionais da coagulagao
(TP e TTPa) sao interrompidos em relagao ao teste de geragao
de trombina (curva preta) e ao tromboelastograma (curva cinza)
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1.1.4.3 Testes Viscoelasticos

O tromboelastograma (TEG) e a tromboelastometria (ROTEM) sao
testes dindmicos que se baseiam nas alteragdes viscoelasticas que ocorrem
durante a iniciagdo, formacéao e lise do coagulo. A representacao grafica do
teste permite analisar o processo global da coagulagédo, incluindo a
participagdo das plaquetas, células sanguineas e proteinas da coagulagao.
Os dois dispositivos, TEG® e ROTEM®, nos fornecem essencialmente as
mesmas informagbes, entretanto em razdo de algumas diferengas
comerciais e técnicas operacionais entre os exames, os resultados nao sao
diretamente superponiveis. As principais diferengas operacionais incluem
68). o ROTEM ¢é capaz de analisar quatro amostras simultaneamente,
enquanto o dispositivo do TEG é capaz de analisar duas amostras; o
ROTEM ¢é menos sensivel que o TEG as vibracbes da bancada de suporte
do aparelho; no ROTEM, a pipetagem das amostras de sangue é
automatizada, e no TEG é manual; a cubeta do ROTEM ¢é estriada e do TEG
é lisa 6870 Qu seja, a tecnologia mais moderna do ROTEM promoveu
melhorias e reduziu a variabilidade intra e interoperador dos resultados ")

Na execucdo do teste, inicialmente uma amostra de sangue total
citratado é colocada em uma cubeta prépria e, em seguida, um pino que se
encontra conectado a um sistema de detecgao é posicionado em suspensao
dentro da cubeta (Figura 8). Durante o ensaio, o pino (no ROTEM) ou a
cubeta (no TEG) realiza um movimento continuo de rotacdo dentro da
cubeta contendo sangue. A formagao progressiva do coagulo interfere nesta
rotacdo e, a medida que o coagulo se forma, as fibras de fibrina interligam
as paredes da cubeta ao pino. Estas alteragdes viscoelasticas no sangue
sdo identificadas por um detector no pino e a informacéo, por sua vez, &
transmitida a um computador para visualizagdo grafica, originando a curva
que representa todas as fases de formagao e lise do coagulo (Figura 8) ©8),
As nomenclaturas para os pardmetros na curva gerada sao distintas entre os

testes, conforme ilustrado nas Figuras 9 e 10.
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Fonte: Adaptado de Whiting, D. et al. 8

Figura 8 - Representagdo esquematica do ROTEM. Uma cubeta com
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sangue total permanece fixa em um bloco aquecido, enquanto
um pino suspenso oscila a uma velocidade constante. As
rotacdes subsequentes do pino sdo inversamente proporcionais
a forgca viscoelastica do coagulo em formagdo, a qual é
detectada por um sistema integrado a um sensor optico

angulo alfa (o)

MCF = Firmeza maxima do coagulo (mm)
* Qualidade do coagulo

v

BN CFT = Tempo de formagao do coagulo (seg)

10 20 30 40 S0 min|

CT - Clotting time; CFT - Clotting formation time; MCF- Maximum clot firmness; MA-
Maximum amplitude; Li - Lysis index

Figura 9 -

Principais parametros na curva do ROTEM
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-

Tempo Cinética Forga Lise

TEG

ROTEM

CT - Clotting time; R- Reaction time; CFT - Clotting formation time; K- Kinetics time; MCF-
Maximum clot firmness; MA-Maximum amplitude; Ly ou Li - Lysis index.

Fonte: Adaptado de Mallett et al. (/.

Figura10 - Curva do TEG. A nomenclatura dos principais parametros do
TEG estda em laranja e a nomenclatura correspondente do
ROTEM encontra-se em azul

O primeiro parédmetro da curva, o CT (no ROTEM) ou R (no TEG),
representa o tempo até a formacéao da fibrina inicial e traduz a atividade dos
fatores procoagulantes, sem a participagdo das plaquetas. Este parametro
também sofre interferéncia da presenga de anticoagulantes na amostra,
como a heparina. Os dados da Tabela 1 resumem as definigdes,
significados e elementos interferentes dos principais pardametros no ROTEM
e TEG.
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Tabela1- Principais parametros nas curvas do ROTEM e TEG , definigdes, significados

Rotem TEG Definigao Significado Fatores interferentes
CT R Tempo até o tragado atingir 2mm Formagao inicial da fibrina Fatores procoagulantes
Acéo da heparina e protamina
CFT K Tempo necesséario para a amplitude do Cinética da formacgao de fibrina Fibrinogénio
tragado do coagulo aumentar de 2mm para Plaguetas (N° e fungéo)
20 mm.

Anguloa Anguloa Angulo formado pela linha tangente entre o
CT (ou R) e a curva do grafico

MCF MA Amplitude maxima vertical do tragado

Ly Li Percentual de redugdo da amplitude do
coagulo apos atingir a sua firmeza maxima

Taxa de polimerizagéo da fibrina

Forca maxima do coagulo rico em
fibrina e plaquetas

Estabilidade do coagulo e fibrindlise

Fibrinogénio
Plaquetas (N° e fungao)

Plaquetas (N° e fungao) Fibrinogénio
Factor Xl

Ativadores e inibidores da fibrindlise

CT - Clotting time; R- Reaction time; CFT - Clotting formation time; K- Kinetics time;MCF- Maximum clot firmness; MA-Maximum amplitude;Ly ou Li -

Lysis index. (68)
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No ROTEM, método utilizado no presente estudo, existem seis
ensaios disponiveis que se distinguem pelos reagentes ativadores de
coagulagdo adicionados a cada um deles. De modo resumido, em cada
ensaio do ROTEM as principais vias avaliadas sdo ® 74: 1) INTEM -
deficiéncia de fatores da via intrinseca; 2) HEPTEM (analise conjunta com o
INTEM) — efeito da heparina / heparinoides ou protamina; 3) EXTEM —
deficiéncia de fatores da via extrinseca; 4) APTEM (analise conjunta com o
EXTEM) — atividade do sistema fibrinolitico; 5) FIBTEM — polimerizagéo da
fibrina e 6) NATEM (TEM “néo ativado”) - ensaio que n&o utiliza ativadores
especificos da coagulagdo, o que torna sua velocidade de analise lenta e
limita 0 seu uso na pratica clinica. No TEG, também é possivel a realizagao
de ensaios com ativadores de vias especificas de coagulagdo, analogos
aqueles utilizados no ROTEM 8 79 Na pratica clinica, sobretudo, no
manejo do sangramento ativo, o uso de reagentes de ativadores da
coagulagdo apresentam a vantagem de otimizarem a performance
diagndstica do método para alteragdes especificas da coagulagdo e
disponibilizarem mais rapidamente os resultados para a tomada de deciséo.
Por permitirem uma analise global da hemostasia, os testes viscoelaticos
vém sendo cada vez mais uteis na compreensdo e manejo dos disturbios
complexos da coagulagdo, como no trauma grave (6 sepse (73,

sangramento obstétrico ("), cirurgia cardiaca ('® e cirrose (72 79 80),

Na cirrose, seja estavel ou descompensada, muitos pacientes exibem
parametros dos testes viscoelasticos dentro da faixa normalidade, em
concordancia com o conceito atual do reequilibrio da hemostasia na cirrose
(81-84)  Este achado reforcza que a transfusdo profilatica de
hemocomponentes, antes de procedimentos invasivos, baseada somente no
prolongamento do INR ou na contagem de plaquetas moderadamente
reduzida n&o é racional. A maioria dos dados sobre a utilidade dos testes
viscoelasticos em pacientes com cirrose advém de estudos sobre seu uso
no manejo transfusional durante o transplante hepatico. Nesta condigéo, o
TEG/ROTEM reduz significativamente as taxas de hemotransfusdes, permite

0 emprego mais racional de hemocomponentes e, consequentemente, reduz
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os custos relacionados as transfusbes e os efeitos adversos pos-
transfusionais %1, Alguns ensaios clinicos randomizados, recentemente
publicados, sugerem que os testes viscoelasticos sejam uteis também no
manejo da transfusdo profilatica, antes de procedimentos invasivos eletivos
(83) e, no tratamento de eventos hemorragicos agudos na cirrose, entretanto
ainda ndo ha dados suficientes para preconizar seu uso sistematico nestas

situagbes 1),

Durante a infecgdo bacteriana em pacientes com cirrose, estudos
baseados em testes viscoelasticos sugerem uma tendéncia anticoagulante,
em razao da presenga do efeito heparinoide enddgeno na circulagdo “1 92),
Os heparinoides endogenos sao substancias com agdo semelhante a
heparina, presentes nos glicosaminoglicanos do glicocalix endotelial
vascular, mas também nos hepatdcitos e macrofagos. Seus principais
representantes sdo o dermatan sulfato, sulfato de condroitina, sulfato de
queratina, heparan sulfato e heparina ©%. Estas substancias sio liberadas
na circulagdo em condigdes de estresse e lesdo do glicocalix endotelial,
como na cirurgia, trauma e sepse % %) Na cirrose, a liberagdo de
heparinoides na circulagdo também foi descrita durante o transplante
hepatico, sobretudo na fase reperfusdo do enxerto ®5-°7). A liberagdo dos
heparinoides durante a infeccdo bacteriana é decorrente da lesdo endotelial
induzida pelas endotoxinas, citocinas e neutrdéfilos circulantes. Os leucdcitos
também produzem proteases que clivam a ligacdo entre os heparinoides
circulantes e seus ligantes peptidicos plasmaticos, tornando-os livres para
acao®. Adicionalmente, o figado cirrético exibe menor capacidade de
depuragédo dessas substancias (). A presenga do efeito heparinoide é
definida por um prolongamento no parémetro inicial (R/CT) da curva do
TEG/ROTEM, seguido de seu encurtamento no ensaio com adicdo de
heparinase (TEG-Hep/HEPTEM), indicando inequivocamente a existéncia de
heparina ou heparinoides na amostra. Embora outros parédmetros da curva
também possam sofrer interferéncia da heparinase, o R /CT é considerado o
parametro mais sensivel para deteccdo de substancias semelhantes a

heparina (42 79,
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Em 1999, Papatheodoridis et al. 2 demonstraram haver relagdo
entre a deterioracdo nos parametros TEG nativo e a ocorréncia de infecgao
bacteriana na cirrose. Neste estudo prospectivo, o TEG foi realizado no
momento da admissao hospitalar e/ou no primeiro dia da infecgao bacteriana
e repetido apds 5 dias. Os pacientes com cirrose que desenvolveram
infeccdo hospitalar, exibiriam uma deterioragao significativa em todos os
parametros do TEG no primeiro dia da infec¢do e, naqueles cuja infecgao foi
resolvida, houve uma melhora significativa dos pardmetros. Nos pacientes
com infeccdo persistente, foi observada uma piora significativa nos

parametros do TEG.

Em 2002, o mesmo grupo, representado por Montalto et al. ¢
utiizou o TEG nativo (TEG-Nat) e o TEG modificado com adigdo de
heparinase (TEG-Hep) para investigar se a deterioragdo nos parametros do
TEG-Nat durante a infecgdo seriam atribuiveis a um efeito heparinoide
endogeno. Neste trabalho, foram avaliados trés grupos: 30 pacientes com
cirrose e infeccdo bacteriana, 30 pacientes com cirrose nao infectados e
cinco individuos sem doencga hepatica e infectados. Somente os pacientes
com cirrose e infecgdo apresentaram alteragdes significativas nos principais
parametros do TEG (R, angulo alfa e MA) compativeis com a presenga de
heparinoides na amostra. Nos testes convencionais de coagulagdo, nao
foram observadas diferengas significativas entre os grupos. Apos a
resolugcado da infecgao, oito pacientes com cirrose foram reavaliados e todos
eles apresentaram reversdo do efeito heparinoide no TEG (Figura 10),
sugerindo, portanto, que este seria um fendmeno restrito aos pacientes com

cirrose e infecgao bacteriana.
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TEG-Nat TEG-Nat

R=162 MA=205 a=55 .

R=69.5 MA=675 u=20.5

TEG-Hep _TEG-Hep
VRV:lO;.ﬁ MASAS g=1LS R=64 MA=64 y=23

Infecgao Apos infecgao
INR=1.8 PT=229 APTT=472 INR=1.6 PT=21 APTT=454

Fonte: Adaptado de Montalto et al. .

Figura 11 - Desaparecimento do efeito heparinoide apos resolugdo da
infeccdo em paciente com cirrose hepatica. Durante a infecg&o
(PBE) foi observado um efeito heparinoide no TEG-Nat e TEG-
Hep que desapareceu apds a resolugdo da infeccdo, 10 dias
apods a avaliacéao inicial

No terceiro trabalho publicado pelo mesmo grupo de estudiosos,
Zambruni et al. “2, descreveu uma associagdo entre efeito heparinoide e
atividade do anti-Xa nos pacientes com cirrose e infecgdo bacteriana. Neste
estudo, foram incluidos 15 individuos com cirrose e infecgdo bacteriana, 15
com cirrose sem infec¢cdo e nove pacientes sem doenga hepatica infectados.
O anti-Xa foi detectavel em nove (60%) pacientes com cirrose e infecgao,
mas somente em um (6,7%) nao infectado, com p valor < 0,01. No grupo
sem cirrose e infectado, o anti-Xa também foi detectavel, mas em uma
menor frequéncia (44%), e em nenhum dos quatro controles sadios, ele foi
detectavel. Em seguida, os ensaios do TEG foram realizados em um
subgrupo da amostra (11 pacientes com cirrose e infec¢cdo bacteriana e oito
sem infecg&o) e somente nos infectados foi observado um efeito heparinoide
nos parametros do TEG, k (p < 0,01) e &ngulo alfa (p < 0,01). Entretanto, em
oposicdo ao observado no estudo anterior, as alteragdes no parametro R
nao atingiram significancia estatistica (p = 0,05).

O efeito heparinoide enddégeno também foi descrito durante o

sangramento varicoso agudo na cirrose, mas nos trabalhos que encontraram
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esta associagéo (% 190) o efeito heparinoide ocorreu independe da presenca
de infeccdo bacteriana ativa. Por isto, ndo podemos afirmar que o aumento
do risco de sangramento e ressangramento varicoso durante a infecgéo
bacteriana seja atribuivel diretamente ao efeito heparinoide endégeno. Neste
contexto, o agravamento da hipertensdo portal permanece como uma
importante base fisiopatoldgica para o maior risco de sangramento varicoso

durante a infeccdo em pacientes com cirrose .

Teste de Geragao de Trombina - Uma vez reconhecido o papel
central da trombina na hemostasia, o teste de geragdo de trombina (GT)
destaca-se como uma ferramenta importante na avaliagdo dos disturbios
complexos da coagulagao, pois mensura a quantidade de trombina gerada

7

(101-105) O resultado deste exame é sensivel a alteragbes nas vias
procoagulantes (com excegdo do Xll) e anticoagulantes, a ac&do de
anticoagulantes orais, heparinas e inibidores diretos da trombina (19 106),
Além disso, as condi¢gdes do ensaio sao mais representativas das reagdes
que ocorrem in vivo que os testes convencionais, pois os ativadores da
coagulagao, representados pelo fator tecidual e fosfolipides, sdo adicionados

ao ensaio em menores concentragdes (101 106),

Atualmente, o método mais utilizado no teste GT & o fluorogénico
automatizado e calibrado. Nesta técnica, a medida que a trombina & gerada
o substrato fluorimétrico adicionado a reacdo emite um sinal fluorescente.
Por sua vez, este sinal € convertido por um programa de computador em
uma curva de geragdo de trombina, denominada trombograma (194, 106)
(Figura 11). Conforme ilustrado na Figura 11, a area sob a curva do
trombograma corresponde ao potencial de trombina endégeno (ETP) e
representa o total de trombina gerada. A nomenclatura e significado dos
demais parametros representados na curva sao (Figura 11): 1) tempo de
laténcia (do inglés lag time, LT) — tempo transcorrido entre o inicio do teste e
a formagéo de trombina inicial; 2) pico - concentragdo maxima de trombina
gerada; 3) tempo até o pico (ttpico) - representa a velocidade de formagéo
da trombina. Na interpretacdo dos resultados, uma duragao prolongada do
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tempo de laténcia (LT), valores baixos de ETP e do pico indicam uma
tendéncia anticoagulante. Contrariamente, tempos de laténcia curtos,
valores elevados do ETP e do pico sugerem um estado procoagulante (195,

400
20| p «——— Pico de trombina (pico)
300~
250+ Area sob a curva (ETP)
200~
2
150~
Tempo de laténcia (LT)
100~
50~
o
— E !
e Tempo até o pico (ttpico) { {
10 20 % % 50 60 70 80

Fonte: Adaptado de Van Veen et al. (197) |
Figura 12 - Curva representativa do teste da Geragdo de Trombina e os
principais parametros

A Figura 12 destaca que a curva do teste GT analisa a participagéo
das vias procoagulantes (painel A) e anticoagulantes (painel B) na geragéo
da trombina, e também ressalta o papel central que a trombina exerce nas

diversas fases da hemostasia.
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Fonte: Adaptado de Tripodi et al. 2011 (')

Figura 13 — A curva da geragdo de trombina analisa a participagdo dos
fatores pro e anticoagulantes endoégenos na geragdo de
trombina

O teste da geracgdo de trombina pode ser modificado pela adigao de
trombomodulina (TM). A TM é o principal ativador da PC in vivo, situada no
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endotélio e que esta ausente ou presente em apenas pequenas quantidades
no plasma. Na auséncia da TM, a ativacdo da proteina C é 20.000 vezes
mais lenta que em sua presenca (%), Portanto, a adicdo de TM ao ensaio
permite a analise da integridade deste importante sistema anticoagulante (19).
Em pessoas saudaveis, a adicdo de TM ao ensaio reduz a quantidade de
trombina gerada, quando comparada ao teste realizado sem TM. Nos
individuos com doengas procoagulantes associadas a resisténcia a agao
desta via antiocoagulante como, por exemplo, a deficiéncia de antitrombina
e a Sindrome Antifosfolipide, a adicdo de TM mantém os niveis de geragéo

de trombina elevados (20. 105),

Os trabalhos que avaliaram o teste GT na cirrose (0. 32 62, 63, 109-111)
sugerem que a geracao de trombina, notadamente, no teste modificado pela
adicdo de TM, encontra-se preservada ou aumentada em relagdo aos
valores de referéncia em controle sadios, em oposi¢cdo aos resultados dos
testes convencionais da coagulagdo que comumente apresentam um padréo

de hipocoagulabilidade nestes individuos.

Em 2005, Tripoddi et al.®? compararam o potencial de geragdo de
trombina, com e sem adicdo de TM recombinante, entre 44 pacientes com
cirrose e 44 controles sadios. O estudo demonstrou, que no teste sem TM,
os valores de ETP nos pacientes com cirrose (308 UF/min, intervalo de 40-
585) foram significantemente inferiores aos controles sadios (451 UF/min,
intervalo 300-632), com valor de p < 0,001, indicando uma menor geragao
de trombina na cirrose. Entretanto, quando o teste foi modificado pela adigao
de TM, os valores de ETP na cirrose (209 UF/min, intervalo entre 34 e 368)
tornaram-se semelhantes aos encontrados nos controles sadios (188 UF /
min, intervalo entre 0 e 455), com valor de p=0,50 (Figura 14), devido a
deficiéncia de proteina C na cirrose. Os autores também destacaram que
deficiéncias nas vias procoagulantes e anticoagulantes, representadas
respectivamente pela dosagem do fator Il e da proteina C, interferem na
quantidade de trombina gerada. E destacam que o TP e TTPa n&o predizem
0 padrao da geragao de trombina.
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Fonte: Tripodi et al. 2.

Figura 14 - Valores de ETP nos controles sadios (triangulos) e pacientes
com cirrose (circulos), analisados sem e com trombomodulina.
Barras horizontais representam valores medianos

Em 2009 0 este mesmo grupo avaliou uma amostra maior de
pacientes, sendo 134 com cirrose, 131 controles sadios e seis individuos
portadores de deficiéncia congénita de PC. Para a analise comparativa, os
autores utilizaram a razdo do ETP (ETPr), definida pela razdo entre ETP
com TM e ETP sem TM, que representa o equilibrio final entre a participagao
dos sistemas anticoagulantes e procoagulantes na geragcdo da trombina.
Valores aumentados de ETPr em relagdo aos sadios sugerem resisténcia a
ativacdo da proteina C pela TM e podem representar um indice de
hipercoagulabilidade: quanto maior a razdo, maior a resisténcia a ativagao
da proteina C e a hipercoagulabilidade. Os autores observaram valores de
ETPr maior nos cirréticos (0,80; variagdo entre 0,51 e 1,06) que nos
controles sadios (0,66; variagao entre 0,17 e 0,95), indicando uma tendéncia
a hipercoagulabilidade na cirrose. A hipercoagulabilidade nos pacientes
Child-Pugh classe C foi ainda maior que a observada nas demais classes e
nos pacientes com deficiéncia congénita de proteina C, condi¢cdo
conhecidamente protrombdtica (Figura 15). Os autores destacaram que o

padrdao de hipercoagulabilidade esteve relacionado a maiores niveis
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plasmaticos de fator VIIl e a baixos niveis de proteina C, e novamente nao
houve correlagao entre os resultados do teste GT e o TP/TTPa.

P <.001
1.2 ]

1.0 ] — .

0.8_ A ] 1

0.6_| T

04 |

0.2}

ETPr (com/sem trombomodulina)

0.0

Sadios CHILD CHILD CHILD Deficiéncia
A B C congénita de
Proteina C

Fonte: Tripodi et al. %

Figura 15 - Graficos de caixa da distribuicdo dos valores da razdo do ETP
com/sem trombomodulina (ETPr) em controles sadios,
pacientes com cirrose (estratificados; de acordo com o escore
de Child Pugh) e individuos portadores de deficiéncia congénita
de proteina C

Os demais estudos que o sucederam (62 110, 112, 113) " sedimentaram
este entdo novo conceito de geragcédo de trombina normal ou aumentada na
cirrose, melhor representada no ensaio com adigdo de TM. Vale ressaltar
que o teste de GT ndo € padronizado, estes estudos exibem diferencas na
metodologia no que se refere as diferentes concentracdes de TM e de fator
tecidual utilizados no ensaio, além de alguns autores substituirem a TM pelo
Protac®, um ativador da proteina C com agéo in vitro semelhante a TM (110,
114). Mas, isto ndo compromete o padrdo de normo ou hipercoagulabilidade
encontrado na cirrose, quando comparado aos resultados em controles

sadios ("),

Em sintese, os pacientes com cirrose preservam sua capacidade de
geragcdo de trombina e podem exibir um estado de hipercoagulabilidade
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plasmatica comparavel ao observado em condicbes de elevado risco
trombatico. Tais evidéncias representam uma mudanga de paradigma sobre
a hemostasia na cirrose que, baseada nos frageis testes convencionais de
coagulagdo e na contagem de plaquetas, historicamente, era considerada
um disturbio hemorragico adquirido. Pela mesma perspectiva, resta ser
provado se o efeito heparinoide anticoagulante descrito durante a infec¢ao
bacteriana na cirrose modifica este estado normo a hipercoagulabilidade.

1.2 Racional e hipotese do estudo

Durante a infeccdo bacteriana, pacientes com cirrose apresentam
alteragdes imprevisiveis, tanto na via procoagulante como na anticoagulante,
geralmente, indetectaveis pelos testes convencionais de coagulagéo
utilizados rotineiramente. Deste modo, esta populacdo comumente é
considerada de alto risco hemorragico quando s&do necessarios
procedimentos invasivos. As infecgoes bacterianas poderiam contribuir para
a ocorréncia de hemorragia na cirrose por dois mecanismos principais: a)
aumento da pressao portal por acdo de endotoxinas sobre o sistema de
endotelinas e liberacdo de substancias vasoconstrictoras; b) disturbios da
hemostasia promovidos pela infeccdo. Embora haja evidéncias sobre o
efeito heparinoide enddgeno, demonstraveis pela tromboelastografia em
pacientes com cirrose e infecgdo bacteriana, ndo ha dados sobre seu
impacto na geragao de trombina. Mais importante, ndo existem relatos
conclusivos de que os heparinoides influenciem desfechos clinicos
hemorragicos ndo diretamente relacionados a hipertensao portal, como
sangramento cutadneo-mucoso ou apos procedimentos invasivos. Tomados
em conjunto, estes dados sugerem que o efeito heparinoide nao seria capaz

de reduzir a geragao de trombina em pacientes com cirrose.

Com base nestas premissas, formulamos a hipétese que a liberagao
de heparinoides enddgenos durante infecgdes bacterianas no paciente com

cirrose nao seja suficiente para reduzir a geragdo de trombina, que
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habitualmente se encontra com valores normais ou elevados em condicoes

basais.
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2 OBJETIVOS

Tivemos como objetivo principal: avaliar o impacto da infeccédo na
geracéo de trombina em pacientes com cirrose, avaliados de modo pareado

durante a infec¢ao bacteriana e apos a resolugao do quadro infeccioso.
Nossos objetivos secundarios foram avaliar o impacto da infecgao:

a) no efeito heparinoide endégeno avaliado por meio da
tromboelastometria (ROTEM);

b) no efeito heparinoide endégeno avaliado pela dosagem de anti-Xa;
c) na dosagem dos anticoagulantes naturais (Proteina C e AT);

d) nos parametros RNI, TP, TTPa.
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3 METODOS

3.1 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo prospectivo, observacional, de coorte,
unicéntrico, desenvolvido de acordo com a metodologia STROBE
(“Strengthening the Report of Observacional Studies in Epidemiology”) (11%)
que avaliou pacientes com cirrose e infec¢gado bacteriana (grupo infectado), e
pacientes com cirrose descompensada sem infecgao (grupo n&o infectado).
ApoOs a resolugao da infecgdo o grupo infectado foi reavaliado para analise
do impacto da infecgdo nos parametros da coagulagdo. O grupo né&o
infectado também foi reavaliado para analise pareada comparativa, sem

nenhuma intervencao entre as coletas.

3.2 Casuistica

3.2.1 Locais de inclusao dos pacientes

Foram incluidos pacientes acompanhados pela Divisdo de
Gastroenterologia e Hepatologia do Instituto Central do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. Os pacientes do
grupo infectado foram recrutados na enfermaria e os pacientes do grupo n&o

infectado no ambulatério.

3.2.2 Selecao

No grupo infectado foram incluidos pacientes com diagnostico
estabelecido de cirrose, com infecgcdo bacteriana ativa em qualquer sitio,
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incluindo peritonite bacteriana espontanea, infecgdo do trato urinario, infecgao

do trato respiratério/pneumonia e infecgao cutanea ou sitio indeterminado.

No grupo n&o infectado foram incluidos pacientes com cirrose
descompensada, de acordo com o escore de Child Pugh (B ou C), sem

evidéncia clinica ou laboratorial de infecgao.

O estudo foi realizado de acordo com os principios éticos
estabelecidos pela Declaragédo de Helsinki e, apds a aprovagao do protocolo,
pela Comissdo Etico-Cientifica do Departamento de Gastroenterologia e
pela Comissdo de Normas Eticas do HCFMUSP (CapPesq). O

consentimento informado escrito foi obtido de cada participante do estudo.

3.2.3 Critérios de inclusao

Incluimos pacientes adultos (> 18 anos), com diagnostico estabelecido
de cirrose, com infecgdo em qualquer sitio (grupo infectados) e sem infecgéo

bacteriana ativa (grupo controle n&o infectados).

3.2.4 Critérios de exclusao
Excluimos pacientes nas seguintes situagdes:

a. Uso de drogas que interfram na coagulagdo (anti-agregantes
plaquetarios, heparina em dose terapéutica, anticoagulantes orais
ou parenterais, antifibrinoliticos, eritropoietina e drogas pro-

trombaticas parenterais);

b. Histéria de trombose venosa profunda de repeticdo, exceto
trombose de veia porta, visto que tal trombose esta mais
relacionada a diminuicédo de velocidade do fluxo na cirrose;

c. Presenca de disturbios da hemostasia adquiridos (exceto cirrose)
ou hereditarios;

d. Gestantes;

e. Pacientes em terapia de substituigdo renal (dialise) com heparina;
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f. Presenga de cancer ativo, exceto neoplasia de pele nao

melanoma e nao metastatica;

g. Transfusdo de hemocomponentes nos ultimos 10 dias, exceto

concentrado de hemacias;

h. Realizagdo de cirurgia de médio e grande porte nas ultimas 4

semanas.

3.3 Critérios diagnodsticos

3.3.1 Cirrose

Definida pela combinagdo de achados clinicos (estigmas periféricos
de doencga hepatica crbnica), laboratoriais (alteragdo das provas funcionais
hepaticas), endoscopicas (varizes es6fago-gastricas), métodos de imagem
(redugao volumeétrica do figado, esplenomegalia e presenga de circulagdo
colateral porto-sistémica), elastografia hepatica por Fibroscan ou ARFI
compativeis com fibrose em estadio F4 e/ou pelo resultado do exame
anatomopatolégico quando disponivel, conforme critérios classicos de uso

clinico rotineiro.

3.3.2 Infecgao

Diagndstico baseado em critérios clinicos e laboratoriais,

estabelecidos conforme as recomendagdes internacionais (119):

- Peritonite bacteriana espontanea: definida pela contagem de
leucocitos polimorfonucleares acima de 250/mm?® em amostra do
liquido ascitico, independentemente do resultado das culturas do

liquido ascitico (1'7);

- Pneumonia: evidéncia em  radiografia ou  tomografia

computadorizada de infiltracdo pulmonar associada a outros sinais
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tipicos (febre, dispneia, tosse, dor no peito pleural ou sinais de

consolidagédo no exame fisico);

- Infeccdo do trato urinario: sintomas sugestivos e contagem
confirmada de leucdcitos na urina > 10 células por campo de

grande aumento e/ou cultura de urina positiva;

- Infeccdo de corrente sanguinea: identificagdo de bactéria(s)
(analise direta e culturas) em amostras de sangue e quadro clinico

compativel;
- Infeccdo de partes moles: febre e sinais clinicos de celulite;

- Diarreia infecciosa: quadro clinico compativel e pesquisa fecal
positiva.

3.4 Calculo amostral

Elegemos para o calculo do tamanho amostral o estudo publicado por
por Tripodi et al. (2009), que estabeleceu os valores do potencial de geragao

em pacientes com cirrose em diferentes estadios e em controles normais (29

Utilizamos o teste de Mann-Whitney e consideramos a probabilidade
de erro alfa de 0,05, poder de 0,8 e um intervalo de confianga 95% unilateral
com uma margem de 10%. Para demonstrar diferenga superior a 10% no
potencial de geragdo de trombina com trombomodulina, estimamos o
tamanho da amostra em pelo menos 28 pacientes por grupo (grupo
infectado e grupo néo infectado).

3.5 Procedimentos realizados

3.5.1 Detalhamento dos procedimentos rotineiros

De forma resumida, realizamos os procedimentos listados abaixo. O

detalhamento dessas etapas esta apresentado na Secgéo seguinte.
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a. Convite para o paciente participar do estudo, exposicdo do
protocolo e assinatura do termo de consentimento pelo paciente ou

seu responsavel legal,

b. Entrevista com o paciente e consulta aos registros no prontuario.
Foram pesquisados os dados demograficos, laboratoriais e clinicos
necessarios a estimativa da gravidade da doenga hepatica, dados
relacionados a infecgdo, assim como foram registrados os exames
destinados a definigdo etiolégica da doenca de base e ao
diagnostico de infecgéo;

c. Coleta de amostras de sangue venoso periférico para realizagao
dos procedimentos especificos deste estudo no momento da
admissao e da reavaliagao.

3.5.2 Detalhamento dos procedimentos especificos do estudo
3.5.2.1 Coletas de amostras de sangue

No grupo infectado as amostras de sangue foram coletadas em até 24
horas apds o inicio da antibioticoterapia e repetidas, no minimo, 5 dias apés
o término do tratamento da infeccdo, durante a consulta de retorno
ambulatorial. No grupo n&o infectado as amostras de sangue foram colhidas
apos exclusdo de quadro infeccioso nas ultimas 4 semanas e repetidas, no
minimo, 5 dias apds a coleta inicial para a realizacdo dos mesmos exames

realizados no grupo infectado.

A fim de evitar a interferéncia de variaveis pré-analiticas e analiticas
nos resultados da GT e do ROTEM, seguimos rigoroso procedimento

operacional padrdo na coleta (Anexo A).

O sangue foi coletado com tempo minimo de estase (tempo de
torniquete inferior a 1 min.), utilizando-se agulhas de tamanho maximo de
21/23 G para evitar a hemdlise. Foram colhidos 20 ml de sangue,
distribuidos em tubos plasticos a vacuo de 2,7 mL (BD Vacutainer®. Franklin
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Lakes, NJ. EUA) contendo 3,2% de citrato de sédio tamponado, destinados
a realizacao dos testes especificos do estudo.

Imediatamente apds a coleta de sangue, um tubo foi destinado a
realizacdo dos ensaios do ROTEM (INTEM e HEPTEM), iniciados em até 2
horas apds a coleta das amostras. Os demais tubos foram encaminhados ao
Laboratdrio de Hemostasia, onde foram submetidos a centrifugagcdo durante
20 minutos a 3.000 g e a temperatura controlada de 20°C, para a obtencgéo
do plasma pobre em plaquetas (PPP) em até 1 hora. Apds centrifugacao,
apenas os dois tercos superiores do plasma foram pipetados e transferidos
para tubos plasticos de criopreservagao (amostras de 0,5 mL), devidamente
identificados. As aliquotas foram congeladas imediatamente em nitrogénio
liquido e armazenadas a -80°C até a retirada das amostras para realizagao
dos demais testes especificos. A centrifugagéo, pipetagem e congelamento

do plasma foram realizados em até duas horas apo6s a coleta da amostra.

Os testes laboratoriais (GT, dosagem de PC, AT, Anti-Xa, TP e TTpa),
exceto a tromboelastometria (ROTEM), foram realizados no Laboratério de
Hemostasia do Servico de Hematologia do HC-FMUSP. A
tromboelastometria (ROTEM) foi realizada no Centro Cirurgico do HC-
FMUSP, local onde permanece o aparelho utilizado na realizagdo do ensaio.

3.5.2.2 Testes convencionais da coagulagao (TP e TTPa)

O TP foi determinado pelo método de Quick ('8 utilizando-se o
reagente PT-Fibrinogen HS Plus®, I1SI=1,18 (HemoslL®. Instrumentation
Laboratory. Bedford, MA, USA). Os resultados foram expressos em relagao
dos tempos (paciente/pool de plasma individuos normais) e RNI.

O TTPa foi analisado pelo método de Bell e Alton (19 utilizando como
fonte de tromboplastina parcial o reagente APTT-SP® (HemosIL®.
Instrumentation Laboratory. Bedford, MA, USA) ativado com silica. Os
resultados de TTPa foram expressos em segundos.
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3.5.2.3 Tromboelastometria (ROTEM®)
a. Aspectos gerais

Os ensaios do INTEM e HEPTEM foram realizados conforme
orientagdo do fabricante (TEM International®, Munich, Germany) e estédo
resumidos no procedimento operacional padrao (Anexo A), elaborado para
uma melhor sistematizacdo da rotina. Tais ensaios foram executados
simultaneamente em canais distintos do aparelho, utilizando-se a pipetagem
automatica (Figura 16). Todos os reagentes utilizados nos testes foram
conservados sob refrigeragao entre 2°C e 8°C e foi respeitado o prazo de
estabilidade de cada reagente apds a sua primeira utilizacdo: 8 dias
(STARTEM e INTEM) e 30 dias (HEPTEM).

Canais para
realizagdo dos testes

Bancada aquecid

Fonte: Adaptado de Goérlinger et al. (78

Figura 16 — Aparelho para realizagcdo do ROTEM ® (tromboelastometria). A
pipetagem € automatica e existem quatro canais distintos para a
realizacdo dos ensaios

Durante a realizagdo do ensaio, inicialmente 300 yL de sangue total
citratado sao adicionados a cubeta do equipamento, sob temperatura de
37°C, e em seguida pipetados os reagentes especificos de cada teste.
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No INTEM, sao adicionados 20 pl do reagente STARTEM, composto
por CaClz a 0,2 mmol/L e, em seguida, 20ul do reagente INTEM, composto
por acido elagico e fosfolipides. No HEPTEM, as etapas iniciais sdo as
mesmas realizadas no INTEM e, em uma etapa complementar, 10 ul do
reagente HEPTEM (composto por heparinase |) sdo adicionados ao ensaio. O
sistema formado pelo movimento controlado do pino na cubeta detecta as
propriedades viscoelasticas do sangue por meio de um detector optico, que
transmite o sinal para conversao grafica em um computador, gerando a

curva exemplificada na Figura 17.
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Figura 17 - Principais parametros na curva do ROTEM. A presenca de
heparina ou heparinoides na amostra de sangue interferem no
parametro inicial da curva (CT) do INTEM e do HEPTEM, que
representa o tempo de formacéo inicial da fibrina

b. Aspectos relacionados a realizagao do INTEM e do HEPTEM

Os ensaios do INTEM e o HEPTEM foram interrompidos apds um
periodo minimo suficiente para a obtencao dos resultados dos trés principais
parémetros iniciais na curva de cada exame: CT, CFT e angulo alfa (Figura
18). Foram analisadas as diferengas entre os paradmetros do INTEM e os
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mesmos parametros obtidos no ensaio com adicdo de heparinase |
(HEPTEM).

Conforme descrito anteriormente ' 42). consideramos a presenca de
efeito heparinoide endégeno na amostra de pacientes com cirrose, quando
observado um encurtamento significativo (p<0,05) no parametro inicial da
curva (CT) do teste viscoelastico com heparinase (CTheptem) €m relagao ao
teste sem heparinase (CTintem) (Figura 18).

LY 2005-12-07 15:48 | 2: 05010081 HEPTEM 2005-12-07 1437 | 2: 05010082

CT: 676s | CFT: 2285 50 L LA (LU LS L
A20: S55mm MCF: 56mm ML: -%

A20: 44mm MCF:* 48mn ML: - %

Fonte: Adaptado de Goérlinger et al. (78

Figura 18 - Curvas representativas da deteccao de efeito heparinoide no
sangue: prolongamento na duragdgo do CTintem (A) e
encurtamento na duragdo do CTuertem (B) quando comparado
ao CTinTem

3.5.2.4 Potencial de geragcao de trombina

O teste foi realizado de acordo com técnica descrita por Hemker et al.
(1995) (193 ytilizando-se do método fluorogénico calibrado, conhecido como
CAT (The Calibrated Automated Thrombogram. Thrombinoscope®, Sinapse
BV. Maastricht, Holanda).
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Fonte: Hemker et al. (1995) (199

Figura 19 — Aparelho utilizado no teste da geracdo de trombina (GT): CAT
(The Calibrated Automated Thrombogram, Thrombinoscope®) e
placa de microtitulacdo de polipropileno, com 96 pocos
arredondados (Immulon 2Hb, Thermo Labsystems, Helsinque,
Finlandia)

Imediatamente antes das analises, as amostras de plasma (PPP)
foram descongeladas em banho-maria, a 37°C por 5 minutos. A realizagao
do teste ocorreu em uma placa de microtitulagdo de polipropileno, com 96
pocos arredondados (Immulon 2Hb, Thermo Labsystems, Helsinque,
Finlandia). Cada pogo foi preenchido com 80 pL de PPP do paciente e 20 pL
do PPP-reagent, constituido de fator tecidual recombinante a uma
concentracdo de 5 pM e fosfolipides sintéticos a 4 umol (Stago Group,
Maastricht, Holanda).

Conforme esquematizado na Figura 20, cada amostra foi preparada
em triplicata, sem trombomodulina e com adi¢gado de trombomodulina (Sekisui
Diagnostics, Massachusetts, EUA) a uma concentragcéo final de 5 nM
(totalizando 6 pogos). Para controle, foram preenchidos 3 pogos adicionais
com PPP e o calibrador de trombina (Thrombin Calibrator), resultando em
um total de 18 pogos por paciente incluido no estudo: 9 para a amostra do
plasma da inclusdo e 9 para a amostra obtida na reavaliagdo. A utilizacdo do

calibrador é indispensavel para excluir alteragbes na geragcdo de trombina
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relacionadas a diferentes coloragcbes do plasma de cada paciente (a
fluorescéncia é sensivel a cor do plasma), assim como permitir que apenas
a trombina gerada durante a reacéo seja contabilizada. Apds 15 minutos de
incubacao a 37°C, foram adicionados automaticamente a cada pocgo 20 L

de FluCa, um substrato fluorogénico diluido em tamp&o com calcio.

37°C

PPP (8opL) +
Fluca (20pL) +

‘ + Calibrador
Ou

PPP (8opL) +

+ FluCa (20uL) + Trombomodulina (5nM)

*FLP (4umol) + FT (5pM) Sem Trombomodulina

PPP= Plasma pobre em plaquetas; FLP= fosfolipide; FT= fator tecidual; Fluca: substrato
fluorogénico diluido em tampéo de Calcio; TM: trombomodulina

Figura 20 - Técnica de preenchimento dos pogos da placa de
microtitulagdo para teste de geragdo de trombina. Cada
paciente teve suas amostras colhidas na inclusdo no estudo
(sem e com TM) e na reavaliagdo (sem e com TM) analisadas
na mesma placa. Todas as quatro analises foram realizadas
em triplicata O teste com calibrador nas fases pré e pos-
transfusional também foi realizado em triplicata, totalizando 18
pocos por paciente. Todos os pogos foram preenchidos com
PPP do paciente. Aos pogos para analise foram acrescentados
reagente contendo FT, FLP e FluCa (com ou sem adigdo de
TM) e aos pogos para controle foi adicionado o calibrador

A leitura da reacao foi feita com o fluorimetro Fluoroskan Ascent®
(ThermoLabsystem, Helsinki, Finlandia), equipado com um conjunto de filtro
de excitacdo de 390 nM e de emissdo de 460 nM, a 37°C. O sinal
fluorescente é convertido em uma curva de geragdo de trombina ou
trombograma (Figura 18), produzida automaticamente pelo software
Thrombinoscope® (Sinapse BV. Maastricht, Holanda). Os testes foram
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interrompidos apdés 30 minutos e, apos a realizagdo dos experimentos, as
curvas de geragdo de trombina (trombogramas) em ftriplicata para cada
individuo, foram avaliadas de maneira cega. As curvas que apresentaram
grande variabilidade, sem um tragado tipico e homogéneo, foram excluidas
da analise. Foram incluidos na analise os resultados com reprodutibilidade
do tragado ao menos em duplicata.

Os quatro parametros analisados (Figura 9) foram medidos sem e
com adigao de trombomodulina. Para o parametro ETP, calculamos também
as razbes dos seus resultados (ETP com / ETP sem trombomodulina),
denominado ETPraz&o (ETPr).

Os valores de referéncia dos parametros da GT utilizados no
laboratério de hemostasia da instituicdo foram obtidos de 46 individuos
sadios, testados previamente (Tabela 2).

Tabela 2 — Parametros de geragao de trombina em individuos normais

Parametro Média (dp) Mediana (min-max)
ETP sem TM (nmol/L*min) 1577,5 (+ 362,8) 1515,5 (1113,5-2501,5)
ETP com TM (nmol/L*min) 914,6 (+ 457,5) 784,3 (266,3-2169,3)
ETPr 0,57 (£ 0,21) 0,56 (0,19-0,93)

LT sem TM (min.) 3,5(x0,6) 3,5(2,1-4,7)

LT com TM (min.) 4,1(x0,7) 4,1 (2,5-6,0)

Pico sem TM (nmol/L) 297,8 (+ 54,7) 295,1 (156,1-428,1)
Pico com TM (nmol/L) 202,5 (£ 90,1) 188,4 (63,0-425,4)
ttpico sem TM (min.) 6,3 (£0,9) 6,1 (4,7-8,7)
ttpico com TM (min.) 6,5 (£ 0,8) 6,5 (4,6-8,7)

Parametros obtidos a partir de 46 individuos sadios no laboratério de hemostasia do
Hospital das Clinicas da FMUSP.

dp = desvio padrao; ETP: TM: trombomodulina; ETPr= relagdo entre ETP com TM sobre
ETP sem TM; LT: tempo de laténcia; ttpico: tempo para o pico
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3.5.3 Avaliacao da atividade do Anti-Xa, Proteina C e Antitrombina

Antes da realizacdo dos ensaios para avaliagao da atividade do Anti-
Xa, da Proteina C e da Antitrombina, as amostras de plasma foram
descongeladas durante 5 minutos a 37°C. Os testes foram realizados de
acordo com a padronizagdo preconizada pelo fabricante - resumida a seguir
- utilizando-se as técnicas do substrato cromogénico sintético automatizado
no equipamento ACL TOP 500 CTS (Instrumentation Laboratory, Miami,
USA).

Atividade do anti-Xa - A avaliacdo da atividade do anti-Xa foi feita com o kit
automatizado HemosIL® Liquid anti-XA® (Instumentation Laboratory, Miami,
USA), composto pelo Fator Xa-reagent, uma preparacéo liquida contendo o
Fator Xa bovino purificado (aproximadamente 5,5 nkat/mL) e o substrato
cromogénico sintético. O principio do ensaio baseia-se na capacidade do
complexo Heparina-AT presente na amostra plasmatica do paciente inativar
o Fator Xa bovino adicionado ao ensaio. Em seguida, o Fator Xa residual
(ndo inativado pelo complexo heparina-AT) reage com o substrato
cromogénico e, portanto, a intensidade da reagdo cromogénica é
inversamente proporcional a quantidade de heparina na amostra do plasma
(120) O resultado de cada amostra é entdo comparado a um calibrador com
curvas de referéncia para quantidades padrdo de heparina de baixo peso
molecular (HemosIL® LMW Heparin Controls ®, Instumentation Laboratory,
MA, USA). O limite inferior de deteccdo da amostra é 0,01 unidades/mL e o
resultado € considerado positivo quando encontrados niveis de anti-Xa =
0,01 unidades/mL.

Dosagem da Proteina C - Na dosagem da Proteina C foi utilizado o kit
automatizado HemoslL® Protein C® (Instumentation Laboratory, Miami,
USA). Durante o ensaio, inicialmente o plasma do paciente é incubado com
um ativador da Proteina C, composto por derivado do veneno de serpente
de Agkistrodon contortrix contortrix. Posteriormente, o substrato
cromogénico, que contém um inibidor da trombina (0,125 mg/recipiente), é
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adicionado ao teste. O alvo do substrato cromogénico sintético neste ensaio
€ a Proteina C e a intensidade da reagdo é diretamente proporcional a
quantidade de Proteina C na amostra.('?") O resultado de cada amostra é
comparado a um calibrador com curvas de referéncia para quantidades
padrdao conhecidas de Proteina C (HemoslL® Protein C Controls ®,
Instumentation Laboratory, Miami, USA). Os resultados da atividade da
Proteina C sdo expressos em % e sdo considerados normais valores entre
70 - 140%.

Dosagem da atividade da Antitrombina - Na dosagem da Antitrombina foi
utilizado o kit automatizado HemosIL® Antithrombin® (Instumentation
Laboratory, MA, USA). Na primeira etapa do ensaio, o plasma do paciente é
incubado com o Factor Xa-reagent, uma solugao rica em Fator Xa bovino
(40 nkat/recipiente) e heparina. O principio do ensaio baseia-se na
capacidade da Antitrombina presente na amostra plasmatica do paciente
formar um complexo com a heparina adicionada ao ensaio e em seguida
este complexo inativar o Fator Xa bovino. Neste teste, o alvo do substrato
cromogénico sintético também é o Fator Xa residual (ndo inativado pelo
complexo heparina-AT) e a intensidade da reagdo € inversamente
proporcional a quantidade de Antitrombina na amostra.('??) O resultado de
cada amostra € comparado a um calibrador com curva de referéncia padrao,
contendo quantidades conhecidas de Antitrombina. Os resultados da
atividade da Antitrombina sdo expressos em % e s&o considerados
resultados normais valores entre 83 — 128%.

3.6 Analise estatistica

Na analise estatistica, as variaveis quantitativas foram apresentadas
pela média e desvio padrao ou pela mediana e intervalo quartilico (quartil 25
— quartil 75). As variaveis qualitativas foram demonstradas por frequéncia
absoluta e porcentagem.
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Na comparacgao das caracteristicas basais entre os grupos (infectados
vs ndo infectados), o teste t de Mann-Whitney ou o teste t de Student foi
usado para comparar variaveis continuas, de acordo com a natureza da
distribuicdo da variavel. O teste exato de Fischer foi utilizado na analise das
variaveis qualitativas.

Na comparagcdo das variaveis dentro do mesmo grupo (inclusdo vs
reavaliagdo), o teste de Wilcoxon ou o teste t de Student pareado foi usado
para comparar variaveis continuas, conforme apropriado. O Mc Nemar foi
Fischer foi utilizado na analise das variaveis qualitativas.

As conclusdes foram consideradas significativas quando valor de
p < 5%. Os calculos foram realizados através do programa estatistico SPSS
Statistics versdo 25 (IBM SPSS Statistics, Chicago, lllinois, USA) e
GraphPad InStat 8 (GraphPad Software Inc, San Diego, USA).
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4 RESULTADOS

4.1 Inclusoes

Entre os dias 24/05/2015 e 21/01/2019, 362 pacientes foram
avaliados quanto a elegibilidade. Cento e vinte pacientes com cirrose foram
elegiveis para inclusdo no estudo, sendo 82 individuos com infeccao
bacteriana ativa e 38 sem infeccdo. Dentre os pacientes elegiveis, 39
(47,5%) infectados e 10 (26,3%) n&o infectados foram excluidos devido a
impossibilidade de serem reavaliados pelos motivos listados na Figura 21. A
casuistica final foi formada por 36 pacientes no grupo infectado e 28
pacientes no grupo nao infectado. A principal causa de exclusdo dos
pacientes com cirrose infectados foi o 6bito antes da reavaliagdo, ocorrido
em 28 pacientes (34,1%). O intervalo mediano entre a avaliagao inicial e
exclusao por o6bito foi de 11 dias (IC 7,5-29,5 dias) e a maioria deles ocorreu
durante a internagdo hospitalar (n=22). A principal causa de o6bito foram as
complicagdes diretamente relacionadas a sepse (n=19). As demais causas
de morte relatadas, ndo diretamente relacionadas a infecgdo, foram:
hemorragia digestiva alta (HDA) varicosa (n=1), HDA n&o varicosa (n=2),
HDA nao especificada (n=1), insuficiéncia respiratoria (n=1), isquemia
mesentérica (n=1), hipoglicemia (n=1), complicagdo cirurgica (n=1) e
sindrome hepatorrenal (n=1). Outros seis (7,3%) cirréticos infectados foram
transplantados antes da reavaliagdo, cinco deles antes da alta hospitalar,

num intervalo entre 6 e 23 dias apds a avaliagdo inicial.

No grupo sem infecgao, trés (7,9%) pacientes foram excluidos por
obito antes da reavaliagdo ambulatorial, sendo um ébito por HDA e em dois
casos nédo conseguimos informagdo sobre a causa do 6bito. Neste grupo,
dois (5,7%) pacientes foram submetidos ao transplante hepatico antes da

reavaliacdo ambulatorial.
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Figura 21 - Fluxograma dos pacientes elegiveis e pacientes que
completaram o estudo

4.2 Caracterizagao da amostra

As caracteristicas basais dos pacientes incluidos no estudo estdo
resumidas na Tabela 3. A distribuicao entre os grupos foi homogénea em
relagdo as variaveis sexo, idade e etiologia da cirrose. Em ambos os grupos
prevaleceram etiologias alcodlica e viral. O grupo infectado apresentou
maior grau de disfungdo hepatica, representado pelas variaveis
encefalopatia hepatica, ascite, bilirrubina total, albumina e creatinina.
Entretanto, ndo houve diferenga significante na frequéncia de ascite
refrataria entre os grupos. A frequéncia de descompensagbes clinicas
relacionadas a cirrose (encefalopatia hepatica, HDA varicosa e peritonite
bacteriana espontanea), ocorridas previamente a inclusdo no estudo, foi

semelhante entre os grupos.



Resultados 51

Tabela 3- Caracteristicas basais dos pacientes com cirrose

Variavel Infe(itado Nao InIectado p-valor
(n =36) (n =28)
Idade (anos) 53+ 16 57+ 10 0,17
Sexo Masculino 26 (72,2) 19 (67,9) 0,79
Etiologia da cirrose
Alcool 9 (25) 10 (35,7) 0,46
Hepatites virais 14 (38,9) 9(32,1) 0,47
NASH/criptogénica 8 (22,2) 6 (21,4) 1,00
Cirrose biliar 1(2,8) 0 (0) 1,00
Hepatite auto-imune 3(8,3) 1(3,6) 0,40
Outras etiologias 1(2,8) 2(7,1) 0,36
PAM (mmHg) 84 +19 87 £ 14 0,05
FC > 90bpm 8(22,2) 8 (30,8) 0,56
Ascite 0,026
Ausente 5(13,9) 0 (0)
Leve/ moderada 17 (47,2) 9(32,1)
Volumosa 14 (38,9) 19 (67,9)
Ascite refrataria 11 (30,6) 18 (64,3) 0,29
Encefalopatia hepatica 0,002
Ausente 21 (58,3) 27 (96,4)
Grau I/l 12 (33,3) 1(3,6)
Grau llI/IV 3(8,3) 0 (0)
Complicagdes prévias da cirrose
PBE prévia 4(11,1) 7 (25) 0,19
EH prévia 24 (66,7) 18 (64, 3) 1,00
HDA prévia 15 (42,9) 15 (53, 6) 0,45
Trombose de veia porta cronica 9 (25,0) 5(19,2) 0,76
Exames laboratoriais
Hemoglobina (g/dL) 9,7+2,1 10,5+£1,8 0,13
Leucocitos (x 10%/L) 6,57 + 4,44 51124 0,11
Albumina (g/dL) 3+0,6 3,3+0,6 0,04
Bilirrubina total (mg/dL) 4,14 3,6 1,711 <0,01
Creatinina (mg/dL) 1,67 £ 1,11 1,2+£0,5 0,02
Proteina C Reativa (mg/dL) 77,6 £61,0 154 +£12.3 <0,01

Dados expressos em média + desvio padrdo ou n (%)
NASH = Esteatohepatite ndo alcéolica; PAM = pressédo arterial média; FC = frequéncia cardiaca; PBE
= peritonite bacteriana espontdnea; EH = encefalopatia hepatica; HDA = hemorragia digestiva alta.



Resultados 52

4.2.1 Caracteristicas basais relacionadas aos testes convencionais da

coagulagao

No momento da inclusdo, os pacientes com infeccdo ativa
apresentaram coagulopatia mais grave, segundo os valores TP/RNI, TTPa e

plaquetas (Tabela 4 e Figura 22).

Tabela 4 - Caracteristicas basais dos testes convencionais de coagulagéo

Variavel Infe_ctado Nao In_fectado p-valor
(n=36) (n =28)

TP(%) 41+12 58 + 16 <0,01

INR 1,99+0,7 1,46 + 0,31 <0,01

TTPa (seg) 37+7 32,2+57 0,01

Plaqueta (x 103/mm3) 77+ 51,1 102 £ 53,3 0,04

Os resultados foram expressos em média + desvio padréo.
RNI = razdo normalizada internacional; TP = tempo de protrombina; TTPa = tempo de trombina parcial
ativado.
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Figura 22 - Caracteristicas basais dos testes de coagulagdo convencionais
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4.2.2 Caracteristicas basais relacionadas a gravidade da cirrose

O grupo néao infectado foi representado exclusivamente por pacientes
descompensados (escore de Child Pugh =B7). No grupo infectado a
gravidade da cirrose, avaliada pelos escores Child-Pugh, MELD e CLIF-C
OF (Organ Failure), foi significantemente maior. Nao houve diferengca com
significancia estatistica no grau de ACLF entre os grupos. Nos vinte e cinco
(69,4%) pacientes infectados e 23 (88,5%) pacientes nao infectados que nao
exibiram critérios para ACLF (ACLF grau 0), foram calculados o escore
CLIF-C AD (Tabela 5 e Figura 23).
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Tabela 5 - Caracteristicas basais dos escores de gravidade da cirrose

Variavel Infectado (n =36) Nao Infectado (n = 28) p-valor
Classificagido de Child-Pugh 0,003
A 0(0) 0 (0)
B 17 (47,2) 23 (85,2)
C 19 (52,8) 4 (14,8)
Escore de Child Pugh 99+17 8415 <0,01
Escore de MELD 21.8+6.9 13.8+3.8 <0,01
Escore CLIF-C OF * 8+2 6+1 <0,01
Grau de ACLF 0,12
Ausente 25 (69,4) 23 (88,5)
Grau 1 9 (25) 3(11,5)
Grau 2 1(2,8) 0(0)
Grau 3 1(2,8) 0(0)
Escore CLIF-C AD* 55+ 12 53+ 18 0,67

Dados expressos em média + desvio padrédo ou n (%)
* Aplicavel somente a pacientes com cirrose descompensada e sem critérios de ACLF (ACLF ausente)

@ infectados [ nao infectados
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Figura 23 - Escores basais de gravidade da cirrose dos pacientes
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4.3 Caracteristicas relacionadas a Infec¢ao bacteriana

A principal causa de infecgdo foi peritonite bacteriana esponténea
(PBE), observada em 21 (58,3%) pacientes, seguida de infec¢cado do trato
urinario (27,8%) e infecgdo de corrente sanguinea (13,9%) (Tabela 6). Os
sitios classificados como outros correspondem a colangite (n=1) e diarreia
infecciosa (n=2). Os dois pacientes com diarreia também foram
diagnosticados com PBE. Em seis pacientes (16,6%) foi identificado mais de
um sitio infeccioso. Quatro pacientes (11%) encontravam-se em choque ou

hipotensao, definida como < 65mmHg, no momento da incluséo.

Tabela 6 - Sitios das infec¢des bacterianas

Sitio n (%)
Peritonite Bacteriana Espontanea 21 (58,3)
Urinario 10 (27,8)
Corrente sanguinea 5(13,9)
Respiratorio 2 (5,5)
Cutaneo 2 (5,5)
Outros 3(8,3)

Dados expressos em no. (%)
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4.4 Perfil microbiolégico

Em relagdo as caracteristicas microbiologicas, 7 (19,4%) pacientes
com peritonite bacteriana esponténea apresentaram positividade na cultura
do liquido ascitico. Escherichia coli (n=4) foi a bactéria mais comumente
isolada e os demais germes identificados no liquido ascitico foram:
Klebsiella pneumoniae (n=2) e Staphylococcus epidermidis (n=1). Nos
pacientes com infecgao urinaria, Escherichia coli (n=3), seguida de Proteus
mirabilis (n=2) e Klebsiella pneumoniae (n=2) foram as bactérias mais
comumente isoladas. Considerando os casos de infeccdo de corrente
sanguinea, Escherichia coli (n=2) também foi o agente mais comumente
isolado nas hemoculturas, seguido de Staphylococcus aureus (n=1),

Salmonella sp (n=1) e Streptococcus agalactiae (n=1).

4.5 Intervalo de reavaliagoes

Os pacientes do grupo infectado foram reavaliados no minimo de 5
dias apds o término da terapia antibidtica. O intervalo mediano entre a data
do término da antibioticoterapia e a data da reavaliagao foi de 9 dias (IC 7-
14). No grupo infectado a reavaliagdo também ocorreu no minimo 5 dias

apos a inclusao no estudo, sem intervencao entre as avaliagdes.
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4.6 Efeito da infeccao na gravidade da cirrose

A resolucéo da infecgéo esteve associada a uma melhora significativa
dos escores de gravidade da cirrose: MELD (21.8 £ 6.9 vs 17.3 £ 4.9; p<
0,01), Child Pugh (de 9.9 +1.7vs 85+ 1.8;p<0,01), CLIF-COF (8+2vs7
t+ 1; p= 0,01). A contagem de leucdcitos, valores da PCR e os parametros
laboratoriais relacionados a gravidade da disfungdo hepatica também
apresentaram melhora significante apos a resolugéao da infecgéo (Tabela 7).
No grupo sem infeccdo, nenhum destes parametros analisados apresentou
diferencga significante entre o momento da inclusdo e a reavaliacéo (Tabela
7).
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Tabela 7 - Comparacao entre as caracteristicas clinicas e laboratoriais no
momento da inclusdo e na reavaliagdo dos pacientes de cada

grupo

Infectado (n =36 )

Néo infectado (n=28 )

Inclusdo Reavaliagdo pvalor Inclusdo Reavaliagdo p-valor

Ascite atual 0,67 1

Ausente 5(13,9) 4(11,1) 0(0) 0(0)

Leve/ moderada 17 (47,2) 19 (52,8) 9(32,1) 8 (29,6)

Volumosa 14 (38,9) 13 (36,1) 19 (67,9) 19(70,4)
Encefalopatia hepatica 0,04 1

Ausente 21(58,3) 28 (77,8) 27 (96,4) 25(96,2)

Grau lou ll 12 (33,3) 8(22,2) 1(3,6) 1(3,8)

Grau lll ou IV 3(8,3) 0(0) 0(0) 0(0)
Classificagao de Child-Pugh 0,03 0,64

A 0(0) 4(11,1) 0(0) 2(83)

B 17 (47,2) 24 (66,7) 23(85,2) 19(79,2)

C 19 (52,8) 8(22,2) 4 (14,8) 3(12,5)
Escore de Child Pugh 99+17 85+18 <0,01 84%15 8.1+14 0,36
Escore de MELD 21869 17.3+49 <001 138+38 14139 0,14
Escore CLIF-C OF 812 71 0,01 61 61 0,52
Escore CLIF-C AD* 55+ 12 48+9 0,09 53+ 18 50+6 1,0
Exames laboratoriais

Hemoglobina (g/dL) 97+21 9.7+2 094 105+18 107+1.8 0,43

Leucdcitos (x 109/L) 6,57 +444 44+19 <0,01 51+24 512 0,31

Albumina (g/dL) 3+06 33106 <001  33+06 32105 0,86

Bilirrubina total (mg/dL) 4,14 £36 34142 0,01 1,7+1,1 1.7+141 0,47

Creatinina (mg/dL) 167+111 12108 <0,01 1,205 12106 0,72

Proteina C Reativa (mg/dL) 77,6+61,0 13.7+122 <0,01 154+123 128%11 0,78

Dados expressos em média + desvio padrdo ou n (%)
* Aplicavel somente a pacientes com cirrose descompensada e sem critérios de ACLF (ACLF ausente)
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4.7 Efeito da infeccao nos testes convencionais da coagulagao

Durante a infecg&o bacteriana os valores do TP (41 + 12% vs 46 +
10%, p = 0,001), do INR (1,99 + 0,66 vs 1,71+0,39; p <0,01) e do TTPa
(37+7,0 s vs 34+7,0; p=0,031) indicaram hipocoagulabilidade mais intensa
guando comparados aos valores apos a resolucdo da infecgdo. A infecgao
ndo interferiu no grau de plaquetopenia (77 51,1 x10° vs 78%43; p=0,95).
No grupo ndo infectado, somente o TP apresentou diferenga significante
entre a inclusdo e a reavaliacéo (Tabela 8 e Figura 24).



Resultados 60

Tabela 8 - Comparacdo dos resultados dos testes convencionais da
coagulagédo entre a incluséo e a reavaliagdo dos pacientes de

cada grupo
Infectado (n=36) Nao Infectado (n=28)
p-valor B L p-valor
Incluséo Reavaliagao Incluséo Reavaliagédo
Plaqueta (x 103mm3) 77+ 51,1 784+429 095 102+533  962%308 040
TP(%) 41£12 46 £10 0001  58+16 54 £15 0,03
INR 199407  171+£039 <001 146+031  193+033 006
TTPa (seg) 377 34+7 0031  322%57 34+ 13 043

Os resultados foram expressos em média + desvio padréo.
RNI = razdo normalizada internacional; TP = tempo de protrombina; TTPa = tempo de trombina parcial

ativado.
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RNI = razdo normalizada internacional; TP = tempo de protrombina; TTPa = tempo de
trombina parcial ativado.

Figura 24 - Comparacdo dos testes convencionais da coagulagao entre a
inclusdo e a reavaliagcdo no grupo infectado e no grupo nao
infectado
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4.8 Efeito da infecgao na atividade heparinéide na tromboelastometria
— ROTEM: INTEM/HEPTEM

Durante a infecgdo o tempo de formacao inicial do coagulo (CT) foi
significativamente mais prolongado no INTEM (CTintem) que no ensaio com
adicdo de heparinase HEPTEM (CTueptem), sugerindo um efeito heparinoide
enddgeno durante a infeccao (CTintem 20047 s € CTheptem 177141 s, p =
0,004). Apds a resolucdo da infecgdo, este fenbmeno ndo foi mais
observado (CTintem 195.2+50.9 e CTheprem 196458, p = 0,75) (Figura 25 e
Tabela 9).

No grupo sem infecgdo ndo houve diferenga significante entre a
duracdo do CTintem € CTheptem Na inclusédo (CTintem 189+34seg e CTheptem
176+25seg;p=0,14) e na reavaliacdo (CTintem 202,8+62,3seg € CTHerteMm
189+41segq; p=0,51) (Figura 25 e Tabela 9).
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Figura 25 - Comparagéo entre os parametros do CTintem € CTHeptem na
inclusdo e na reavaliagao dos pacientes de cada grupo

Tabela 9 - Comparacdo entre os parametros do INTEM e HEPTEM na
inclusdo e na reavaliagdo em ambos 0s grupos

Inclusédo Reavaliagédo
p-valor p-valor
INTEM HEPTEM INTEM HEPTEM
Infectado (n=36)
CT 200 + 47 177+ 41 0,004 1952+50,9 196 +58 0,75
Sem Infecgédo (n=28)
CT 189 £34 176 £25 0,14 202,8+62,3 189+ 41 0,51

Dados expressos em média + desvio padrao
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Se considerarmos o critério diagnostico de efeito heparinoide aplicado
por outros autores no teste viscoelastico em pacientes com cirrose @' 42
identificamos efeito heparinoide no grupo infectado, embora a maioria
(86,1%) tenha apresentado duragdo do CTintem dentro do intervalo da
normalidade (Figura 25). Entretanto, se considerarmos o critério
preconizado no algoritmo terapéutico do ROTEM @ (intervalo CTintem >
240s e relagdo CTHeptem/CTinTEM<O0,8), somente um paciente do grupo
infectado (2,8%) teria efeito atribuivel a heparina no momento da inclusédo e
nenhum na reavaliagcédo (p=0.98). No grupo sem infecgdo, um paciente
(3,8%) na inclusdo e dois (7,4%) na reavaliacdo (p= 1,0) também

preencheriam este critério.

Em relacdo aos demais parametros, em ambos os grupos o angulo
alfa e o tempo de formagdo do coagulo (CFT) ndo exibiram diferenca
significante nos valores entre os ensaios do INTEM e do HEPTEM, na
inclusdo e na reavaliagao (Tabelas 10 e 11, Figura 26).
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Tabela 10 - Comparagcédo entre os demais parametros do INTEM e
HEPTEM na inclusédo e na reavaliagdo dos pacientes do grupo

infectado
Infectado (n=36)
Incluséo Reavaliagédo
INTEM HEPTEM P INTEM HEPTEM P
CFT(seg) 182+ 114 179,2+ 11,2 0,68 238+ 218 248 + 189 0,98
angulo alfa (°) 64 £ 11 64 +12 0,5 60+ 13 58,5+ 14,4 0,17
MCF (mm) 51+10 49 £ 11 0,58 45+ 11 43+10 0,03

Dados expressos em média + desvio padrao

Tabela 11 - Comparagcédo entre os demais parametros do INTEM e
HEPTEM na inclusédo e na reavaliagdo dos pacientes do grupo
sem infecgao

Sem Infecgédo (n=28)

Incluséo Reavaliagédo
INTEM HEPTEM P INTEM HEPTEM P
CFT(seg) 158+ 95 161,7£ 91,6 0,5 170 £ 92 175+ 103 0,11
angulo alfa (°) 65,9 + 10,1 66 +9,7 0,5 63,8+ 10 64 +10,3 08
MCF (mm) 50+ 13 48 £ 14 0,05 48+9 45+ 11 0,07

Dados expressos em média + desvio padréo
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Figura 26 - Comparagdo entre os demais parametros do INTEM e
HEPTEM na inclusédo e na reavaliagdo dos pacientes de cada
grupo
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49 Dosagem do Anti Xa

Conforme demonstrado na Tabela 12, em ambos os grupos nao
houve diferenga significante na taxa de detecgdo e nos niveis séricos

meédios de anti-Xa no momento da inclusdo ou na reavaliagao.

Tabela 12 - Comparacado dos resultados do Anti-Xa entre a incluséo e a
reavaliacdo de cada grupo

Infectado (n =36) Nao infectado (n=28)
p-valor p-valor
Incluséo Reavaliagao Inclusdo  Reavaliagio
AntiXa (Ul/ml) 0,006 £0,02 0,004 0,08 048 0,003+0,06 0,004 0,01 0,61
AntiXa >0,01 Ul/mL 5(15,6) 6 (17,6) 1,0 6 (24) 4 (16) 0,54

Dados expressos em média + desvio padrédo e n (%)
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410 Efeito dainfecg¢ao no teste de geracao de trombina

4.10.1 Efeito da infecgdo no ETP

Durante a infecgcdo, o ETP sem e com TM foram significantemente
maiores que apos a resolugao da infecgdo (ambos p < 0,01). A infecgdo ndo
interferiu nos valores meédios do ETPr (0,78+£0,15 vs 0,77 + 0,09, p=0,89).
(Tabela 13, Figura 27).

No grupo né&o infectado ndo houve diferenca em nenhum destes
parémetros entre a inclusdo e a reavaliacéo (Tabela 13, Figura 27).
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Figura 27 - Comparacéo dos valores entre a inclusdo e a reavaliagdo dos
pacientes em cada grupo dos parédmetros da geragao de
trombina. A) geragdo de trombina sem trombomodulina (ETP).
B) geracao de trombina com trombomodulina (ETP + TM) e C)
Razéo de ETP (ETPr)
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Tabela 13 - Comparagdo dos valores de geragdo de trombina entre a
inclusdo e a reavaliagdo dos pacientes em cada grupo

Infectado (n=36) Nao infectado (n=28)
Parametro do GT p valor p-valor
Inclusao Reavaliagéo Inclusao Reavaliagao
LT (min.)
¢/ ™ 53+22 46+19 0,004 58132 54+23 0,20
s/T™ 3409 32+09 0,09 3,717 39+16 0,09
Ttpico (min.)
¢/ ™ 76+27 6,719 0,02 8+33 76+24 0,21
s/ ™ 561 54+11 0,11 57106 6,2+18 0,12
Pico (nmollL)
¢/ ™™ 190,3 £ 66 180 + 45,2 0,32 2216+ 51,2 209,6 + 54,2 0,18
s/ ™ 205,7 £ 63,5 197,2 £ 49,6 0,29 246,9 + 50,7 229,9 + 56,4 0,02
ETP (nmol/L*min)
¢/ T™M 11454 +£360,7  958,1+2548 <001 12609+3464 118263259 0,09
s/ T™ 14805+ 4143  12347+2688 <001  1616,2+ 324 1550,3 + 338,1 0,10
razéo 0,78 +0,15 0,77 £ 0,09 0,89 0,78 40,13 0,76 £ 0,11 0,39

Dados expressos em média + desvio padrdo
GT: geragdo de trombina; ETP: potencial de trombina endégeno; TM: trombomodulina; LT: tempo de
laténcia; ttpico: tempo para o pico.
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4.10.2 Efeito da infeccao no estado de hipercoagulabilidade

Conforme demonstrado na Tabela 14, a infeccdo nao interferiu no
estado de hipercoagulabilidade dos pacientes com cirrose, pois, seja durante
a infecgdo ou apos a resolugao do quadro infeccioso, quase toda amostra
estudada apresentou resultados normais ou elevados dos parametros ETP
comTM e ETPr.

No grupo nao infectado, em ambos os momentos da avaliagéo, todos
(100%) os pacientes apresentaram ETP com TM e ETPr normal ou

hipercoagulavel (Tabela 14)

Tabela 14 - Comparacéao entre frequéncias na inclusao e na reavaliacédo de
pacientes com padroes de normalidade ou
hipercoagulabilidade na gerag&o de trombina

Infectado (n=36) Nao infectado (n=28)
Parametro de GT  |nclusso Reavaliagio ~ P-valor  |nclusio Reavaliagio  P-valor
n(%) n(%) n(%) n(%)
LT (min.)
¢/ T™™ 24 (66,7) 27 (75,0) 0,29 22 (81,5) 15 (55,6) 0,04
s/ TM 30 (83,3) 32 (88,9) 1 24 (88,9) 21(778) 0,65
Ttpico (min.)
¢/ T™™ 26 (72,2) 27 (75,0) 0,87 18 (66,7) 12 (44 4) 0,02
s/ T™ 34 (94,4) 34 (94,4) 1 26 (96,3) 24 (88,9) 0,06
Pico (nmol/L)
¢/ T™™ 31(86,1) 33(91,7) 0,44 28 (100) 26 (96,3)
s/ TM 9(25,0) 5(13,9) 0,04 16 (59,3) 10 (37,0) 0,04
ETP (nmol/L*min)
c/T™ 35(97,2) 35(97,2) 1 28 (100) 28 (100)
s/ T™ 26 (72,2) 19 (52,8) 0,03 24 (88,9) 24 (88,9) 1
razéo 35(97,2) 36 (100) - 28 (100) 27 (100)

Dados expressos em n (%)
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4.10.3 Efeito da infecgao dos demais parametros da GT

Durante a infecgdo o tempo de laténcia (LT) e tempo para o pico
(ttpico) de geragdo de trombina nos testes com e sem TM (Tabela 13,
Figura 28) foram significantemente maiores que apos a resolugdo da
infeccdo, mas a frequéncia de resultados normais ou hipercoagulaveis nao
se alterou (Tabela 14, Figura 28). A infecgdo n&o interferiu nos valores
médios do Pico (com e sem TM).

No grupo sem infecgcdo, houve diferenca entre a inclusédo e a
reavaliagdo somente nos valores do Pico, sem mudancga significante nos
demais parametros da geracdo de trombina e na frequéncia de resultados
normais ou hipercoagulaveis (Tabelas 11 e 12, Figura 28).
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Figura 28 - Comparagéo dos valores entre a inclusao e a reavaliagao dos
pacientes em cada grupo dos demais parametros da geragéo
de trombina. A) lag time (LT) B) tempo para o pico (ttpico) e C)

pico
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411 Efeito da infecg¢ao na atividade dos anticoagulantes naturais

4.11.1 Atividade da Proteina C

Durante a infecgao, a atividade da PC foi significativamente inferior a
observada apds a resolugéo da infecgao (30 £ 15 vs 38.1 £ 19.5, p <0,01)
(Figura 29). Entretanto, em ambos os momentos da avaliagdo, quase a
totalidade dos pacientes exibiu atividade da PC abaixo do valor da
normalidade (100% vs 91,2%, p=0,63).

No grupo néo infectado, ndo houve diferenga na atividade da PC
entre a inclus&o e reavaliagédo (50 £ 19 vs 44.2 £ 17.3, p=0,36) (Figura 29) e
a frequéncia de pacientes com reducéo da PC foi a mesma (92%) em ambos

0s momentos da avaliagao.

@ infectados @ nao infectados

Proteina C
150

p<0,01 p=0,36

100 ©)

©
g o

I= inclusdo, R= reavaliagao

Figura 29 - Comparagédo dos valores de PC entre a inclusédo e a
reavaliacdo dos pacientes em cada grupo
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411.2 Atividade da Antitrombina

A atividade da AT durante a infecgao foi significativamente inferior a
observada apos a resolugdo da infecgado (47.3 £ 19.6 vs 54.1 + 22.5, p=
0,005) (Figura 30) mas a frequéncia de pacientes com atividade abaixo da
normalidade foi semelhante (96,9% vs 88,2%, p=1,0)

No grupo néo infectado ndo houve diferenga na atividade da AT entre
a inclusao e reavaliagao (57.6 + 17.2 vs 52.5 + 16.1, p=0,41) (Figura 30) e,
também em ambos os momentos, a maioria da amostra exibiu atividade da
AT reduzida (84% vs 96%, p=1,0).

@ infectados @ nao infectados

AT Il (%)
150 —
p=0,005 p=0,41
100 ‘
® ‘ O
(@}
(@)
50 —
(Y ®
@
0 I | 1 |
| R R

I= inclusdo, R= reavaliacao

Figura 30 - Comparacédo dos valores da AT entre a inclusdo e a
reavaliacdo dos pacientes em cada grupo
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5 DISCUSSAO

O entendimento atual sobre a hemostasia na cirrose indica que a
geracéo de trombina encontra-se normal ou aumentada, quando comparada
a controles sadios. Esta situacdo decorre da redugcao desproporcional do
nivel dos anticoagulantes naturais em relacdo aos fatores procoagulantes,
gerando um fragil e instavel reequilibrio da hemostasia na cirrose, que

favorece uma tendéncia procoagulante na maior parte dos pacientes.

A infeccdo bacteriana, uma condicdo capaz de promover uma
coagulopatia complexa, constitui um dos principais fatores que podem
romper este reequilibrio da hemostasia na cirrose. A patogénese da
coagulopatia nas infecgbes esta relacionada ao incremento dos mecanismos
procoagulantes e a diminuigdo dos anticoagulantes naturais, podendo
clinicamente variar, desde doenga tromboembdlica a casos de coagulagéo
intravascular disseminada com a concomitancia de trombose e hemorragia
difusa. No paciente com cirrose, demonstrou-se que durante episédios de
infeccdo bacteriana aguda ha liberacdo endotelial de heparinoides
endogenos, cujo efeito ¢é demonstravel por métodos como
tromboelastografia (alargamento do parédmetro R). Tal evento seria
responsavel por manter o paciente funcionalmente anticoagulado, com
potenciais riscos de sangramento durante procedimentos invasivos
comumente realizados na assisténcia clinica. Entretanto, poucos dados
foram publicados em relagao a geragao de trombina durante infecgbes e, em
particular, se a liberagdo de heparinoides interfere na quantidade total de
trombina gerada a ponto de tornar o paciente realmente anticoagulado.

Neste estudo prospectivo e observacional, avaliamos o papel da
infecc&o bacteriana na coagulagao de pacientes com cirrose, especialmente,
seu efeito na geracdo de trombina e na liberagdo de heparinoides
endogenos. Para esta avaliagdo, foram utilizados, respectivamente, o teste
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da geragdo de trombina (GT) e os dois ensaios do tromboelastograma
(ROTEM) padronizados para avaliagao da presencga de heparina na amostra
(INTEM/HEPTEM). Pacientes com cirrose e infeccdo bacteriana ativa
tiveram amostras sanguineas coletadas em até 24 horas apos o inicio da
antibioticoterapia e, apds a resolugdo do quadro infeccioso e foram
comparados a um segundo grupo, composto por pacientes com cirrose
descompensada e ndo infectados, também avaliados em dois momentos.
Este é o primeiro estudo a utilizar conjuntamente estes dois testes globais
da coagulagao, o teste da GT e o ROTEM, para uma melhor compreenséo

da coagulagao em pacientes com cirrose e infec¢ao bacteriana.

Nosso estudo traz como contribuicdo principal o conhecimento que,
durante a infecgdo bacteriana, a quantidade de trombina gerada é
significativamente superior a observada, apds a resolugdo da infecgéo.
Entretanto, o reequilibrio da hemostasia, representado pela razdo do ETP
(ETPr), permaneceu inalterado. Isto porque, durante a infec¢do, o ETPr
manteve um padrdo de normo ou hipercoagulabilidade semelhante ao
observado apds a resolucdo da infecgdo. Demonstramos também que
durante a infecgédo bacteriana os achados nos ensaios do ROTEM sugerem
a presencga de um possivel efeito heparinoide enddégeno.

No presente estudo, durante a infec¢do ativa, a geragcéo de trombina
no ensaio com TM (ETP com TM) foi significantemente superior a observada
apo6s a resolugao da infeccdo. Entretanto, em ambas condi¢des clinicas a
porcentagem de individuos com geragado normal ou elevada de trombina foi
a mesma (97,2%). O ensaio com TM possibilita avaliar de maneira mais
fidedigna a participacdo das vias anticoagulantes, sobretudo a via da
proteina C e, portanto, o reequilibrio que leva a preservagao da geragao de

trombina (20.32),

Além disso, demonstramos que a atividade da proteina C durante a
infeccdo foi significativamente inferior a observada, apds a resolugdo do
quadro infeccioso. Tal achado esta em concordéncia com o aumento da

geracgéo de trombina observada durante os episddios infecciosos.
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No ensaio sem TM, a geragéo de trombina (ETP) durante a infecgao
também foi significativamente superior a observada apds a resolugdo do
quadro infeccioso. A porcentagem de pacientes com geragdo de trombina
normal ou elevada na infeccdo (72,2%) também foi significativamente
superior a reavaliacéo (52,8%) e, em ambos os momentos, esta frequéncia

foi inferior aquela observada no ensaio com TM (97,2%).

Diversos estudos (2. 62 112, 114) reglizados em pacientes com cirrose e
sem infecgdo ja haviam demonstrado que os resultados do teste com TM,
gquando comparados aos valores de referéncia em sadios, exibem um
padrdo procoagulante. Este achado deve-se a incapacidade do teste sem

TM revelar as deficiéncias nas vias anticoagulantes da cirrose.

Outro achado interessante no presente estudo é que a infeccdo nao
alterou os valores da razdo de geragdo de trombina (ETPr), que
permaneceram igualmente elevados durante e apos a resolugdo do quadro
infeccioso. Nestes dois momentos da avaliagdo do grupo infectado, quase a
totalidade dos pacientes apresentou um padrdao de ETPr normal ou
aumentado (respectivamente, 97,2% e 100%), quando comparados a
controles sadios. O ETPr representa o equilibrio entre a participagdo dos
sistemas anticoagulantes e procoagulantes na geragao da trombina, pois é
definido pela razdo entre a geragdo de trombina com e sem TM. Valores
aumentados de ETPr sugerem uma resisténcia a agdo da TM com tendéncia
protrombdtical’?®. A utilizagdo deste parametro para um melhor
entendimento do impacto das deficiéncias pro e anticoagulantes na
hemostasia em pacientes com cirrose foi inicialmente proposta por Tripodi et
al., em 2009 0, Neste trabalho pioneiro, os autores demonstraram valores
de ETPr significantemente maiores em um grupo de 134 cirréticos (0,80;
0,51-1,06) que no grupo controle com 132 individuos sadios (0,66; 0,17—
0,95). Pacientes com doenga hepatica mais avangada, representada pelo
escore de Child-Pugh C, apresentaram um padrao mais hipercoagulavel que
os demais pacientes (escores de Child-Pugh A e B). O padrdo de
hipercoagulabilidade nos pacientes com doenga hepatica avangada foi

comparavel ao encontrado em pacientes com deficiéncia congénita de
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proteina C. Os autores demonstraram ainda que o estado procoagulante
estava associado ndo s6 a deficiéncia dos anticoagulantes naturais proteina
C e antitrombina, mas também ao aumento consideravel do fator VIII, este
ultimo um potente fator procoagulante. A partir de entdo, a maioria dos
trabalhos que estudaram a geragdo de trombina na cirrose, incluiu o
parametro ETPr na analise dos resultados e, em todos eles, os valores
foram significantemente maiores na cirrose que nos controles sadios (2 0.
113, 114)  Em nosso estudo, ndo foram incluidos pacientes Chil-Pugh A, e
assim, ndao encontramos padrdes distintos de coagulabilidade entre os

escores de Child-Pugh B e C, em ambos os grupos estudados.

Os testes convencionais de coagulagdo no presente estudo foram
significativamente piores (hipocoagulaveis) durante a infecgdo que, apds a
resolugcdo do quadro infeccioso, em oposicdo ao padrdo de normo e
hipercoagulabidade observado com a geragédo de trombina, reforgcando que
estes testes convencionais nao reproduzem o real estado da hemostasia na

cirrose, um conceito ja estabelecido na literatura (64 124),

Em um estudo publicado recentemente por nosso grupo (199, cujo
objetivo principal foi avaliar o efeito da transfusdo de plasma fresco
congelado (PFC) na geracdo de trombina em pacientes com cirrose, 41,5%
(22 pacientes) da amostra foi representada por pacientes com infecgao.
Nesta pesquisa, em oposigdo aos achados do estudo atual, a analise de
covariancia revelou que a infecgdo nao foi um fator que interferiu na geragéo
de trombina, seja com ou sem TM. Entretanto, o critério para inclus&o no
estudo foi a necessidade de transfusdo de PFC, independentemente do
estagio infeccioso no qual o paciente se encontrava, e o intervalo entre o
inicio da antibioticoterapia e a inclusdo no estudo n&o foi uma variavel
considerada. Por isto, postulamos que a discordancia entre 0s Nnossos
resultados atuais e os publicados recentemente, possivelmente devam-se as
fases distintas da infeccdo em que os pacientes encontravam-se no
momento da inclusdo no outro estudo. Além disto, no estudo anterior nao foi
feita a dosagem de procoagulantes ou anticoagulantes naturais, como a
proteina C e antitrombina, o que limita a interpretacdo dos resultados.
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Entretanto, em concordancia com o citado estudo, observamos que a

infecc&do ndo interferiu na razdo de geragao de trombina (ETPr).

O agravamento da deficiéncia de proteina C durante a infec¢cdo na
cirrose, possivelmente, decorra de dois principais fatores: i) o primeiro deles
€ a reducao da sintese hepatica de proteinas. Este evento esta associado a
piora da disfuncdo hepatica em consequéncia do hipofluxo induzido pela
liberacdo de endotelina e aumento da resisténcia intra-hepatica durante a
infeccdo: ii) o segundo fator € a down-regulation da TM e seu receptor
endotelial em condi¢gdes de disfuncdo endotelial e endotoxemia, que levam a
reducdo da capacidade de ativar a proteina C, apesar do aumento da

trombina que, ao se ligar a trombomodulina, também ativa a proteina C (17 %*
113, 114)

Observamos ainda que os niveis de antitrombina, cujos valores ja
estavam reduzidos em condi¢des basais, tornaram-se menores durante a
infecgdo bacteriana. A semelhanca ao observado com a proteina C, este
achado possivelmente esteja relacionado a deterioragdo da fungéo hepatica

durante a infecgdo, mas também ao consumo durante a sepse (112 113),

De acordo com o conhecimento atual da coagulopatia da sepse,
independente da etiologia da doenga de base do paciente, nas fases
precoces existe uma tendéncia a hipercoagulabilidade que, em alguns
pacientes, pode evoluir para a sindrome da coagulagcédo intravascular
disseminada (CIVD) (125 126) A relevancia clinica deste conceito motivou em
passado n&o remoto o estudo sobre o beneficio do uso de anticoagulantes
sistémicos na sepse grave, como a proteina C ativada recombinante, a
antitrombina e a trombomodulina. Todavia, pacientes com cirrose,
considerados portadores de disturbios da hemostasia, foram excluidos dos

ensaios clinicos destas drogas (127: 128),

Estudos in vitro sobre as interagdes entre infeccdo e hemostasia
revelam tendéncia procoagulante, com maior expressao do fator tecidual,
elevacdo de substéncias antifibrinoliticas e redugdo de anticoagulantes
naturais (129, Entretanto, os trabalhos in vivo que utilizaram o teste da GT
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para avaliar a hemostasia nas fases precoces da sepse, em geral, em
estudos nado desenhados para pacientes com cirrose, falharam ao
demonstrar um estado de hipercoagulibilidade ou maior geragao trombina
(ETP) nesta condigao (126. 130-132) Qg resultados destes estudos devem ser
interpretados com cautela, pois os pacientes infectados ndo foram
submetidos ao ensaio com adi¢cado de TM, limitando a analise da participagao
das vias anticoagulantes na geragdo da trombina. Além disto, os resultados
destes estudos na sepse, em geral, ndo podem ser estendidos aos
pacientes com cirrose, ndo sO por se tratar de uma populagdo com
caracteristicas especiais pelos disturbios complexos da coagulagdo, mas
também porque alguns trabalhos listaram a doenga hepatica

avancgadal/cirrose entre os critérios de exclusao.

Em relagdo aos demais paradmetros do teste da GT no presente
estudo, durante a infecgdo os pacientes com cirrose tiveram um retardo no
inicio da coagulacéo, representado pelo aumento do tempo de laténcia (LT
com TM), e um tempo até o pico de trombina (representado pelo Ttpico com
TM) maiores que os observados apos a resolugédo do quadro infeccioso. Isso
sugere que o atraso no inicio da geragcdo de trombina ndo prejudicou a
quantidade total de trombina gerada, representada pelo ETP, que foi ainda
maior durante a infecgdo. Achados semelhantes haviam sido reportados em
pacientes com sepse, em geral, em pacientes com cirrose descompensada
e ACLF (avaliados apenas em seu estado basal) e mais recentemente,

publicado pelo nosso grupo, em pacientes com cirrose e choque (109 130, 133),

Fischer et al. (33 sugerem que o tempo de laténcia aumentado deva-
se a queda proporcional de ambos fatores pro e anticoagulantes, retardando
o inicio do processo de coagulagdo, mas gerando trombina normalmente em
um processo equilibrado, mas fragil. E mais provavel, porém, que o aumento
do tempo de laténcia deva-se ao decréscimo dos niveis dos fatores VIl (o de
menor meia vida) e V (unico de produgdo exclusiva hepatica), cenario,
frequentemente, observado na cirrose. Esta visdo esta fundamentada em
um trabalho que estudou minuciosamente o efeito dos fatores de coagulagao
no teste de geracdo da trombina, por meio da deplecédo seriada de cada
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fator de coagulacdo e dos anticoagulantes naturais. Este trabalho
demonstrou que o aumento no tempo de laténcia esta intimamente

relacionado ao decréscimo dos fatores VIl e V (134,

No presente estudo, a infeccdo ndo interferiu na magnitude da
plaquetopenia e, ainda que houvesse alguma interferéncia, a contagem de
plaquetas in vitro nao interfere nos resultados do teste da GT, pois
utilizamos plasma pobre em plaquetas (PPP). Entretanto, deve-se ressaltar
que in vivo as plaquetas s&do relevantes para a geragdo de quantidades
adequadas de trombina * ®), Em busca de uma melhor compreenséo sobre o
efeito da plaquetopenia na geragdo de trombina em pacientes com cirrose,
Tripodi et al. (') compararam a geragdo de trombina entre o ensaio realizado
com PPP e os ensaios com plasma rico em plaquetas (PRP). O estudo
demonstrou que, no ensaio com PPP e no com PRP ajustado para uma
contagem padrdo de 100 X 10° / L plaquetas, adquirido por meio da diluigdo
do PPP com plaquetas autdlogas, a geragédo de trombina nos pacientes com
cirrose nao diferiu significantemente dos controles sadios. Entretanto,
quando as plaquetas foram ajustadas para um valor correspondente a
contagem real no sangue total, os pacientes com cirrose geraram
significantemente menos trombina que os controles. Embora estes
resultados demonstrem que o grau de plaquetopenia interfere na quantidade
total de trombina gerada, o mesmo trabalho também acrescentou a
informagdo que uma contagem de plaquetas superior a 56 X 10°%/L é capaz
de promover uma geragdo de trombina adequada em cirroticos. Isto nos
sinaliza que os resultados in vitro do GT com plasma pobre em plaquetas
devam sem interpretados com cautela em pacientes com plaquetopenia
abaixo de 60 X 10%L, pois eles podem nado refletir o real estado da
hemostasia in vivo. Em nosso estudo, a contagem média e mediana das
plaquetas na incluséo e reavaliagdo de ambos os grupos estiveram acima
deste valor. Estes achados de Tripodi et al. (') sustentam também a
recomendacao dos protocolos internacionais de manter plaquetas acima de
50.000 antes de procedimentos invasivos em pacientes com cirrose 64 124),

Entretanto, este limiar estabelecido para a populacéo cirrética ainda merece
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mais estudos, pois ndo leva em consideracdo a maior capacidade de
agregacdo e ativagdo plaquetarias na cirrose 4. Adicionalmente, em um
trabalho também publicado por Tripodi et al. (3%, foi demonstrado que a
transfusao profilatica de plaquetas teve impacto modesto na plaquetopenia
(pré e pds-infusdo: 39 X 10°/ L vs. 52 X 10°/ L), sem efeito significante na
geracgéo de trombina.

No grupo com cirrose descompensada e sem infec¢cdo, quando
comparamos os resultados no momento da inclusdo e na reavaliagdo, n&o
foi observada diferenga na quantidade de trombina gerada com ou sem TM,
no ETPr, na atividade de proteina C e antitrombina, bem como nos testes
convencionais da coagulacdo (INR, TTPa e plaquetas). Neste grupo, em
ambos 0os momentos da avaliacdo, todos os pacientes apresentaram valores
de geragdo de trombina com TM e ETPr normais ou hipercoagulaveis,
gquando comparados aos valores de referéncia em sadios. Estes achados
estdo em concordancia com o padrdo descrito nos principais estudos que

avaliaram a geragdo de trombina em cirréticos ndo infectados (20: 32 62, 63, 109-
111)

Quando analisados em conjunto, os resultados do teste de GT em
nosso estudo acrescentam um novo paradigma sobre a coagulagdo em
pacientes com cirrose: durante a infecgao bacteriana, a quantidade total de
trombina gerada (ETP sem e com TM) € significativamente superior a
observada, apos a resolugao do quadro infeccioso, mas o equilibrio final da
coagulagao, representado pela ETPr, persiste inalterado, com um padrao de
normo ou hipercoagulabilidade preservado. Demonstramos também que a
infeccdo bacteriana esta associada a um agravamento na deficiéncia dos
fatores anticogulantes naturais na cirrose, notadamente, a proteina C e
antitrombina. Embora ndo tenhamos dosado os fatores procoagulantes
individualmente, com isso, postulamos que, possivelmente, coexista um
agravamento proporcional na deficiéncia dos fatores procoagulantes,
evidenciados pela queda de TP e TTPa, e este fenbmeno permitiria a
manutengdo do reequilibrio da coagulagdo, com uma tendéncia

procoagulante idéntica a observada na cirrose sem infecgao.
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Em relagdo aos resultados do ROTEM (INTEM/HEPTEM), este é o
primeiro estudo a utiliza-lo para investigar o efeito heparinoide endégeno em
pacientes com cirrose. Nos demais estudos que avaliaram a presenca deste
efeito em pacientes com cirrose, seja durante a infeccao “' 92 na
hemorragia digestiva alta varicosa % '3¢) ou ainda no transplante hepatico
(95-97)  foi utilizado o TEG (TEG-Nat/TEG-Hep). Nestas pesquisas, as
definicbes de efeito heparinoide endégeno ndo sdo homogéneas, mas, de
modo geral, foram considerados presentes quando encontradas diferengas
significativas nos parametros iniciais da tromboelastografia entre o TEG-
Nat/TEG-Hep. Por isto, aplicamos este mesmo critério as nossas avaliagdes
iniciais do parametro CT, ao compararmos o INTEM/HEPTEM.- Nas analises,
identificamos a presenca de efeito heparinoide nos cirrdticos infectados
caracterizada por valores de CTintem significativamente maiores que o
CTrepTem. Este efeito nao foi mais observado apds a resolugéo da infecgéo e

também nao foi encontrado no grupo néo infectado.

Quando aplicamos o critério diagnostico de heparina / heparinoides na
amostra estabelecido pelo fabricante da ROTEM (® e utilizado algoritmo
Essener Runde ('3") definido como um prejuizo no tempo de coagulagdo
inicial no INTEM (CTntem > 240s), associado a uma melhora deste parametro
no teste com heparinase (CTintem > CTheptem), @ maioria (86,1%) dos
pacientes infectados n&o exibiu sequer prejuizo na formagéo da fibrina inicial
(CTintem > 240s). E importante ressaltar que o algoritmo de Essener Runde
(137) foi elaborado objetivando auxiliar o manejo do sangramento ativo ou da
coagulopatia clinicamente relevante, e ndo para a detecgdo subclinica de
heparinoides enddgenos. Por outro lado, alguns protocolos sobre o tratamento
na coagulopatia induzida pelo trauma, condicdo também comumente
associada a liberagcédo de heparinoides endogenos, consideram a presenga de
heparinoides enddégenos na amostra mesmo quando ha alteragdes ténues no

ensaio, como um CTintem > CT neptem isoladamente (74 138),

Ainda no presente estudo, considerando-se as demais variaveis na
curva inicial do INTEM (CFTintem, angulo alfaintem), @ maioria dos pacientes
infectados exibiu prejuizo na formagdo do coagulo, que nao pdde ser
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atribuivel a um possivel efeito heparinoide enddgeno, pois ndo houve
diferenga significativa no ensaio com heparinase (HEPTEM). Estes
resultados sao distintos daqueles que investigaram o efeito heparinoide na
cirrose em diversas condigdes, utilizando o TEG-Nativo e TEG-Hep (42 9. 99),
0s quais encontraram agéao significativa da heparinase ndo sé no parametro
inicial r na curva do ensaio, mas também nos parametros k, angulo alfa e
MA, que correspondem, respectivamente, ao CFT, angulo alfa e MCF no
ROTEM. Conclusdes a respeito dos resultados do MCF n&o podem ser
feitas, pois em 44% dos pacientes do grupo infectado e 50% do grupo nao
infectado, o ensaio foi interrompido antes de obtermos os resultados deste
parametro, uma vez que nosso intento foi analisar a fase plasmatica do

teste.

Postulamos que os achados mais ténues em nosso estudo, quando
comparados aos resultados das pesquisas que utilizaram o TEG-Nat/TEG-
Hep, devam-se a limitagées nos dois ensaios do ROTEM preconizados para o
diagnostico de heparinoides na amostra (INTEM/HEPTEM). No ensaio do
INTEM/HEPTEM, utiliza-se o acido elagico, um ativador da via de contato
(ativacao pelos fatores Xll, XI, IX, VIII, X e V), ndo utilizado no TEG-Nat/TEG-
Hep que, na pratica clinica, possui a vantagem de permitir a obtengdo de
resultados mais imediatos para a tomada de decisbes terapéuticas. Isto
possui utilidade importante em situagbes criticas como sangramentos
macigos, porém, no ambito da pesquisa, o uso de ativadores da coagulagéo
nos testes viscoeleaticos pode comprometer a sensibilidade do método para o
diagndstico de fendmenos subclinicos (3% 140 Desta forma, consideramos
que limitagcbes relacionadas ao método utilizado em nosso estudo seja um
dos fatores contribuintes para algumas diferengas entre nossos resultados e
pesquisas que utilizaram o TEG-Nat/TEG-Hep.

Adicionalmente, suscitamos a hipotese que o ensaio do ROTEM sem a
adigdo de ativadores da coagulacdo, denominado NATEM, associado ao
NATEM modificado com heparinase, em analogia ao TEG-Nat e TEG-Hep,
seria mais sensivel a detecgéo do efeito heparinoide endoégeno. Esta hipotese

foi fundamentada em um caso recentemente relatado de paciente nao
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cirrético com infecgdo fungica (murcomicose) e sangramento ativo grave, cujo
efeito heparinoide endoégeno foi demonstrado nos ensaios do NATEM (sem e
com adigdo de heparinase), mas ndo pelos ensaios do INTEM /HEPTEM (141,
Propomos que pesquisas futuras elucidem se estes seriam os ensaios do
ROTEM de escolha para a detecgdo do efeito heparinoides endégenos em

pacientes com cirrose.

Dois estudos que avaliaram conjuntamente o ROTEM e o teste de
GT com plasma pobre em plaguetas em cirréticos ndo infectados
identificaram, assim como o nosso, padrdes de hipercoagulabilidade no teste
da GT que parecem contrapor o predominio de hipocoagulabilidade
observado no ROTEM (142 143)  Entretanto, tais resultados entre os padrbes
de coagulabilidade nos exames ndo devem ser interpretados como
discordantes. Isto porque o parametro do ROTEM que melhor se
correlaciona com o teste da GT € o CT, por representar a fase plasmatica da
formacao inicial do coagulo, sem a participagado dos elementos celulares. No
presente estudo, bem como naqueles que avaliaram conjuntamente o
ROTEM e teste de GT, este foi o parametro no ROTEM que se manteve
dentro da normalidade na maioria dos pacientes com cirrose incluidos nesta

pesquisa.

Até o presente momento, ndo identificamos estudos desenhados
especificamente para avaliar o ROTEM em cirréticos infectados. Os dados
mais recentes que obtivemos em pacientes com cirrose e infecgdo advém de
um estudo prospectivo publicado por Blasi et al.('**) que avaliou as
caracteristicas do ROTEM em pacientes com cirrose ACLF (n = 36). Neste
trabalho, a infec¢do bacteriana foi o principal fator precipitante do ACLF,
presente em 36% dos pacientes. Os autores encontraram um predominio de
hipocoagulabilidade no CTintem € nos demais parametros do ROTEM, mas a
infeccdo n&o esteve associada a piora do ROTEM, em concordancia com
nossos achados. Os resultados numeéricos do subgrupo infectado ndo foram
apresentados separadamente. O CTntem representou o unico parédmetro que
diferiu significantemente nos pacientes que sangraram e representou um

preditor independente de mortalidade em 28 dias, assim como o MELD. A
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auséncia da avaliagdo da geracao de trombina nos limita a concluir se as
alteragdes no CTintem estariam associadas a algum prejuizo na geragéo de

trombina.

No presente estudo, a mortalidade no grupo infectado foi elevada
(37%) e a maioria dos obitos ocorreu durante a internagdo hospitalar, por
causas relacionadas a complicacbes da sepse. Embora os dados na
literatura sejam heterogéneos, a mortalidade infecciosa estimada na cirrose
semelhante a nossa também foi descrita: 30% apds o primeiro més,
podendo alcangar 63% apos o primeiro ano de seguimento (5. No grupo
nao infectado, a taxa de perdas por 6bito ou transplante também foi acima
do esperado. Esta evolugéo, possivelmente, deva-se a gravidade da cirrose
neste grupo, composto por pacientes com escores de descompensagao da
cirrose (Child Pugh e MELD) elevados, ainda que inferiores ao grupo
infectado. Além disto, quase totalidade (97,3%) do grupo nao infectado foi
representada por pacientes com ascite, sendo a maioria deles portadores de

ascite volumosa ou refrataria.

As caracteristicas infecciosas de nossa amostra também estdo em
concordancia com os dados disponiveis, pois 0s principais sitios infecciosos
encontrados foram a PBE, seguida de infeccdo do trato urinario e
respiratério (146) e a bactéria mais frequente isolada foi a Escherichia coli.
Historicamente, os principais agentes isolados na PBE sdo as bactérias
gram-negativas, notadamente, a Escherichia coli e Klebsiella spp, embora
nas ultimas décadas tenha havido um aumento crescente na prevaléncia de

bactérias gram-positivas. (147),

As limitagdes deste estudo devem ser discutidas. A liberacdo de
citocinas inflamatdrias na infecgdo tem papel central no agravamento da
disfungéo hepatica, de modo que infec¢gao e agravamento da cirrose tornam-
se condi¢des quase indissociaveis. Por isto, ndo € possivel afirmar se os
resultados encontrados devem-se propriamente a infecgdo ou a disfungao

hepatica induzida pela infecgdo. No grupo infectado, ndo havia pacientes
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com escore de Child Pugh A, o que limita afirmarmos se nossos resultados

sdo extensivos a esta populagéo.

A translocacédo de bactérias intestinais e as infecgbes subclinicas
sdo0 eventos frequentes nos pacientes com cirrose avancgada (48). Um rasteio
infeccioso completo no grupo n&o infectado, ndo realizado no presente
estudo, limitou considerarmos nosso segundo grupo como controle para
analise comparativa com o grupo infectado. Por isto, os pacientes de cada

grupo foram reavaliados horizontalmente, sendo seus proprios controles.

O teste da GT, realizado com plasma pobre em plaquetas, nao
reflete a contribuicdo das plaquetas e outras células, como mondcitos
(expressam fatores teciduais), na geragdo da trombina. A decisdo em usar
plasma pobre em plaquetas baseia-se em alguns aspectos: a) os pacientes
foram seus préprios controles e o objetivo principal da analise era a
mudanga na geragdo de trombina; b) pacientes com cirrose apresentam
valores muito variaveis de plaquetopenia, o que poderia resultar em uma
amostra ndo homogénea para a analise inicial; b) a infecgdo poderia
interferir no grau de plaquetopenia, dificultando a interpretacdo dos
resultados de modo paredo (incluséo vs reavaliagao); c) o resultado do teste
de GT foi comparado ao efeito heparinoide no intervalo CT dos ensaios
INTEM/HEPTEM, parametro que representa a fase plasmatica inicial da
formagdo do coagulo, sem a participagdo das plaquetas e d) facilidade
logistica, uma vez que as amostras podem ser congeladas, diferente do que

ocorreria com o plasma rico em plaquetas.

Ndo realizamos a dosagem especifica de nenhum fator
procoagulante, e isto nos impede afirmar que a maior quantidade de
trombina gerada durante a infecgdo deva-se essencialmente a redugado mais
acentuada dos fatores anticoagulantes (proteina C e antitrombina) associada
a uma redugdo menos proeminente dos fatores anticoagulantes, ou se
coexiste o aumento de fatores procoagulantes, como o fator VIII, que

habitualmente, encontra-se aumentado nos pacientes com cirrose 0,
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O ROTEM é realizado sem TM e nao existe padronizagcdo para
realiza-lo com TM. Por isto, ndo podemos concluir se, em analogia ao
observado no teste de GT, a adigdo de TM ao ensaio do ROTEM promoveria
resultados distintos aos encontrados, quando comparados aos valores de
referéncia em sadios. N&o houve oportunidade de caracterizar
bioquimicamente os heparinoides enddgenos e este fato limitou a

compreensao sobre sua relacdo com os resultados do ROTEM e do anti-Xa.

A principal aplicabilidade clinica de nosso estudo é sinalizar sobre a
necessidade de estudos que contribuam para a criagdo de protocolos
transfusionais mais restritvos e seguros em cirroticos infectados. A
transfusdo profilatica indiscriminada de fatores plasmaticos de coagulagéo
ou PFC nos cirréticos infectados, frequentemente, internados e submetidos
a procedimentos invasivos, baseada meramente nos testes convencionais
de coagulacgdo, além dos altos custos e do risco inerente a saude, pode
aumentar o estado de hipercoagulabilidade ou até piorar a geragdo de
trombina (199, 3 medida que estes hemocomponentes também ofertam
fatores anticoagulantes. Traduzir as evidéncias laboratoriais aqui
apresentadas em resultados clinicos significativos € o novo desafio. Nossos
resultados alinham-se com as recomendacbes atuais de profilaxia para
tromboembolismo venoso em cirréticos internados por infecgado bacteriana,
que preconizam que pacientes com cirrose internados, que n&o estejam com
sangramento ativo ou admitidos por sangramento, recebam profilaxia para
tromboembolismo venoso ®4. Apesar desta recomendacdo formal e da
elevada incidéncia de eventos tromboembdlicos na cirrose , a disfungao
hepatica persiste, como uma das principais contraindicacbes a profilaxia

farmacoldgica em pacientes nao cirdrgicos internados (149-151),

Em sintese, demonstramos neste estudo que em pacientes com
cirrose e infeccdo bacteriana e evidéncias de acao de heparinoides
endogenos, a quantidade total de trombina gerada € maior que a observada
na auséncia de quadro infeccioso e esteve associada a um agravamento na
deficiéncia de proteina C e antitrombina. Mesmo durante a infec¢do, os
pacientes com cirrose preservam a capacidade de gerar trombina. Por tratar-



Discussao 90

se de um novo reequilibrio da hemostasia, ainda mais ténue que o descrito
na auséncia de infecgdo, sugerimos que a “Teoria das margens estreitas”
sobre a hemostasia na cirrose 20 3234 durante a infecgédo bacteriana seja
substituida pela “Teoria das margens ainda mais estreitas”, indicando que o
sistema hemostatico é capaz de reduzir ainda mais a ag¢ao dos
anticoagulantes naturais de modo a preservar a geragdo de trombina, a
despeito da presenga de heparinoides enddégenos. A hemostasia seria entdo

mantida em um liminar ainda mais baixo.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados do presente estudo, podemos concluir que:

1)

Durante a infecgdo bacteriana em pacientes com cirrose, a
quantidade total de trombina gerada foi superior a observada

apos a resolucéo da infeccéo;

A maior geracdo de trombina durante a infeccdo esteve
associada a um agravamento na deficiéncia da atividade de

proteina C e da antitrombina;

Entretanto, o reequilibrio final entre as vias anticoagulantes e
procoagulantes, representado pela razdo ETP (com / sem TM),
persistiu igualmente elevado durante a infeccdo e apos a

resolugao da infecgcao na cirrose;

Todos os parametros de geragcdo de trombina corrigidos pela
trombomodulina na cirrose apresentaram predominantemente
valores normais ou hipercoagulaveis, seja durante a infecgdo ou
apds sua resolucdo, considerando como normalidade mais ou
menos um desvio padrdo da média da populacdo de individuos

saudaveis;

Os testes de coagulagdo convencionais (RNI, TP e TTPa) n&o
traduzem a quantidade de trombina gerada em pacientes com
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cirrose e apresentaram um padrdo significantemente mais

hipocoagulavel durante a infecgéo;

Durante a infecgdo, foi observado um efeito heparinoide,
representado por valores de CTintem significativamente maiores
que o CTuertEM , mas ele nao foi capaz de prejudicar a geragéao

de trombina;
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8 ANEXO

ANEXO A
PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO PARA COLETA, PROCESSAMENTO

E ENVIO DAS AMOSTRAS DE SANGUE

PROTOCOLO DE PESQUISA - COLETA DE SANGUE VENOSO

MATERIAL NECESSARIO

1 - Tubos

04 tubos de citrato de sédio

e — o
¥OC 342 Y0C 342
00C 342 00C 342

g gL

‘];—;- ‘!;—;- r—» 'r‘-—»
ROTEM TP E TTPA, Geragao
de trombina
2 - Agulha
- Scalp 21 ou 23 ou - Agulha 21 ou 23 com canhao para coleta a vacuo

&) i
4 - Alcool 70% 5 - Algodéo

3 - Garrote de fita
—~ v

A
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TECNICA DE COLETA

1. O garroteamento do brago do paciente pode permanecer no maximo 1 minuto

2. Sequéncia de tubos para coleta: Primeiro os tubos de tampa azul

3. Se a veia do paciente for de dificil acesso, o 1° tubo deve ser descartado e
substituido por outro ainda n&o identificado e, logo apds a coleta, identifica-lo.

4. A coleta deve ser rapida e os tubos devem ser preenchidos na marca indicada

pelo fabricante
NEM ABAIXO NEM ACIMA

5. Homogeneizar delicadamente os tubos imediatamente apos a coleta, sem a
formacao de espuma e bolhas (por inversao):

o

00C 342 \
¥0C 3432

I

L)
\/\

o ¢ . 5 vezes o0 mesmo procedimento
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REALIZAGAO DO ROTEM

) Tromboelastograma (ROTEM) é o unico teste em que nao exige
rocessamento.

D
1tubo azul = - destinado & realizacédo do ROTEM (In-tem e Hep-tem)
\OTEM deve ser realizado no sangue total em até 2 horas apds a coleta

. curva deve durar no minimo 30 minutos.

ROTEM?® delta

Freparanen aTem Screenshot i m ey Que
' 3| e oo
_ MR =
= H = ST 133337 w7 002934
Sample | > | T 72 s [0034 — 015%] =
- 76+ (0043 — com3) |
Patient n une ] Are 65 men (0043 — c0es)
A0 & men (0030 — ©071) ———
Commen t [ss1oemo =1 | |mcs © men [00%50 — 0072]
Iﬂ I I ML - oS e
= s = =
1 1 | ———— —_—— —
Reset ciata I <opy I Pante I TEM wew Print Stop channel 1

=W - s ".
- . -
- o -
2 - .
- p -
- - -
= = - - T - = = = - - = = = - = = = = = - -~
2 WM Demo 2 Mi Demo |2 Mi Demo |2 Mit Demo
ST 133337 RT.  ooxass |sr 133251 RY. ooxa2o | sr 133547 ®r o027 |sm - RY —
< © s [0e38 —0073] | c7 1223 [0100 — 0280} (=5 95 (= -
T 72 s (0034 — 0155) CFT: 48 3 (0030 — 0110) CFT: %1 s CFT. -
= 76 = (0083 —co8d] | o 20 [0070 —0083] | o 76 - o —
Ao & mm (0083 — 0065) Ar0: 6 mm  [0033— 006} 24 ] ] —
—
I 2008.0323T1803:11 | User admuen] Channel status ok | Yemperanee 3707c | 1] 2] 2] 2] pec |l

Exemplo: Maria de Jesus dos Santos.
Paciente numero 38 no RedCap
Coleta "antes "

Patient ID: MJS

Sample ID: REDCAP_38 ANTES
Last name: SANTOS

First name: MARIA
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star-tem®

CaCl2 utilizado para recalcificar extem e intem.

Estabilidade : 8 dias. oty
= .-
T e /
in-tem®
No INTEM, a coagulagdo é ativada através da fase de =

contacto (comonaaPTT e TCA). O
INTEM é portanto sensivel para deficiéncias de fator do
sisterna intrinseco (por exemplo
FVIIl) e para a presenca de heparina na amostra
Estabilidade: 8 dias.

hep-tem®*

No HEPTEM, a coagulacdo é ativada como no INTEM. A

adicdo de heparinase no \:v--
reagente, degrada heparina presente na amostra e -
portanto, permite a andlise Rotem * B 8 ™2
em amostras heparinizados. .

Estabilidade: 30 dias .

Botdes para desprezar a pipeta

Botdo para pipetagem automdtica
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03 tubos azuis = = =
02 destinado ao coagulograma (TP, TTPa), dosagem do anti Xa, PC e PS
01 destinado ao teste do potencial geragao de trombina

1. Centrifugacgao para a obtengao do Plasma Pobre em Plaquetas (PPP):

Os dois tubos de sangue citratado devem ser centrifugados a 3000 rpm por 20
minutos a temperatura de 18°C (centrifuga refrigerada)

N

. Separacgao de plasma:

e Com o auxilio de uma pipeta de transferéncia plastica retirar um volume de
plasma sem a contaminagéo de plaquetas, leucécitos e hemacias (ver a figura
1)

e |dentificar 03 tubos cénicos plasticos (tubos eppendorf)

e Transferir o plasma coletado (+ 1,5 mL) nas condigdes descritas acima para 03
tubos coénicos plasticos com tampa de 2 mL

Figura 1 - Processamento das 02 amostras sangue citratado (tubo azul):

Orientagoes para o )
plasma citratado Pipetas
(azuis) plasticas
e St

4000rpm/18°C/20 mijn

3 tubos Dara estoque

Recolhero plasma I

sem contaminacao
comas células

a1
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OBSERVAGOES

TODOS TUBOS EPPENDORF DEVEM ESTAR DEVIDAMENTE IDENTIFICADOS:

As identificagbes devem ser feitas por caneta especifica para tubo de criopreservacgéao (tipo
marcador permanente)

1. Numero do paciente no RedCap
2. Iniciais do nome do paciente;
3. ldentificagdo do tipo de teste realizado.

4. Momento de coleta e seguido pela data A - antes do tratamento da infecgao
D - apoés tratamento da infecgao
Exemplo de identificagdo de amostra:

Na tampa: Plasmas Citratados
A

SRR

CONGELAR EM NITROGENIO LiQUIDO E MANTE-LOS A -80°C ATE A REALIZACAO DOS
TESTES

NAO ESQUECER DE PROTOCOLAR O PACIENTE NO CADERNO AZUL
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ANEXO B

HOSPITAL DAS CLIiNICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE
SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS SOBRE A PESQUISA

1- TiTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: POTENCIAL DE GERAGAO DE TROMBINA E EFEITO DOS
HEPARINOIDES ENDOGENOS EM PACIENTES COM CIRROSE ANTES E APOS O TRATAMENTO DA INFECGAO.

PESQUISADOR PRINCIPAL: ALBERTO QUEIROZ FARIAS

CARGO/FUNGCAO: Professor-Associado. INSCRICAO CONSELHO REGIONAL Ne° 68.791

DEPARTAMENTO/ INSTITUTO: Servigo de Gastroenterologia e Hepatologia Clinica do Hospital das Clinicas da FMUSP

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO -

HCFMUSP

1- Convite a participagao do estudo

Convidamos o(a) Sr(a) para participar desta pesquisa, a qual pretende avaliar se a infecgdo no
paciente com cirrose promove alguma interferéncia na coagulagdao do sangue. Através do sistema de
coagulagdo do sangue, o organismo controla os riscos de sangramentos e tromboses, e através do estudo

investigaremos se a infecgao interfere no funcionamento destes sistemas.

2- Justificativa e objetivos do estudo

Essas informagdes sdo fornecidas para sua participagdo voluntaria neste estudo, que tem como
objetivo avaliar se pacientes como o (a) senhor (a), que apresentam cirrose, mantém preservada a sua
capacidade de coagular o sangue normalmente durante a infecgdo e na auséncia de infecgdo. Os diversos
tipos de infecgdes (infecgao urinaria, infecgdo da pele, pneumonia, infecgdo da corrente sanguinea ou a

peritonite bacteriana espontanea, que € a infeccdao do liquido da barriga) geralmente interferem na
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coagulagao do sangue, e isso pode aumentar os riscos de complicagdes ou sangramentos no paciente com
cirrose. Por isto, torna-se importante estudar melhor esta condicdo para identificar quais os disturbios na
coagulacao causados pela infecgéo e planejar o seu tratamento.

O objetivo deste estudo ¢ avaliar os efeitos da infecgdo sobre o sistema de coagulagdo em pacientes
com cirrose. Se o (a) senhor (a) tem cirrose mas nao esta com infecgdo, nés também te convidamos a
participar do estudo, pois queremos comparar a sua coagulagdo com a coagulacdo dos pacientes com
cirrose e infecgdo. Para isto, pedimos a sua autorizacdo para consultar o seu prontuario médico e para

colheremos um pouco de sangue em dois momentos diferentes, como explicaremos a seguir.

Procedimentos que serao realizados na pesquisa e métodos que serdao empregados

Os procedimentos rotineiros indicados pelo seu préprio médico, como o tratamento da infecgéo
com antibdioticos, a escolha do tipo e tempo de antibidtico, a indicacdo de realizacdo de paracentese
(retirada do liquido acumulado na barriga) e/ou de outros tratamentos auxiliares, ndo sofrerdo
interferéncia da pesquisa. A decisdo de realizar estes procedimentos sera tomada pelo seu médico e

eles serdo realizados pelo seu médico independente da sua participagao no estudo.

Os procedimentos relacionados a pesquisa sao:

a) Entrevista para preencher questionarios: duragéo de cerca de 10 minutos, visando obter dados sobre
sua doenca e medicagdes que utiliza.

b) Coleta de sangue de uma veia do brago: com a finalidade de dosar substdncias que mostram
alteragbes da coagulagéo por causa da cirrose e da infecgdo. A coleta do sangue sera feita em dois
momentos diferentes: 1) se o (a) senhor (a) tem infecgéo, a primeira coleta de sangue sera feita em até
24h ap6s o seu médico iniciar o antibiético para tratar a infecgdo, e a segunda coleta de sangue sera
realizada, no minimo, 1 semana apos a resolugao da infecgéo; 2) se o (a) senhor (a) tem cirrose mas nao
tem infegdo, a primeira coleta de sangue sera no dia em que vocé concordar em participar do exame, e
a segunda coleta de sangue sera realizada, no minimo, apds 1 semana da coleta inicial. Serao retirados
20mL de sangue em cada uma das duas coletas. A segunda coleta &€ importante, pois os resultados dos
testes realizados com a amostra da segunda coleta de sangue serdo comparados com os resultados dos
testes da primeira coleta de sangue. A segunda coleta de sangue podera ser realizada durante a sua
consulta de retorno ao Hospital das Clinicas ou em data que julgar mais conveniente.

c) Consulta ao seu prontuario médico: Solicitamos sua autorizagdo para consultar as informagdes que
estdo em seu prontuario e os resultados de seus exames disponiveis no sistema do hospital.

Explicitacdo de possiveis desconfortos e riscos decorrentes da participagao na pesquisa

Em relacdo aos procedimentos do estudo, os desconfortos e os riscos de coleta de sangue séo
minimos, como pequenos hematomas, manchas roxas e ardéncia local. Nao é necessario jejum para colher
0S exames.

A eficacia do tratamento da infecgdo, indicado pelo seu médico, dependera do local da infecgéo, do
tipo de bactéria causadora da infeccdo e das condi¢des clinicas do paciente. O tratamento costuma ser

eficiente em muitos casos, porém alguns pacientes podem evoluir com piora clinica devido a prépria
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infecgdo, como comprometimento do funcionamento dos rins, necessitando de tratamento em regime de

internagdo prolongada no hospital.

Beneficios esperados para o participante

Caso o estudo contribua para o melhor entendimento dos problemas de coagulagdo que acontecem
em pessoas com cirrose, talvez, no futuro préximo, outros pacientes ou talvez até mesmo o (a) Sr (a), que
venham a apresentar infecgdes, sejam poupados de receber desnecessariamente transfusdo de sangue para
prevenir sangramentos. O estudo também podera auxiliar o médico a identificar quais os pacientes tém maior
risco de sangramentos ou tromboses durante a infecgdo e a planejar medidas preventivas de forma mais

precoce, antes de ocorrerem complicacoes.

Esclarecimento sobre a forma de acompanhamento e assisténcia a que terao direito os participantes
da pesquisa
Esta asseguro o direito do paciente de manter-se atualizado sobre os resultados da pesquisa que ja

sejam do conhecimento dos pesquisadores na data solicitagdo. O principal investigador € o Prof. Dr. Alberto
Queiroz Farias. O Prof. Dr. Alberto Queiroz Farias pode ser encontrado no Servigo de Gastroenterologia
Clinica. Instituto Central, 9 andar, sala 9117. Av. Dr Enéas de Carvalho Aguiar 255, Sdo Paulo. Telefone(s)
2661-3338/ 2661-3339. Se o(a) Sr (a) tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar —
telefone: 2661-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20. FAX: 2661-6442 ramal 26 - E-mail:
cappesqg.adm@hc.fm.usp.br. A pesquisa ndo trara qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na
instituicéo e fica garantido ao paciente que desistir de participar da pesquisa, o direito de ser tratado como os

demais pacientes assistidos na instituicao.

E garantida a plena liberdade ao participante de recusar-se a participar ou retirar o seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa sem penalizagdo alguma, de sigilo e privacidade.

Garantia de que o participante recebera uma via do termo de consentimento

O (a) senhor (a) recebera uma via do termo de consentimento livre e esclarecido, devidamente
rubricada pelo pesquisador. Em qualquer etapa do estudo, o (a) senhor (a) tera acesso aos profissionais

responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas

Explicitacdo das garantias de ressarcimento por despesas decorrentes da pesquisa e garantia de
indenizagdo por eventuais danos decorrentes da pesquisa

Nado ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo. Também nio ha
compensagao financeira relacionada a sua participagdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera paga

pelo orcamento da pesquisa. Fica assegurado ao paciente demandar por indenizagao por eventuais danos a
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saude decorrentes da pesquisa, conforme as leis do pais. Os pesquisadores comprometem-se a tratar na

instituicdo eventuais complicagdes ou desconfortos decorrentes da participagao na pesquisa.

10- Armazenamento de amostras em biorrepositorio

O material biolégico (amostra de sangue) obtido para esta pesquisa sera armazenado de acordo com
a resolugdo 441/2011. A amostra de sangue congelada sera usada somente para eventuais repeticdes das
dosagens no presente estudo, evitando-se novas coletas. Em caso de uso futuro do material armazenado,
sera pedido novo consentimento. Qualquer nova pesquisa apenas sera realizada com aprovagéo do sistema
Comité de Etica e Pesquisa — Comiss&o Nacional de Etica e Pesquisa.

Em qualquer etapa do estudo, o (a) senhor (a) tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal
investigador € o Prof. Dr. Alberto Queiroz Farias. A pesquisadora executante é a Dra.
Marina Pamponet Motta. Ambos podem ser encontrados no Servigo de Gastroenterologia
Clinica. Instituto Central, 9 andar, sala 9117. Av. Dr Enéas de Carvalho Aguiar 255, Sdo
Paulo. Telefone(s) 2661-3338/ 2661-3339. Se o(a) Sr (a) tiver alguma consideragao ou
duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — telefones: (11) 2661-7585, (11)
2661-1548, (11) 2661-1549; e-mail: cappesqg.adm@hc.fm.usp.br

Fui suficientemente informado a respeito do estudo “Potencial de geragdo de
trombina e efeito dos heparinéides endégenos em pacientes com cirrose antes e
apos o tratamento da infecgcao”. Eu discuti as informagdes acima com o Pesquisador
Responsavel  (iooooeeeiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee ) ou pessoa (s) por ele delegada (s)
(e ) sobre a minha decisdo em participar nesse estudo.
Ficaram claros para mim os objetivos, os procedimentos, os potenciais desconfortos e
riscos e as garantias. Concordo voluntariamente em participar deste estudo, assino este

termo de consentimento e recebo um via rubricada pelo pesquisador.

Assinatura do Paciente / Representante legal Data: / /

Assinatura do responsavel pela obtencdo de consentimento Data: [/ /
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DADOS DE IDEN'I"IFICAQAO (OU ETIQUETA INSTITUCIONAL DE IDENTIFICAGAO) DO PARTICIPANTE DA
PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ....ooiiiiiiiiieneeneeeeeiee SEXO: Mo F o

DATA NASCIMENTO: ........ T fo....

TELEFONE: DDD (............ I SRR
RESPONSAVEL LEGAL.......coucuiiiaiatetistecse st ss sttt ss e
NATUREZA(grau de parentesco, tutor, curador €1C.) ........c.oouiuiiiiiir i

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :........ccoviiieiienieereeeen SEXO: Mo Fo



