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ABSTRACT

Background: Prothrombin time (PT) and activated partial thromboplastin time (PTT) are screening tests for coagulopathies 
in dogs. Both tests measure the clotting ability by the activation of different parts of the coagulation cascade. These tests 
vary widely in terms of reference parameters, mainly due the considerable diversity of reagents and analyzers available. 
In addition, there are many variations inherent to different populations, and little has been published about coagulation 
reference parameters for the local dog population. The main objective of the present study was to determine a clotting time 
reference range of a dog population in Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil.
Materials, Methods & Results: Hemostatic reference range was determined from citrated plasma of 268 clinically heathy 
dogs of both genders. The animals did not present bleeding diathesis or thrombocytopenia history. All dogs were previ-
ously submitted to clinical examination (cardiopulmonary auscultation, abdominal palpation, and rectal temperature) and 
laboratory screening (complete blood count, creatinine, albumin, and alanine aminotransferase). PT and PTT of 71 and 
258 samples were measured, respectively. Blood samples were collected into 2.7 mL 3.2 % sodium citrate tubes (9 parts 
blood : 1 part citrate)  by vacuum. Blood samples were centrifuged; the plasma was harvested and stored at -30 °C upon 
analyses. All analyses were performed using the viscosity detection method in semi-automatic coagulometer according to 
manufacturer’s guidelines. The reference ranges were determined in accordance with the American Society for Veterinary 
Clinical Pathology. The PT and PTT reference ranges were between 6.06 to 9.32 s and between 15.25 to 24.57 s, respectively.
Discussion: The increased activity of the extrinsic pathway clotting factor generates narrow values in the PT assay, in 
comparison to PTT results. PT results were similar to previous reports, which may be attributed to minor variations that 
exist between the PT reagent kits. All PT kits are comprised of tissue thromboplastin and Ca2+. Basically, there are three 
sources of thromboplastin for the PT reagents: recombinant tissue factor, tissue thromboplastin, and combined thrombo-
plastin. This narrow range of components make TP results vary little, irrespective of the brand reagent. On the other hand, 
PTT results were broader and differed from previous reports. PTT reagents are more diverse and less standardized than 
PT reagents. It is the combination of the clotting activator, phospholipid, calcium chloride molarity, ionic strength, buf-
fers, and stabilizer system that determines the properties of the reagent. The clotting activators most commonly used are 
ellagic acid, kaolin, micronized silica, and celite. These compounds have different properties, and are all used in different 
PTT reagents as clotting activators. Phospholipids are platelet substitutes and accelerate the reactions, and may also come 
from different sources. Furthermore, no reference range for PTT using reagents based on micronized silica as the clotting 
activator is available for dogs, which may explain the different reference range obtained for this parameter. Moreover, the 
higher PTT values may be a characteristic of this specific dog population. The PT and PTT values obtained in this study 
can be used as reference values in local laboratories based on the same methodology. 
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INTRODUÇÃO

A hemostasia é um processo fisiológico que 
tem como objetivos a manutenção da integridade e do 
fluxo vascular, e o controle da hemorragia e da trombo-
se [1,22]. Nas coagulopatias, os pacientes apresentam 
sinais hemorrágicos como hematomas e hemorragias 
profundas [10,11].

Apesar da importância de um histórico detalha-
do e de um exame clínico acurado, testes laboratoriais 
são necessários para identificar a maioria dos transtor-
nos da hemostasia. O tempo de protrombina (TP) e o 
tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPA) são 
utilizados para avaliar a atividade geral da coagulação 
[2,4,7,21].

A interpretação do resultado dos testes de 
coagulação é um processo de análise comparativa, ou 
seja, os resultados do paciente são comparados com 
um intervalo de referência [14]. Assim, a determinação 
destes intervalos é fundamental para a prática clínica 
da medicina veterinária e o presente trabalho tem 
como objetivo determinar valores de referência de TP 
e TTPA canino, com o uso de reagentes para testes de 
coagulação em plasma humano, através de método se-
miautomático, por sistema de detecção de viscosidade.

MATERIAIS E MÉTODOS

Foram selecionados 268 cães, machos e fê-
meas, sem padrões raciais definidos, sem histórico de 
hemorragia e/ou trombocitopenia. Os animais foram 
provenientes de hospital veterinário, laboratório veteri-
nário ou banco de sangue veterinário de Porto Alegre/
RS. Além disso, todos os cães foram submetidos a 
avaliação clínica (ausculta cardiopulmonar, palpação 
abdominal, avaliação de mucosas, hidratação corporal 
e temperatura retal) e laboratorial (hemograma, albumi-
na, creatinina e alanina aminotransferase). Após serem 
considerados clinicamente saudáveis, foram colhidos 
por sistema a vácuo 2,7 mL de sangue em tubos com 
anticoagulante citrato de sódio a 3,2 % (proporção 9:1) 
para obtenção de plasma. As amostras foram colhidas 
através de punção da veia jugular externa, cefálica ou 
safena lateral, após tricotomia e antissepsia local. As 
amostras foram centrifugadas a 1500 g por 15 min, e o 
plasma separado em frações (3 a 5), que foram congela-
das (-30 °C) e armazenadas até o momento da análise. 

Para as determinações do TP foram utilizadas 
amostras de 71 cães. Estas foram descongeladas a 
37°C por um a três min imediatamente antes de serem 

analisadas. As amostras de plasma foram incubadas a 
37°C por um min, e então a coagulação iniciada pela 
adição de cálcio, tromboplastina tecidual e um inibi-
dor de heparina (Neoplastine® CI Plus)1. O tempo foi 
cronometrado automaticamente até a coagulação da 
amostra. 

Para que a distribuição dos resultados do TTPA 
atingisse a normalidade, foram utilizadas amostras de 
258 cães, descongeladas como previamente descrito. O 
plasma foi incubado a 37°C por três min com cefalina 
e sílica em reagente tamponado (PTT Automate 5)1, e 
a partir da adição de CaCl

2
 25 mM, o tempo até a coa-

gulação da amostra foi cronometrado. Todas as análises 
de coagulação foram realizadas conforme instruções 
do fabricante, em coagulômetro semiautomático pelo 
método de coagulação - sistema de detecção de visco-
sidade (STart 4 Hemostasis Analyzer STart®)1.

Os intervalos de referência foram determinados 
conforme ASVCP (American Society for Veterinary 
Clinical Pathology), após a identificação de outliers 
[6]. A distribuição dos dados foi avaliada pelo teste 
de normalidade de D’Agostino & Pearson. Os limites 
de referência para TP foram determinados a partir 
dos valores médios da população normal ± 2 desvios 
padrão. Para o TTPA, o intervalo de referência foi 
construído após classificação dos dados, determinação 
dos percentis 2,5 e 97,5 % e obtenção do intervalo de 
confiança de 95 %. As análises foram executadas em 
software comercial (GraphPad Prism 6.0, GraphPad 
Software, CA, EUA).

RESULTADOS

Segundo ASVCP, quando a amostragem é su-
perior a 120 indivíduos, recomenda-se que o intervalo 
de referência seja determinado através de métodos não 
paramétricos, com 95 % de confiança [6]. Assim, foi 
obtido um intervalo de referência do TTPA de 15,25 
a 24,57 s. Para a determinação do intervalo do TP em 
um grupo de 71 indivíduos foi seguida a recomenda-
ção de se utilizar a média ± dois desvios padrão, e o 
resultado obtido foi de 6,06 a 9,32 s. Ambas as distri-
buições passaram no teste de normalidade e não foram 
identificados valores atípicos na população estudada. 
Os intervalos de referência para TP e TTPA estão 
apresentados na Tabela 1. As distribuições dos tempos 
de coagulação da amostra populacional de referência 
estão apresentadas na Figura 1.
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Tabela 1. Estatística descritiva e limites de referência para TP e TTPA para a população de cães avaliada, com intervalo de 
confiança de 95%.

Parâmetro TP (s) TTPA (s)

Média (desvio padrão) 7,69 (+/-0,81) 19,44 (+/-2,33)

Limite inferior de referência 6,06 15,25

Limite superior de referência 9,32 24,57

Mínimo - máximo 5,30 - 10,00 13,00 - 26,60

N 71 258

Tabela 2. Intervalos de referência descritos na literatura para TP em cães.

N Equipamento Reagente IR (s)

56 STA Compact STA Neoplastine Plus 5,7 – 8,0 [3]

139 STA Satellite STA Neoplastine CI Plus 6,9 – 8,8 [8]

60 STA-R Evolution STA Neoplastine CI Plus 7,1 – 9,2 [8]

50 Schnitger & Gross Thromborel S 5,7 – 7,1 [3]

50 Schnitger & Gross Neoplastine Plus 6,6 – 8,6 [3]

50 Schnitger & Gross Thromboplastin-M 6,5 – 8,5 [3]

50 Schnitger & Gross Thromboplastin-IS 6,3 – 7,3 [3]

50 Schnitger & Gross Innovin 5,5 – 7,3 [3]

40 Manual HemoStat Thromboplastin-SI 4,0 – 9,6 [12]

71 Start 4 Neoplastine CI Plus 6,0 – 9,3 a

IR: intervalo de referência. a Dalmolin et al.

Tabela 3. Intervalos de referência descritos na literatura para TTPA em cães.

N Equipamento Reagente IR (segundos)

56 STA Compact STA APTT Kaolin 10,0 - 14,3 [3]

139 STA Satellite STA Cephascreen 13,1 – 17,2 [8]

60 STA-R Evolution STA Cephascreen 12,9 – 17,3 [8]

40 Manual HemoStat aPTT-EL 11,9 – 18,3 [12]

258 Start 4 PTT Automate 5 15,2 – 24,5 *
IR: intervalo de referência. * Dalmolin et al.

DISCUSSÃO

O TP e o TTPA fazem parte dos testes de coa-
gulação de triagem e são referidos como parâmetros 
básicos na avaliação da hemostasia secundária [4]. O 
TP é um teste sensível para detectar defeitos na via 
extrínseca e/ou defeitos na via comum, apresentando 
valores prolongados em casos de intoxicação por 
dicumarínicos, doença hepática, deficiências especí-
ficas de fator e coagulopatia de consumo, enquanto o 

TTPA identifica anormalidades de coagulação das vias 
intrínseca e via comum da coagulação, sendo utilizado 
como triagem no diagnóstico de hemofilias e doença 
de von Willebrand [1,3,20]. 

 O TP foi introduzido como um teste para a 
protrombina plasmática antes de que muitos fatores 
de coagulação que participam da reação fossem desco-
bertos. O TP é realizado pela adição de tromboplastina 
tecidual e Ca2+ ao plasma com anticoagulante citrato 
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Figura 1. Histograma de distribuição dos valores de TP (A) e TTPA (B) da população de cães.

de sódio, e então é avaliado o tempo decorrente até 
a formação do coágulo. O TTPA é realizado pela in-
cubação do plasma com tromboplastina parcial e um 
ativador de fator XII e subsequente adição de cloreto 
de cálcio, seguido da cronometragem do tempo para 
formação do coágulo [13]. 

A disponibilidade de avaliação laboratorial 
da hemostasia é muito importante para o diagnóstico 
e tratamento destas doenças, entretanto, reagentes de 
uso exclusivamente veterinário não estão disponíveis 
comercialmente e se faz necessária adaptação de reagen-
tes de uso humano [8,12,15].  Apesar da transferência 
de intervalos de referência ser amplamente utilizada na 
patologia clínica (principalmente em parâmetros de bio-
química clínica), a determinação de intervalos próprios 
em cada laboratório é a forma mais indicada para se 
interpretar resultados de exames laboratoriais [7,14,16]. 
Além disso, diferentes resultados para parâmetros de 
coagulação são descritos quando se avaliam diferentes 
grupos de cães e quando se utilizam diferentes reagentes 
e métodos - manuais, semiautomáticos, automáticos, ou 
testes rápidos [5,8,9,12,18,23].

A maior atividade dos fatores de coagulação 
envolvida nas vias extrínseca e comum faz com que 
os intervalos de referência descritos para o TP sejam 
mais baixos e estreitos que os intervalos para TTPA 
[8,12,13,17,19]. Na Tabela 2 pode ser observado que 
os intervalos de referência para TP canino encontrados 
neste estudo são semelhantes aos citados na literatura, 
mesmo quando se variam os instrumentos e reagentes. 
Isto pode ser atribuído ao fato de que os reagentes de TP 
variam pouco, pois a tromboplastina tecidual e o Ca2+ 
continuam sendo os reagentes base para o teste, inde-
pendentemente do kit ou equipamento. Basicamente, 

existem três fontes de tromboplastina para os reagentes 
de TP: fator tecidual recombinante, tromboplastina 
tecidual (proveniente de cérebro de coelho e placenta 
humana) e tromboplastina combinada (tromboplastina 
de cérebro de bovino diluída em fração de fibrinogênio 
adsorvida a plasma bovino). O Ca2+ pode ser adicionado 
ao reagente durante a manufatura ou imediatamente 
antes do teste, dependendo do reagente [13].

Por outro lado, os reagentes de TTPA são mais 
diversificados e menos padronizados que os reagentes 
de TP. Os ativadores utilizados mais comumente são 
o ácido elágico, o caulim, a sílica micronizada e o ce-
lite. Todos esses compostos são usados nos diferentes 
reagentes de TTPA e possuem a mesma função de ati-
vação do mecanismo de coagulação. Os fosfolipídios 
são substitutos plaquetários e aceleram as reações. As 
fontes de fosfolipídios são cérebro de coelho, cefalina 
(cérebro de coelho desidratado), cérebro de bovino e 
soja. Usualmente são usadas misturas com diferentes 
tipos de fosfolipídios, incluindo a fosfatidilserina ne-
gativamente carregada. É a combinação do ativador de 
contato, fosfolipídio, molaridade do cloreto de cálcio, 
força iônica, sistema de tampões e estabilizantes que 
determina as propriedades do reagente [13]. Na Tabela 
3 pode ser observada a maior variação nos intervalos de 
referência descritos para o TTPA de cães, que se deve 
principalmente às variações dos ativadores utilizados 
em cada reagente (caulim e ácido elágico). Pelo conhe-
cimento dos autores, não há intervalo de referência para 
TTPA em cães com reagentes que adotam a sílica como 
ativador, e isto pode justificar o maior intervalo para 
este parâmetro de coagulação observado neste trabalho. 
Além disso, este maior valor de TTPA pode ser uma 
característica específica da população de cães avaliada.
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CONCLUSÃO

Os reagentes de uso humano podem ser utili-
zados em amostras caninas, desde que padronizados 
para tal fim e que sejam obtidos e aplicados valores 
de referência para a espécie. Os valores de TP e TTPA 
neste estudo podem ser utilizados como valores refe-
rência em laboratórios locais que utilizem a mesma 
metodologia empregada. Os resultados de TTPA foram 
diferentes daqueles publicados previamente, devido a 
utilização de outros reagentes, ou a uma característica 
da população estudada. 
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