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“I've loved, I've laughed and cried
I've had my fill, my share of losing
And now as tears subside

| find it all so amusing

To think | did all that

And may | say, not in a shy way
Oh no, oh no, not me

| did it my way”

Claude Francois, Jacques Revaux & Paul An

ka

“Penso que cumprir a vida
Seja simplesmente
Compreender a marcha

E ir tocando em frente”

Almir Satter & Renato Teixeira
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MATTOSO, C.R.S. Doengca de von Willebrand em cées: estudo da
prevaléncia e caracterizacdo da doenca em cédes normais e em fémeas
durante o ciclo estral, gestacdo e lactacdo. Botucatu, 2010. 108p. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

A Doencga de von Willebrand (DvW) é o distirbio hemostético hereditario mais
comum nos homens e também nos cées. A DvW ja foi diagnosticada em mais
de 54 racas de cdes nos EUA. A DvVW é causada por um defeito quantitativo
e/ou qualitativo do Fator de von Willebrand (FVW), e nos caes é dividida em 3
tipos, tipo |, 1l e Ill. O diagnoéstico da DvW esta baseado na quantificacdo do
FvW plasmatico e testes de funcdo plaquetaria dependentes do FvW. Esse
estudo foi dividido em duas partes, avaliagao da prevaléncia da DvW (parte I) e
avaliacdo das alteragbes do FVYW em cadelas gestantes, e durante diferentes
estagios do ciclo reprodutivo, em cadelas ndo gestantes (parte Il). Os objetivos
da parte | foram determinar a prevaléncia da Doenca de von Willebrand (DvW)
em caes da regido de Botucatu, Sdo Paulo, Brasil, e avaliar os testes
laboratoriais para diagnostico desta doenca. Foram utilizados 350 cées de
variadas idades e racas, de ambos os sexos. Os animais utilizados no estudo
nao tinham histérico ou evidéncias clinicas de alterac6es hemostaticas. Foram
realizados os seguintes testes: antigeno do Fator de von Willebrand (VWF:AQ),
Tempo de sangramento da Mucosa Oral (TSMO), Tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPa) e atividade do Fator VIII (FVII). A prevaléncia
encontrada para Doenga de von Willebrand em cées da regido de Botucatu foi
de 1,43%. A determinagcdo do VWF:Ag foi o melhor teste laboratorial para
diagnosticar a DvW. Os objetivos da parte Il foram a avaliacdo das alteragoes
encontradas na concentracdo do FvW em cadelas gestantes, e também
durante diferentes estagios do ciclo reprodutivo, observados apds a gestacao,
em animais portadores e ndo portadores para a DvW, além da avaliacdo de
correlacédo entre FVYW e cortisol. Foram utilizadas 7 cadelas portadoras (Gl) e 9
nao portadoras (Gll) para DvW. Os animais foram avaliados durante a
gestacdo, parto, lactacdo e diferentes estagios do ciclo reprodutivo néo

gestacional. A concentracdo do FVW se manteve estavel durante o ciclo



reprodutivo ndo gestacional, porém aumentou durante a gestagcédo, com 0 maior
valor sendo observado no momento do parto. Estas observacdes se repetiram
nos dois grupos estudados. No Gl o FvW aumentou 70% e no Gll 124%, em
comparacdo ao momento anestro. Ndo se observou correlagdo entre FVW e

cortisol.

Palavras-chave: Brasil, cdes, Doenga de von Willebrand, gestacéo, cortisol.



MATTOSO, C.R.S. von Willebrand disease in dogs: study of prevalence
and characterization in normal dogs and bitches during various
reproductive cycles stages, pregnancy and lactation. Botucatu, 2010. 108p.
Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus
de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Von Willebrand disease (VWD) is the most common inherited hemostatic
disturbance affecting men and also dogs. It has already been diagnosed in
more than 54 dog breeds in the USA. vWD is caused by a quantitative and/or
qualitative defect in von Willebrand Factor (vWF); in dogs, it is divided into types
[, I and Ill. The diagnosis of VWD is based on plasma vVWF quantification and
VWF-dependent platelet function tests. This study was divided in two sections,
evaluation of VWF prevalence (Section |) and evaluation of vVWF concentrations
in pregnant bitches, and during various reproductive cycle stages in non-
pregnant bitches (section Il). The aims of (section |I) were to assess the
prevalence of von Willebrand disease in dogs from the region of Botucatu, S&o
Paulo State, Brazil, and to evaluate diagnostic tests. The study included 350
dogs of various ages, different breeds, and both sexes. Dogs included in the
study had no historical or clinical evidence of abnormal bleeding. von
Willebrand factor antigen (VWF:Ag), Buccal mucosal bleeding time (BMBT),
Activated partial thromboplastin time (aPTT), and Factor VIII activity (FVIII)
were evaluated in their ability to diagnose vWD. The prevalence of vWD in dogs
was 1.43% in the Botucatu region of Brazil. Determination of VWF:Ag was the
best laboratory test to diagnose vWD. The aims of section Il were the evaluation
of VWF concentrations in pregnant bitches, and during various reproductive
cycle stages in non-pregnant bitches, observed after the pregnancy in vWD
affected and unaffected bitches, over there of the correlation among VWF and
cortisol. Were used seven bitches affected (Gl) and nine unaffected (Gll) to
vWD. Animals were evaluated during the pregnancy, parturition, lactation, and
during various reproductive cycle stages in non-pregnant bitches. VWF
concentration did not change during reproductive cycle stages in non-pregnant

bitches, however increase during pregnancy, with peaked at parturition moment



in the both groups. VWF increase 70% in GI, and 124% in Gll, when compared

with anestrus moment. Did not observed correlation among VWF and cortisol.

Key words: Brazil, dogs, von Willebrand disease, pregnancy, cortisol.
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- Capitulo 1 -

1-INTRODUCAO

A Doencga de von Willebrand (DvW) € o disturbio hemostatico hereditario
mais comum nos homens e também nos cées (Murray e Lillicrap, 1996;
Johnson et. al., 1988).

Esta doenca ja foi diagnosticada em diversas racas de caes (Dodds,
1997; Kraus e Johnson, 1989).

A doencga resulta em uma deficiéncia ou anormalidade no Fator de von
Willebrand (FVW), uma glicoproteina necessaria para a adeséo plaquetaria ao
subendotélio vascular exposto e também muito importante na estabilizacdo do
fator VIII (Sadler et. al., 1995).

O fenotipo da DvW é classificado com base na concentracdo e na
estrutura multimérica do FYW (Johnson et. al., 1988; Sadler et. al., 1995). O
tipo 1 da DvW é caracterizado por uma baixa concentracdo do FVW, porém
com estrutura normal, j& no tipo 2 existe uma baixa concentracao e estrutura
multimérica anormal do FVW. O tipo 3 se caracteriza pela auséncia do FvW
(Brooks et. al., 2001).

Os sinais clinicos sdo compativeis aos encontrados no ser humano, ou
seja, alteragdo na hemostasia primaria (Dodds, 1984).

Em cées o diagnodstico é realizado pela mensuragéo da concentracéo do
antigeno do FvW plasmatico (FVW:Ag) (Brooks, 1992). O tempo de
sangramento da mucosa oral (TSMO) pode ser usado para deteccdo da
expressao clinica da DvW (Dodds, 1997) e como teste pré-cirtrgico (Stokol e

Parry 1993). A agregacao plaquetaria induzida pela ristocetina (RIPA) pode



estar diminuida, pois muitos tipos da DvW sdo caracterizados por
hiporresponsividade a ristocetina (Federici et al., 2002).

A DVW possui apenas um relato no Brasil (Mattoso et al., 2010), apesar
do seu diagndstico ja estar bem definido, com relatos sobre a doenca em varios
paises (Estados Unidos, Australia, Inglaterra, Africa do Sul, entre outros). A
realizagdo de estudos envolvendo a DvW em Medicina Veterinaria se torna
muito importante para demonstrar que esta doenca existe, e que
provavelmente, no Brasil, muitos diagndésticos deixem de ser realizados pela
nao realizacao de testes diagndsticos de rotina.

Na clinica médica de pequenos animais os sinais clinicos de diatese
hemorragica sdo muito frequentes, podendo ter diversas causas. Tais
alteracbes na hemostasia se tornam um sério problema para os clinicos
veterinarios. O diagndstico de alteracBes hemostaticas nem sempre € simples
e direto, pois 0s animais portadores podem ndao demonstrar sinais clinicos de
sangramento e com isso a evidenciacdo da doenga pode ocorrer somente num
ato cirurgico ou traumatico. A falta de um diagndstico pode estar subestimando
a importancia da doenca no Brasil, além do fato de que nem todos os subtipos
descritos em humanos foram identificados em cées.

Um estudo envolvendo a prevaléncia da DvW em céaes, e a incidéncia
desta doenca em diversas racas, seria muito importante, principalmente se a
avaliacdo for realizada em animais que ndo apresentem distirbios de
sangramento. Com esses dados se verificaria a real importancia dessa doenca
na espécie canina.

As alteragcbes que ocorrem com o FvW durante a gestacdo sao
evidentes (Moser et al., 1998), com isso estudos avaliando tais alteracdes
podem auxiliar na compreensdo do aumento da producao do FVW durante essa
fase, podendo contribuir de forma importantissima no estudo da DvW, tanto em
cdes, quanto em seres humanos.

Por estes motivos a determinacao da prevaléncia da DvW em caes sem
evidéncias de sangramento e a caracterizagao de alteragcdes no FVW durante a
gestacdo e ciclo estral de cadelas nao gestantes é fundamental para o melhor
entendimento dessa doenca, e com isso auxiliar tanto na Medicina Veterinaria,

guanto na Medicina Humana.



2-REVISAO DE LITERATURA

2.1. Doenca de von Willebrand

A doenca de von Willebrand (DvW) é o disturbio hemostatico hereditario
mais comum nos caes (Dodds, 1984; Johnson et al., 1988; Brooks, 1992;
Brooks, 2000) e também nos homens (Cooler, 1987; Bithell, 1993; Chen et al.,
1998; Schwarz et al., 1998; Triplet, 2000; White e Montgomery, 2000; Sadler e
Blinder, 2001; Federici et al., 2002; Mammen, 2002).

O primeiro relato da DvW foi feito em 1926, pelo Professor Erik von
Willebrand, que observou alteragcdes hemorragicas em muitos membros de
uma mesma familia. A partir destas observacbes, o Prof. von Willebrand
comecou a estudar esta alteragdo hemorragica e neste relato caracterizou os
sinais mais frequentes como sendo sangramento nasal e por ocasido da troca
dentaria. O tempo de sangria se mostrava aumentado, porém com
concentracdo de plaguetas normal, sendo este, segundo Prof. Von Willebrand,
a caracteristica mais importante da enfermidade. Acreditava-se que a heranca
da doenca era autossdmica dominante, com varios graus de penetrancia ou
mesmo recessiva (Nilsson, 1999).

A prevaléncia da DvW nos homens é de 0,82-2,0%, embora exista uma
suspeita de subestimacdo desta prevaléncia devido a dificuldades no
diagnostico laboratorial desta doencga (White e Montgomery, 2000; Rodeghiero
et al., 1987). Em cées essa prevaléncia é de 1,43% (Mattoso et al., 2010), ndo
sendo encontrados outros dados na literatura mundial.

A DvW ja foi diagnosticada em mais de 54 racas de cdes nos EUA,
sendo encontrada com alta prevaléncia em Dobermanns (maior que 50%),
Airedale Terrier e Scottish Terrier (Dodds, 1997; Kraus e Johnson, 1989).

A heranca da DvW €& complexa e depende do tipo da doenca.
Esquematicamente o tipo 3 € considerado recessivo, a0 passo que muitas
formas do tipo 2 sdo dominantes. O tipo 1 é geralmente considerado como
dominante, embora existam diversas excecdes pela heterogenicidade (Miller et
al., 1979). O gene do FvW canino esta localizado num autossomo, sendo que o

cariétipo ainda nao foi estabelecido (Brooks, 2000).



A DvW é causada por um defeito quantitativo e/ou qualitativo do fator de
von Willebrand (FvW), uma glicoproteina multimérica de alto peso molecular
(Ginsburg e Bowie, 1992; Sadler e Gralnick, 1994; Mannucci, 1995; Sadler et.
al., 1995; Mazurier e Meyer, 1996; Murray e Lillicrap, 1996; Mohri et. al., 1998;
Budde e Schneppenheim, 2001; Federici et al., 2002).

O FvW exerce sua funcdo de duas maneiras, iniciando e suportando a
adesdo plaquetaria ao local de injuria vascular (Wagner, 1990; Ginsbhurg e
Bowie, 1992; Mannucci, 1995; Murray e Lillicrap, 1996; Mohri et. al., 1998) e
estabilizando funcionalmente o fator VIII plasmatico (Wagner, 1990; Ginsburg e
Bowie, 1992; Mannucci, 1995; Murray e Lillicrap, 1996; Mohri et. al., 1998;
Schwarz et al., 1998; Budde e Schneppenheim, 2001; Federici et al., 2002;
Schwarz et al., 2002).

As células endoteliais sdo o0s maiores locais de sintese e
armazenamento do FVYW em cées, sendo que também existe producdo pelos
megacariécitos (Budde e Schneppenheim, 2001). As plaquetas caninas
praticamente ndo armazenam o FVW (Brooks, 2000).

O FvW é uma proteina multimérica que contém 2050 aminoacidos,
sendo que a dimerizacdo ocorre por pontes dissulfeto, da mesma maneira que
a multimerizagdo. A menor subunidade do FYW é o dimero com massa
molecular de aproximadamente 540kDa, sendo que o maior multimero excede
10000kDa (Budde e Schneppenheim, 2001).

Quando ocorre exposicao do subendotélio, o FVW liga-se ao colageno e
apresenta uma conformacdo que facilita sua interagdo com as plaguetas
(glicoproteina Ib da superficie plaquetaria), sendo que a ponte intraplaquetaria
também é mediada pelo FYW (Brooks, 2000; Schwarz et al., 2002.). Esta
funcdo do FvYW é essencial para a formacao do tampdao plaguetario no local
onde a integridade vascular foi perdida (Schwarz et al., 2002). O receptor
plaquetario GP Ib é o principal receptor para o FvW, sendo que o FvW também
pode se ligar ao receptor GPllb-llla, que é expressado quando as plaguetas
estéo ativadas (Triplet, 2000).

Em cées, os sinais clinicos sé@o similares aos encontrados nos humanos
(Schwarz et al., 1998), como as hemorragias em mucosa, sangramento

prolongado em ferimentos cirdrgicos e em erupcdes dentarias, sendo também



sinais tipicos de alteragdo na hemostasia priméaria (Schwarz et al., 1998;
Brooks, 2000; Budde e Schneppenheim, 2001; Schwarz et al., 2002).

A classificacdo da DvW em cées se d& com base na gravidade clinica,
na concentracdo plasmatica do FYW e nas estruturas multiméricas do FvW
(Brooks, 2000). A DvW em cées é dividida em 3 tipos, sem subdivisdes (Sato e
Parry, 1998; Brooks, 2000).

A doenca do tipo 1 é definida como uma deficiéncia parcial quantitativa
do FvW, sendo que a concentragdo plasmatica do FvW esta diminuida (menor
que 50%), porém o fator que estad presente tem uma estrutura multimérica
normal e normalmente suporta a interacdo plaquetaria “in vitro”, sendo também
a forma mais comum (Brooks, 2000).

A doenca do tipo 2, em cées, consiste em uma perda desproporcional
das formas multiméricas de alto peso molecular e uma reducéo significativa da
aglutinacéo plaquetaria “in vitro” (Brooks, 2000).

O tipo 3 da DvVW é uma deficiéncia quantitativa grave do FYW (menos
que 0,1%). Nos cées, a correlagdo entre a hemofilia A e a DvW é menor que
em seres humanos (Schwarz et. al., 1998).

O antigeno do fator de von Willebrand (FYW:Ag) pode ser mensurado no
plasma por muitos métodos imunologicos (imunoeletroforese, ELISA e
radioimunoensaio), sendo que estes métodos irdo quantificar a concentracao
total plasmatica do FvW (Federici et al., 2002; Vischer e Moerloose, 1999). Em
cdes, o ELISA é o método mais utilizado para a quantificacdo do FvW:Ag
(Benson et. al., 1991; Brooks, 1992; Johnson et. al., 1988), sendo o teste de

escolha na identificacdo da DvW nessa espécie (Mattoso et al., 2010).

Outro teste que pode ser realizado como estimativa da hemostasia
primaria € o tempo de sangramento (TS). O TS realizado na pele ndo €
indicado em Medicina Veterinaria devido a dificuldade de padronizacdo da
técnica (Forsythe e Willis, 1989). Outra técnica que pode ser utilizada é o
tempo de sangria da mucosa oral (TSMO), que ird avaliar somente a
hemostasia primaria, pelo fato de envolver somente a microcirculagdo. O
TSMO é a melhor maneira de se testar a funcdo da hemostasia primaria

(Brassard e Meyers, 1991). Os valores de referéncia para o TSMO variam de



1,7 a 4,2 minutos (Jergens et. al.,, 1987). O TSMO pode ser realizado pela
técnica descrita por Marks (2000).

O método para atividade do cofator da ristocetina (FvW:RCo) explora a
ligacdo do FYW com o complexo GP Ib plaquetéario, sendo um teste funcional
para atividade do FvW, importante na diferenciacéo entre o tipo | e o tipo Il da
doenca (Brooks, 2000; Schneppenhein, 2001; Federici et al., 2002). Na
Medicina Veterinaria o FYW:RCo esta sendo substituido pelo teste de atividade
do FvW baseados na ligagdo ao colageno (FVW:CB), pois sofre interferéncias
de substancias presentes no plasma canino, principalmente a albumina (Sabino
el al., 2006).

O FvW pode ser analisado por eletroforese em gel de agarose. O gel de
agarose de baixa resolucdo separa os multimeros do FVW que sé&o
convencionalmente separados em multimeros de baixo, intermediario e alto
peso molecular, No tipo 1 da DvW todos os multimeros estdo presentes, ao
passo que no tipo 2 os multimeros de alto e intermediario peso molecular séo
perdidos (Federici et al., 2002).

2.2. Doenca de von Willebrand e gestagéo

A concentracdo de todos os multimeros do FYW aumentam durante a
gestacdo em cadelas (Moser et al., 1998) e também mulheres (Conti et al.,
1986; Chediak, et al., 1986) clinicamente normais e com o tipo | da DvW.

Segundo Onundarson et al. (2001) o FYW n&o altera durante o ciclo
menstrual de mulheres clinicamente normais, porém segundo Miller et al.
(2002) existe uma variagcdo na concentracdo do FVW durante o ciclo estral de
mulheres clinicamente normais, com aumento significativo na fase folicular
recente e tardia, em comparagdo aos Vvalores encontrados durante a
menstruagdo. Em cadelas néo foram observadas diferencas significativas entre
todas as fases do ciclo estral (pré estro, estro, diestro e anestro), tanto em
cadelas normais, como em cadelas com o tipo | da DvW (Moser et al., 1998).

As oscilacbes do FvW durante a gestacdo podem ser em parte
correlacionadas com as flutuagbes hormonais de estradiol e progesterona

durante essa fase, porém suspeita-se que exista um efeito somatério ou



mesmo isolado durante o ciclo estral da cadela ndo gestante (Moser et al.,
1998).
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Resumo. Os objetivos deste estudo foram determinar a prevaléncia da Doenca de
von Willebrand (DvW) em cées da regido de Botucatu, S&o Paulo, Brasil, e avaliar os
testes laboratoriais para diagnostico desta doenca. Foram utilizados 350 cées de variadas
idades e racas, de ambos os sexos. Os animais utilizados no estudo n&o tinham histérico
ou evidéncias clinicas de ateracbes hemostéticas. Foram realizados os seguintes testes,
dosagem do antigeno do Fator de von Willebrand (VWF:Ag), Tempo de sangramento da
Mucosa Oral (TSMO), Tempo de tromboplastina parcia ativada (TTPa) e atividade do
Fator VIII (FVIII). A prevaléncia encontrada para Doencga de von Willebrand em cées
da regi&o de Botucatu foi de 1,43%. A determinagdo do VWF:Ag foi o melhor teste

laboratorial para diagnosticar a DvW.

Palavras chave: Brasil, Cées, Doenca de von Willebrand.



Introducéo

A Doenca de von Willebrand (DvW) € o distlrbio hemostético hereditario mais
comum nos homens'®? e também nos c&es.>*

A prevaléncia da DvW nos homens é de 0,82-1,6%, embora exista uma suspeita
de subestimacéo desta prevaléncia devido a dificuldades no diagnéstico laboratorial
desta doenca.** Estudos recentes mostram uma prevaléncia da doenca de 1 a 2%, sendo
o tipo | 0 mais frequente (60-80%), seguido pelo tipo II (15-30%) etipo |11 (5-10%).%°

A DVW ja foi diagnosticada em mais de 54 racas de cdes nos EUA, sendo
encontrada com alta prevaléncia em Dobermann Pinscher, Airedale Terrier e Scottish
Terrier’®*. No Reino Unido outras ragas também demonstram essa alta prevaléncia,
entre elas Pastor Alem&o, Golden retriever, Schnauzer Miniatura, Pembroke Welsh
Corgi e Manchester Terrier .°

A DvW hereditaria € uma doenca de trato autossdmico, podendo ser recessiva ou
com um padr&o de dominancia incompleta® Na DvW adquirida ocorre uma deficiéncia
do Fator de von Willebrand (FvW) em associagdo com hipotiroidismo®, entretanto

estudos recentes n&o encontraram essa correlagdo entre DVW e hipotiroidismo. 3%

A DvW ¢é causada por um defeito quantitativo e/ou qualitativo do FYW, uma
glicoproteina multimérica de alto peso molecular®®°. Esta glicoproteina é necesséria
para a adesdo das plaguetas ao colageno do subendotélio vascular exposto em areas de
alto fluxo sanguineo.*

O FvW exerce sua fungéo de duas maneiras, iniciando e suportando a adesdo

24,25

plaquetéria ao local de injdria vascular e estabilizando funcionamente o fator VIlII

plasmético.’0*



Em cdes, os sinais clinicos da DvW s3o similares aos encontrados nos
humanos®, como as hemorragias em mucosa, sangramento prolongado em ferimentos
cirdrgicos e em erupcdes dentérias.®® Nos tipos Il e Il da DvW ocorre uma severa
tendéncia ao sangramento, ao passo que no tipo | o sangramento ocorre de uma maneira
induzida.*

A classificacdo da DVW em cées se da com base na severidade clinica, na
concentracdo plasmética e nas estruturas multiméricas do FvW.* A DVW em caes é

dividida em 3 tipos.***

A doenca do tipo | € definida como uma deficiéncia parcial
quantitativa do FvW, a do tipo Il consiste em uma perda desproporcional das formas
multiméricas de alto peso molecular e ado tipo |11 é uma deficiéncia quantitativa grave
do FvW.*

O diagnostico da DvW est4 baseado na quantificagdo do FYW plasmético e
testes de funcéo plaguetéria dependentes do FvW, tanto “in vivo”, quanto “in vitro” >

Em Medicina Veterinéria, a didtese hemorrégica pode ter diversas causas, sendo
o diagnostico um desafio a ser realizado. Além disso, os animais afetados podem n&o
demonstrar sinais clinicos de sangramento e com isso a evidéncia da doenca pode
ocorrer somente num ato cirdrgico ou traumético.

A falta de diagnostico pode estar subestimando aimportancia da DvW no Brasil.
Apenas com o diagnostico correto, poderemos diminuir a incidéncia da doenca com
base numa exclusdo de individuos afetados de programas de reproducao.

Os objetivos deste estudo foram determinar a prevaléncia da Doenca de von

Willebrand em cées da regido de Botucatu e avaliar os testes diagnosticos a fim de

melhor caracterizar a doenca.



Materiais e métodos
Animais
Foram utilizados 350 cées de variadas idades e ragas, independente de sexo, sem
evidéncias histéricas elou clinicas de alteragbes hemostaticas, provenientes do
atendimento clinico do Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, UNESP Campus de Botucatu.

Colheita e Conservacdo das Amostras

Foi colhido sangue da veiajugular em momento Gnico em:

- tubos a vécuo com anticoagulante EDTA a 10%° para a contagem de

plaquetas.

- tubos a vé&cuo com anticoagulante citrato de sddio a 3.2%", na proporcéo de 1
parte para 9 partes de sangue. Apdés a col heita os tubos eram mantidos em banho de gelo
até a centrifugacdo. As amostras de sangue foram imediatamente centrifugadas a 1710
X g por 15 minutos, para a obtencdo do plasma citratado, que era separado e mantido
em tubos tipo eppendorf, a-80°C até o momento do processamento. O plasma citratado
era utilizado para a determinagcdo do Tempo de tromboplastina parcia ativada (TTPa),

atividade do FVI1I (FV1I1) e determinagéo do antigeno do FvW (VWF:AQ)

Exames laboratoriais
Contagem de plaquetas

A contagem de plaquetas foi realizada em contador eletronico de células’ e a
morfologia celular plaquetaria foi avaliada através de esfregacos sanguineos, corados
pelo método Romanowski. Para incluso no estudo os animais deviam apresentar uma

contagem de plaguetas superior a 200.000/uL de sangue.



Tempo de sangramento da Mucosa Oral

O Tempo de sangramento da Mucosa Ora (TSMO) foi realizado conforme
técnica modificada da literatura veterinaria®® O animal era mantido em decbito lateral
ou esternal, e o labio superior era evertido. Uma incisdo vertical padronizada era
realizada (perpendicular a margem do 1abio) diretamente acima do dente canino maxilar
com o auxilio de uma lanceta”. O sangue era absorvido com um papel filtro circular,
sempre 1 a 2 mm abaixo da incisdo até que o sangramento cessasse. O tempo de
sangramento, em segundos, foi aferido com auxilio de um cronémetro, se extendendo

do momento daincisdo inicial, até o momento em que o0 sangramento parasse.

Antigeno do FVYW (VWF:AQ)

A dosagem do VWF:Ag foi realizada pelo método de ELISA direto (teste semi
quantitativo comparativo), com anticorpo anti-FVW canino®, conforme a técnica
preconizada pelo fabricante. As amostras controle foram gentilmente cedidas pelo Dr.

James Catalfamo.

Coagulograma

A determinagdo do TTPa e do FVIII foi redizada apenas nos animais que
apresentaram VWF:Ag inferior a 70%. A determinacéo do TTPafoi realizada utilizando
“Kit" comercia’ e ado FVIII foi realizada por meio da capacidade do plasma citratado
do paciente em corrigir o TTPa de um plasma deficiente em fator VII1°. Foram
utilizados como controle para o TTPa o plasma citratado de 8 animais e também um
Pool de plasmas (4 animais), sendo que todas as amostras utilizadas mostraram VWF.Ag

> 70% e foram consideradas negativas para DvW. Esta determinagéo foi realizada para



se obter um valor de referéncia para o TTPa para o presente estudo (14,67+2,19 s). O
intervalo de referéncia utilizado para atividade de FV111 foi de 56 a 180%.%"

Os animais foram classificados de acordo com o resultado do VWF.Ag em:
negativos (VWF:Ag > 70%), suspeitos (VWF:Ag entre 50 e 70%) e portadores (VWF:Ag

< 50%) para DVW.*

Andlise estatistica
A comparagao da dosagem do VWF:Ag com o TSMO, TTPae FVIII edo TTPa

com o FVIII foi realizada pel o Coeficiente de correlacgo de Pearson.

Foram realizadas comparagdes entre as ragas e 0s sexos para 0 VWF:Ag dos
animais negativos e suspeitos, sendo que foram excluidas as ragas que apresentavam
apenas um individuo. Foi utilizada a andlise de variancia seguida pelo teste de Tukey.
Para 0s animais suspeitos também foram avaliadas as varidveis TSMO, TTPae FVIII de

acordo com a mesma metodologia utilizada para vVWF:Ag.

Para os animais portadores ndo foram realizadas comparagdes entre os valores
obtidos para o VWF:Ag, TSMO, TTPae FVIII segundo ragas e sexo pois, apenas cinco

animais foram encontrados (diferentes ragas, com apenas um macho).

Foram realizadas comparagdes entre 0s animais suspeitos e portadores, dos
seguintes parametros VWF:Ag, TSMO, TTPa e FVIII, utilizando-se Teste ndo

paramétrico de Wilcoxon.

Todas as andlises foram realizadas por meio de software comercia. Foi

considerado o nivel de significancia de 5% ou p-valor correspondente.



Resultados

Na andlise do VWF:Ag dos animais negativos ndo foram observadas diferencas
estatisticas com relagéo ao sexo.

As maiores diferencas estatisticas entre ragcas ocorreram entre os Huskys
Siberianos e Pugs e as demais ragas estudadas (tabela 1).

As ragas Akita, Malamute do Alaska, Fox Terrier, Border Collie, Chow Chow,
Déamata, Dobermann Pinscher, Dogue de Bordeaux, Pointer Inglés, Springer Spaniel,
Fila Brasileiro, Schnauzer Gigante, Golden Retriever, Setter Irlandés e Pequinés ndo
foram incluidas natabela 1, pois apresentaram apenas um individuo por raga.

Para os animais suspeitos ndo foram observadas diferencas estatisticas com
relacdo a raca e ap sexo para as varidveis VWF:Ag, TSMO e TTPa. A variavel FVIII
mostrou diferencas estatisticas entre algumas racas, ndo apresentando diferencas em
relacdo ao sexo (tabela 2).

Os animais das racas Basset Hound, Boxer, Dobermann Pinscher, Pastor
Aleméo, Spitz Alem&o, Schnauzer Gigante, Golden Retriever, Labrador retriever, Lhasa
Apso, Dachshund Miniatura, Terrier Brasileiro, Premboke Welsh Corgi e Yorkshire
Terrier ndo constam natabela 2, pois apresentaram apenas um individuo por raga.

Com base nas 350 amostras testadas, que sd0 apresentadas nas Tabelas 1, 2 e 4,
300 (85,71%) caes foram negativos para DvW, com valor de FYW:Ag de
155,99+84,86% (médiardesvio padrio) e intervalo de 70,66-619,80%; 45 (12,86%)
caes foram suspeitos para DvW, com valor de FvW:Ag de 61,11+5,05% e intervalo de
51,16-69,55%; e 5 (1,43%) caes foram portadores para DvW, com valor de FvW:Ag de
33,49+11,52% e intervalo de 24,15-48,70%.

Os animais portadores para DVW eram de cinco ragas diferentes, sendo elas

Dobermann Pinscher, Golden Retriever, Poodle Miniatura, Yorkshire Terrier e SRD



(tabela 4), sendo a incidéncia para DVW dentro das racas de 33,33%, 33,33%, 1,64%,
7,14% e 1,75% respectivamente.

A distribuicdo dos animais portadores para DvW foi de 0,69% (1/146) para
machos e 1,94% (4/204) para fémeas, sem diferencas estatisticas entre sexos

A maioria dos animais testados foram adultos, sendo que nenhum individuo
apresentou alteracdes hemorragicas no momento da colheita.

N&o existiram diferencas estatisticas entre os valores de TSMO de animais
negativos e suspeitos para DVW. Entretanto, foram encontradas diferencas estatisticas
entre os vaores de TSMO de animais negativos e portadores, e entre animais suspeitos
e portadores paraa DvW.

No presente estudo ndo se observou correlagdo entre VWF:Ag e TSMO dos
animais portadores ou dos animais suspeitos.

Todos os valores de TTPa e de FVIII encontrados neste trabalho se encontram
dentro dos valores de referéncia adotados.®” N&o existiram diferencas estatisticas para os
valores de TTPa e FVIII entre os animais suspeitos e portadores para DvW.
Adicionamente ndo se observou correlacéo entre o VWF:Ag e TTPa e entre o VWF:Ag
e FVIII dos animais portadores ou suspeitos. Em contraste, houve correlagdo entre

TTPae FVIII nos animais suspeitos, mas ndo nos animais portadores.

Discussdo
Algumas ragas testadas mostraram 100% de animais negativos para DvW,
apresentando no minimo 2 individuos testados por raga, entre elas Husky Siberiano,

Rottweller, Pug, Bichon Frise, American Pit Bull Terrier, West Highland White Terrier,

Pinscher Miniatura, Pastor Belga e Shih Tzu. Essas ragas tiveram as maiores



concentragdes de FVW:Ag (Tabela 1), demonstrando uma possivel diferenca na
expressao génicano FVW entre as ragas.

Os valores encontrados para 0 TSMO para todos os animais negativos para DvW
variou de 30 a 195 segundos, permanecendo dentro dos valores de referéncia propostos
por varios autores,>>115%0

O teste laboratorial de escolha para o diagnéstico inicial da DvVW é a
determinacdo do FYW:Ag, entretanto o TSMO, TTPa e FVIII apresentam um valor
limitado para o diagnéstico da DvW.

A prevaéncia encontrada para animais portadores para DVW é semelhante a
prevaléncia citada de 0,82 a 2%'%* em seres humanos. A predisposicdo racial
encontrada nas ragas Dobermann Pinscher e Golden Retriever para desenvolver DvW,
também foi observada por outros autores.®#®

A incidéncia da DvW observada em cées da raca Y orkshire Terrier (7,14%) foi
maior que a encontrada neste estudo para a DvW (1,43%), provavelmente pelo fato de
apenas 14 animais terem sido testados, sendo que apenas um anima apresentou
diminuicdo do VWF.Ag. A incidéncia da DvW obtida em animais das ragas Poodle
miniatura e SRD deste estudo se mostrou similar a relatada acima (1,43%), pois sdo
ragas bastante comuns em nosso meio.

Os animais suspeitos necessitariam de novas colheitas de material para serem
novamente testados e redefinidos como animais negativos ou portadores. Em adicéo,
testes de progénie também poderiam ser realizados, pois ao se quantificar o FYW dos
progenitores e irmaos de ninhada se obteria informacfes adicionais sobre a incidéncia
familiar da DvW, caso esta esteja presente.

Uma alta incidéncia de animais suspeitos para DVW foi encontrada neste estudo

para as seguintes ragas Basset Hound, Dobermann Pinscher, Schnauzer Gigante, Golden



Retriever e Premboke Welsh Corgi, sendo que a maioria destas possui uma
predisposicao racial paraa DVW.% O fato de poucos individuos destas racas terem sido
testados também pode ter contribuido para 0 aumento desta incidéncia.

Neste estudo, uma maior prevaléncia de DvW foi encontrada em fémeas,
contrariando outros autores”®, que encontraran uma maior ocorréncia em machos,
entretanto a diferenca entre os sexos tende a ser minimizada quando o tamanho da
amostragem aumenta, pois em doencas com um padrdo autossdmico de heranga,
machos e fémeas sdo igual mente afetados.® Porém uma porcentagem maior de fémeas
também ja foi relatada®, pois normalmente se testam animais com distirbios de
sangramento apds cirurgias, sendo a OSH uma das cirurgias eletivas mais
frequentemente realizadas na prética veterinaria e pelo fato de vérios disturbios
hemorragicos ocorrerem no periodo pés parto e também devido ao estro.

O TSMO foi realizado em todos 0s caes sem sedagdo ou anestesia e 0s animais
ndo demonstraram desconforto ou dor na realizagdo da incisdo, conforme também
relatado por outros autores.*>*° Todos os vaores de TSMO encontrados neste trabalho
se encontram dentro dos valores de referéncia propostos para cées.™

O TSMO encontrado para animais portadores ndo se mostrou aumentado,
possivelmente pelo fato de ndo ter ocorrido uma diminuicdo marcada do FYW:Ag
(Tabela 4) e também pela diferenca na técnica utilizada. Estudos anteriores utilizaram
um aparelho para realizacdo da incisdo e uma gaze exercendo pressdo direta sobre a
maxila ou mandibula®>*>?°, conseguindo desta forma, valores elevados de TSMO em
animais portadores para a DvW. Neste estudo, 0 TSMO ndo se mostrou muito sensivel
na deteccdo de animais com DvW, sendo que a falta de sensibilidade pode ter ocorrido
pelas leves redugdes na atividade do FvW plasmatico encontrados neste estudo,

principal mente quando a func&o plaquetéria é adequada.*® Entretanto o uso da lanceta ao



invés de um aparelho padronizado para a readlizagdo do TSMO, pode ter sido
responsavel pela falta de sensibilidade encontrada para o TSMO no presente estudo. A
incisdo realizada por uma lanceta ndo fornece controle sobre a profundidade e o
comprimento da incisdo e, portanto, ndo é adequada para este teste. Apesar da diferenca
na técnica utilizada para o TSMO, conseguiu-se observar um resultado mais elevado
nos animais portadores para a DvW, com diferencas estatisticas para o0 TSMO dos
animais negativos para DvW.

Uma correlagcdo entre dosagem do FYW:Ag e TSMO ja foi encontrada para
animais com DVW na raca Dobermann Pinscher®, porém ndo foi encontrada em
Greyhounds.® Essa observacdo pode ser o resultado de uma diferenca na estrutura
multimérica do FvW, ou sgja, Greyhounds com uma baixa concentragdo plasmética do
FvYW podem ter uma concentracdo maior de multimeros de alto peso molecular quando
comparados aos Dobermanns Pinscher.*

A auséncia da correlagdo entre a quantidade do VWF:Ag e FVIII observada no
corrente estudo j& foi relata em cées negativos para DvW?’, porém outros autores®’
encontraram correlacdo positiva em animais com DvW.

Neste estudo, tanto o TTPa, quanto o FVIII ndo mostraram resultados alterados
nos animais portadores e suspeitos para DvW. Esta observagéo contraria relatos
anteriores, que afirmam que a ligagdo ao FVW prolonga a meia vida do FVIII na
circulacéo, sendo que uma diminui¢do do FYW pode estar associada a uma diminuicéo
da atividade do FV111.1?3* Entretanto, outros pesquisadores afirmam que o TTPadeve
estar dentro dos intervalos de referéncia em animais portadores para DvW.'® Em um
estudo anterior todos os animais portadores para DvW tiveram reducéo da atividade do
FVIII, mas ndo com a mesma extensdo da diminuicdo do VWF:Ag e também ndo o

suficiente para alterar o TTPa®® Um aumento de TTPa com moderada diminuicéo da



atividade de FVII1 j& foi observado em alguns caes com diminuicdo do VWF:Ag"®, e

pode ter sido encontrado devido a menor quantidade de vVWF:Ag em animais com o tipo
Il da DvW, quando comparado aos animais af etados deste experimento.

Os cinco animais portadores para DVW que foram encontrados no presente
estudo provavelmente tém o tipo | da DvW, o que poderia explicar a ndo diminuicéo da
atividade de FVIII e consequente aumento do TTPa, mostrando que o TTPa avaliado
sozinho tem um diagnéstico limitado em cdes com DvW.?* Em seres humanos, o tipo |
da DvW mostra uma diminuicdo da atividade do FVIII proporcional a reducdo do
VWF:Ag, embora aguns pacientes apresentem atividade norma de FVII.** Os
pacientes humanos do tipo Il e Il da DvW tém marcada reducéo da atividade de
FVI11.2%?8 demonstrando que a resposta da atividade de FVI11 e TTPa é diferente em
cées e seres humanos com DVW.

Neste estudo houve correlagdo entre TTPa e FVIII nos animais suspeitos, mas
ndo nos animais afetados, provavelmente devido ao pequeno nimero de animais com
FYW:Ag < 50% (5 animais).

E importante notar que uma Unica mensuracdo norma do FVW:Ag ndo
necessariamente exclui a DvW, especialmente em cées que apresentam uma leve
diminuicdo no FYW:Ag. Alguns animais portadores para DvW podem néo apresentar
alteragbes laboratoriais quando testados, pois o FYW:Ag pode aumentar com o

exercicio, gestacdo, endotoxemia, azotemia, doenca hepética e outras doencas.®

A prevaéncia da DVW em cées sem evidéncias clinicas de hemorragia no
Estado de Séo Paulo é de 1,43%, sem evidéncias de predisposicdo sexual, ocorrendo
uma maior incidéncia nas racas Dobermann Pinscher e Golden Retriever.

A dosagem do VWF:Ag € o teste de escolha para o diagndstico inicial da DvW,

sendo que 0 TSMO, TTPaeo FVIII tém um vaor limitado para o dignéstico da DvW.
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Tabela 1. Resultados da determinagcdo do Antigeno do fator de von Willebrand (média

e desvio padréo [DP]) em cées negativos para Doenca de von Willebrand.

Racas n Média(%) DP

Husky Siberiano® 3 326,24 255,88
Rottweiler®¢ 7 260,92 329,32
Pug®® 4 260,46 5850
Bichon Frise™d 5 197,49 48,16
American Pit Bull Terrier®>d¢ 2 179,26 138,43
Pastor Alemao®?¢ 6 176,47 3545
West Highland WhiteTerrier®®® 3 175,18 130,37
Beagle™® 9 168,46 41,98
Labrador retriever©9® 6 165,73 56,49
SRDS4e 49 161,19 75,89
Pinscher miniatura®®® 8 156,78 66,00
L hasa Apso®®® 14 152,98 52,00
Pastor Belga®®® 4 151,42 16,81
Yorkshire Terrier¢®¢ 12 150,99 65,85
Poodle miniatura®® 51 149,15 63,88
Dachshund miniatur a®®® 15 14825 51,51
Shih Tzu®® 8 146,01 28,25
Terrier brasileiro®®® 3 14356 35,87
M altés?® 22 138,37 64,04
Cocker Spaniel® 29 137,88 68,41
Boxer 4© 11 137,49 56,21
Schnauzer miniatura® 14 124,25 56,86
Outrasracast 15 138,22 67,24
Total 300 155,99 84,86

*Racas com letras diferentes apresentam diferenca estatisticamente significativa

(p<0,05). TN&o incluido na analise estatistica.



Tabela 2. Resultados da dosagem do antigeno do fator de von Willebrand (FYW:AQ),
tempo de sangramento da mucosa ora (TSMO), tempo de tromboplastina parcial
ativada (TTPa) e atividade do FVIII (FVIII) de cées suspeitos para Doenca de von

Willebrand (médiat+desvio padréo).

Racas FVWW:Ag (%) TSMO(9 TTPa(9  FVIII (%)
Maltés 66,73+2,00  81,00+4384 13,00+141 10522+1384%°
Cocker Spaniel 10  61,52+¢515  79,30+22,93 14,80+162 84,31+10,11°

n

2

Schnauzer miniatura 2 60,85+0,32  83,50+20,51 16,00+1,41 86,98+3,82%°

Beagle 2 59,87+8,93 74,00+36,77 1550+0,71  118,69+5,22%

Poodle miniatura 9 58,73+5,13 73,89+19,52 14,67+2,00  88,93+9,55°
7

SRD 58,33+5,99  83,43+28,11 1500+2,89 88,18+13,17"
Outrasragast 13  63,31+3,38 108,08+26,72 15,08+1,85  82,28+8,58
Total 45  61,11+4505  87,20+27,48 14,89+1,92 87,83+12,48

*Médias com letras diferentes apresentam diferenca estatisticamente significativa

(p<0.05). tNao incluido na analise estatistica.



Tabela 3. NUumero absoluto (n=350) e porcentagem de cdes que foram negativos,

suspeitos ou portadores para Doenca de von Willebrand.

Sexo n°animais Negativos (%) Suspeitos(%) Portadores (%)
Macho 144 84,72 14,58 0,69
Fémea 206 86,41 11,65 1,94

Ambos 350 85,71 12,86 1,43




Tabela 4. Resultados do antigeno do fator de von Willebrand (FYW:Ag), tempo de
sangramento da mucosa oral (TSMO), tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa)

e atividade do Fator VI1II (FVI1II) em caes portadores para Doenca de von Willebrand.

Racas VWF:Ag (%) TSMO(s) TTPa(s) FVIII (%)
Dober mann Pinscher 24,15 119 14,00 79,20
Yorkshire Terrier 25,28 145 15,00 95,43
SRD 26,23 130 17,00 63,71
Poodle Miniatura 43,11 138 15,50 84,28
Golden Retriever 48,70 150 13,50 92,51
Média 33,49 136,40 15,00 83,03

Desvio padr&o 11,52 12,30 1,37 12,58
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Resumo. Os objetivos deste estudo foram a avaliagéo das ateragdes encontradas na
concentracdo do FvW em cadelas gestantes, e também durante o ciclo estral observado
apos a gestacdo, em animais portadores e ndo portadores para a DvVW, e avaiacdo de
correlacdo entre FYW e cortisol. Foram utilizadas sete cadelas portadoras (Gl) e nove
ndo portadoras (Gll) para DvVW. Os animais foram avaliados durante a gestacéo, parto,
lactacdo e ciclo estral ndo gestacional. A concentracdo do FVYW se manteve estéavel
durante o ciclo estral ndo gestacional, porém aumentou durante a gestacdo, com 0 maior
valor sendo observado no momento do parto, cujas observagOes se repetiram nos dois
grupos estudados. No Gl o FvW aumentou 70% e no Gll 124%, em comparagcdo ao

momento anestro. Nao se observou correlagdo entre FVW e cortisol.

Palavras chave: Cées, Doenca de von Willebrand, gestagéo, cortisol.



Introducéo
A Doenca de von Willebrand (DvW) € o distdrbio hemostético hereditério mais
comum nos homens'?? e também nos caes.>*

A prevaléncia da DVW em cées é de 1,43%"

, concordando com os valores
encontrados em seres humanos.***® Estudos recentes mostram que o tipo | da doenca é o
mais frequente (60-80%), seguido pelo tipo I1 (15-30%) etipo 111 (5-10%).%

A DVW ja foi diagnosticada em mais de 54 racas de cdes nos EUA, sendo
encontrada com alta prevaléncia em Dobermann Pinscher, Airedale Terrier e Scottish
Terrier.”®* No Brasil j& foi diagnosticada em cinco racas, com alta incidéncia em
Dobermann Pinscher e Golden Retriever, sendo observados resultados suspeitos
(valores de FvW:Ag entre 50 e 70%) em outras 14 racas.*

A DvW hereditéria € uma doenca de trato autossdmico, podendo ser recessiva ou
com um padréo de dominanciaincompleta®

A DVW é causada por um defeito quantitativo €/ou qualitativo do fator de von

Willebrand (FvW), uma glicoproteina multimérica de alto peso molecular®*

, que é
necessaria para a adeséo das plaguetas ao subendotélio vascular exposto em areas de
alto fluxo sanguineo.**

O FvW exerce sua funcdo de duas maneiras, iniciando e suportando a adesdo

33,35

plaguetéria ao local de lesdo vascular e estabilizando funcionalmente o fator VI

plasmético.*>*
Em cées, os sinais clinicos s# similares aos encontrados nos humanos®, como
as hemorragias em mucosa, sangramento prolongado em ferimentos cirdrgicos e em

erupcdes dentarias.®® Nos tipos Il e Ill da DvW ocorre uma grave tendéncia ao

sangramento, a0 passo que Nno tipo | 0 sangramento ocorre de uma maneirainduzida.*



A classificagdo da DVW em cées se da com base na gravidade clinica, na
concentracdo plasmética e nas estruturas multiméricas do FvW.* A DvW em cées é
dividida em 3 tipos.**® A doenca do tipo | é definida como uma deficiéncia parcial
quantitativa do FvW, a do tipo Il consiste em uma perda desproporcional das formas
multiméricas de alto peso molecular e ado tipo |11 € uma deficiéncia quantitativa grave
do FvW.*

O diagnostico da DvW est4 baseado na quantificagdo do FYW plasmético e
testes de funcéo plaguetéria dependentes do FvW, tanto “in vivo”, quanto “in vitro” %%

A concentragdo do FVW aumenta durante a gestacdo em seres humanos>"*" e
também em caes™, tanto em pacientes portadores, quanto em pacientes ndo portadores
paraa DvW. No momento do parto pode ocorrer um aumento de 155% em cées que ndo
possuem a DvW, e de 119% em cdes com o tipo | da DvW, gquando comparados a
valores basais pré gestaczo.*

O mecanismo do aumento do FYW em cadelas gestantes ainda néo foi bem
definido, com provavel envolvimento do desenvolvimento placenté&rio e possivel
correlacdo com progesterona e estradiol, porém existe a possibilidade da associacéo dos
horménios reprodutivos com outros fatores, que poderiam levar ao aumento observado
na concentracéo do FvwW.**

A cadela prenha apresenta ateracbes nas concentragdes de progesterona,
estrogeno e cortisol, com modificacdes abruptas rel acionadas a0 momento do parto.’

Os objetivos deste estudo foram a avaliacdo das ateragbes encontradas na
concentragdo do FvW em cadelas gestantes, e também durante o ciclo estral observado
apos a gestacdo, em animais portadores e ndo portadores para a DvW. Essa avaliagdo
ocorreu nos animais estudados numa Unica escala de tempo, ou sgja, se iniciou na

gestacdo e terminou no diestro ndo gestacional subsequente. Além dessa avaliacdo se



buscou uma correlagdo entre FvW e cortisol durante a gestagdo e também na avaliacdo

do ciclo estral ndo gestacional dos animais estudados.

Material e M étodos
Animais

Foram utilizadas 16 cadelas de variadas idades, provenientes da regido de
Botucatu — SP, Brasil. Os animais foram divididos em dois grupos.

e Grupo | - animais portadores para DVWi,

e Grupo Il - animais normais para DvW.

Antes do inicio do estudo, o antigeno do Fator de von Willebrand (FYW:Ag) foi
mensurado para caracterizagdo dos animais em portadores (FYW:Ag < 50%) e ndo
portadores para DVW (FvW > 70%).” Em seguida os animais dos dois grupos foram
avaliados em 11 momentos:

e Gestacdo 1 (MGL): Entre 30 e 35 dias de gestacdo, confirmada por meio de
exame ultrassonografico realizado 30 a 35 dias apos a ultima cobertura afim de
observar vesiculas embrionérias nas fémeas prenhes, sendo que neste momento
realizava-se a primeira coleta. Na 72 semana de gestagdo foi realizado um novo
exame ultrassonografico para observacdo da viabilidade fetal, através dos
batimentos cardiacos e desenvolvimento fetal, além de possiveis ocorréncias de
abortos ou reabsorcgoes;

e Gestacdo 2 (MG2): Entre 50 a 55 dias de gestacdo, ou sgja, 20 dias apds o
momento Gestagdo 1;

e Parto (MP): A coleta de amostras era realizada em no maximo 90 minutos apés
0 parto;

e Lactacdo 1 (ML1): 5dias apds o parto;



Lactacdo 2 (ML2): 15 dias apos o parto;

Lactagdo 3 (ML3): 30 dias apos o parto;

Anestro (MA): 90 a 100 dias pds parto era redlizada citologia vagina para
confirmacdo do anestro (maioria das células parabasais e células intermediérias
pequenas);

Pr6 estro (MPE): Apds o periodo de anestro (cerca de 3 meses apds a coleta
anterior), quando os propriet&rios observavam edema e€/ou secrecdo
serosanguinolenta na vulva das cadelas, realizava-se uma citologia vaginal e
confirmando-se o pré estro (predominio de células parabasais e intermediarias,
além de hemécias) as amostras eram coletadas;

Estro (ME): A partir do primeiro sind de pré estro, realizava-se um
acompanhamento das cadelas a cada dois dias por meio de citologia vaginal para
identificacdo do estro, caracterizado por uma reducdo na proporcéo de células
basais e intermedi&rias, com quantidade superior a 80% de céulas
queratinizadas. Além disso, a observacdo do comportamento (cauda levantada,
posicdo firme na presenca do macho e aceitacdo de monta) dessas fémeas frente
a pelo menos dois machos foi associada a citologia para a confirmacéo de estro.
Assim que o estro era identificado, as amostras eram colhidas. Nesse momento
ndo foi permitida a monta efetiva, e com isso a cadela ndo entrava em gestagao;
Diestro 1 (MD1): 30 dias ap0s o estro, com confirmagdo por meio de citologia
vaginal (grande numero de neutréfilos, com igua propor¢do de céulas
superficiais e intermediarias);

Diestro 2 (MDZ2): 60 dias ap0s o0 estro, com confirmagdo por meio de citologia
vagina (grande numero de neutrofilos, com igua proporcdo de céulas

superficiais e intermediarias)



Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagio Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP Campus de Botucatu em 05 de

outubro de 2007.

Colheita e Conservacéo das Amostras

Foi colhido sangue da veiajugular em todos os momentos estudados em:
- tubos a vécuo® com anticoagulante EDTA, para a contagem de plaquetas.

- tubos a véacuo® com anticoagul ante citrato de sédio a 3,2%, na proporcéo de 1
parte para 9 partes de sangue, em banho de gelo, para a determinagdo do antigeno do
FYW (FYW:Ag), abumina e cortisol. As amostras de sangue foram imediatamente
centrifugadas a 1710 X g por 15 minutos, para a obtencdo do plasma, e mantidas em

microtubos tipo Eppendorf, a-80°C até o momento do processamento.

Exameslaboratoriais
Contagem de plaquetas

A contagem de plaguetas foi realizada em contador €eletronico de cdlulas’. A
morfologia celular plaquetaria foi realizada através de esfregacos sanguineos, corados
pelo método Romanowski*®, sendo que em todos os momentos estudados, os animais do
estudo tiveram valores normais® para contagem plaguetdria (200.000 a 500.00/ uL

sangue).

Antigeno do FYW (FVYW:AQ)

A dosagem do FYW:Ag foi realizada pelo método de ELISA direto (teste semi

quantitativo comparativo), com anticorpo anti-FvW canino®, conforme a técnica



preconizada pelo fabricante. As amostras controle foram gentilmente cedidas pelo Dr

James Catalfamo, Universidade de Cornell.

Albumina
A concentraco de albumina foi determinada em plasma citratado®, pelo método

do Verde de Brocomcresol® e a mensuracao realizada em aparelho semi-automético'.

Cortisol

A concentracdo de cortisol foi dosada no plasma citratado®, por
radioimunoensaio® no Laboratdrio Clinico do Instituto Brasileiro de Diagndsticos e
Especialidades Veterindrias (PROVET Moema). O cortisol foi dosado apenas nos

momentos Gestacdo 1, Parto, Lactacdo 1, Lactagdo 3 e anestro.

Andlise estatistica

Ap6s a obtencdo dos resultados da dosagem do FvW, os animais foram divididos
em dois grupos (Grupo | e Grupo Il). Os dados de dosagens do FvW:Ag, albumina e
cortisol foram divididos nesses grupos e repetidos ao longo do tempo (Momentos —
Gestagdo |, Gestagdo |1, Parto, Lactacdo |, Lactacdo |1, Lactacdo |11, Anestro, Pré estro,
Estro, Diestro | e Diestro 1), sendo realizada uma andlise em medida repetida através do
PROC MIXED, segundo um esquema fatorial, considerando os efeitos de grupo e
tempo e a interacdo grupo* tempo. Os dados de FYW:Ag e cortisol foram normalizados
através de uma transformagdo raiz quadrada. A interacdo foi decomposta em efeitos
aninhados e as comparagdes multiplas foram feitas através do teste de Tukey gustado

para o delineamento em medidas repetidas.



A andlise de corrdlagdo das variaveis acima foi redlizada por meio da

determinagdo do coeficiente de correlagdo de Spearman em cada um dos grupos.

Em todas as andlises foi considerado o nivel de 5% de probabilidade ou o p-

valor correspondente. Todas as andlises foram feitas utilizando software comercial”.

Resultados

Os animais do Grupo | eram todos da raga Doberman, enquanto os animais do
Grupo Il eram de diversas racas (Collie, Labrador Retriever, Lhasa Apso, Poodle, SRD
e Yorkshire Terrier).

Na avaliacdo dos vaores encontrados para o antigeno do FvW (FVW:AQ)
observou-se um pico no MP, com clara evidéncia de aumento progressivo iniciando no
MGL1, nos dois grupos estudados (Gl e Gll). Ap6s o pico observado no MP ocorre
diminuicéo de tais valores para ambos os grupos (Fig 1 e Fig 2). ApGs essa diminuicéo,
os valores de FvW:Ag encontrados a partir de ML 3 permanecem estaveis durante todo o
ciclo estra da cadela (anestro, pro estro, estro e diestro), sem apresentar diferencas
estatisticas significativas entre momentos (MA, MPE, ME, MD1 e MD2) em ambos o0s
grupos.

Os valores encontrados no MA foram considerados como valores basais pré
gestacao, pelo fato desta fase do ciclo estral apresentar a menor influéncia hormonal em
cadelas ndo gestantes.®® Na avaliagio dos dois grupos isoladamente, os valores médios
para FvW:Ag no MP (57,09%) do G1 foram 70% maiores que os encontrados no MA
(34,06%), porém sem diferencas estatisticamente significativas, ja no Gl tais valores
foram aproximadamente 124% maiores (MP — 311,73% e MA — 139,30%), com

diferenca estatisticamente significativa entre MP e MA (p = 0,05).



A dosagem de albumina foi realizada para avaliagdo de alteragbes no volume
plasmatico em decorréncia da gestagdo. Como ndo existiram diferencas estatisticas
significativas entre grupos (Gl e GlI), os valores de albumina de ambos os grupos foram
avaiados conjuntamente (Fig 3). N&o foram observadas diferencas estatisticas entre
momentos nos dois grupos estudados. Ao contrario do ocorrido com o FYW:Ag, 0s
valores de albumina diminuiram durante a gestagdo, sendo o menor valor encontrado no
ML1. Até o ML3 os valores de albumina ainda néo haviam retornado aos valores basais
pré gestacdo (MA), e pelo fato de ndo ter se realizado mensuragdes entre os momentos
ML3 e MA néo se sabe ao certo em que periodo esses valores de albumina voltaram aos
valores basais (MA). Os valores de albumina durante o ciclo estral da cadela (anestro,
pro estro, estro e diestro) oscilaram pouco apés o fim da lactacdo. No Gl encontrou-se
uma correlagdo negativa entre o FVW:Ag e albumina (p = 0,05; r = -0,6), porém o
mesmo n&o ocorreu com o Gl.

Os vaores de cortisol também ndo mostraram diferencas estatisticas
significativas entre grupos, portanto ambos os grupos (Gl e Gll) foram avaliados
conjuntamente (Fig 4). Ocorreu um aumento da concentracdo plasmética de cortisol no
MP. Os valores encontrados para o cortisol ndo ultrapassaram os valores de referéncia
para a espécie canina.®* N&o foram observadas diferencas estatisticas significativas entre
momentos nos dois grupos estudados. N&o foi encontrada uma correlagdo entre
FvW:Ag e cortisol nos dois grupos estudados (p > 0,05), com valor der de -0,1 e 0,3,

para Gl e Gll respectivamente.

Discussao
A diminuicdo dos valores de albumina durante a gestacdo, com menores valores

sendo encontrados no ML 1 mostra um provavel aumento do volume plasmatico durante



a gestacdo, fato que também foi observado em outro estudo.* A concentracdo de
albumina diminui, enquanto o volume plasmético aumenta em mulheres gravidas', o
que também pode ter ocorrido no presente estudo, inclusive com uma correlacdo
significativa entre albumina e FYW:Ag em GII. A diminuicdo da resisténcia vascular
proporciona a ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona, que leva a expansao
do volume plasmético e consequente aumento do débito cardiaco, causando um
aumento da taxa de filtragdo glomerular (TFG) durante a gestacdo normal. Este aumento
da TFG pode ocasionar uma proteindria (niveis de até 300mg/dia), que € considerada
normal na gestacdo.’® A diminuicd da albumina plasmética observada durante a
gestacdo pode ter ocorrido pelo aumento do volume plasmatico e também pela
proteinuria fisiol6gica que ocorre na gestagdo. O FvW plasmatico é significativamente
maior em pacientes com proteindria, ™ fato que pode explicar a correlagéo obtida entre
FYW e a dbumina nos animais de GIl. O Gl nd mostrou correlagéo
provavelmente pelo menor aumento do FYW:Ag (animais portadores para DvW). Com
iSSO para se evitar que os valores do FYW:Ag sejam subestimados tem-se sugerido que
as concentracbes do FYW sgam corrigidas. Essa correcdo pode ser redizada pela
divisgo dos valores médios de FvW:Ag pelos valores médios de albumina.®*

O aumento do FvW durante o periodo de gestacdo ocorreu nos dois grupos,
portanto, pode-se afirmar que tanto animais portadores quanto animais ndo portadores
para DvVW respondem da mesma forma, ou seja, com aumento na concentracdo de FvW
durante a prenhéz com valor méximo encontrado no momento do parto. Este achado
corrobora com os achados de outros autores™ que também observaram tal elevacéo
durante a gestacdo, em animais portadores e ndo portadores para DvW. O FYW:Ag
também aumenta progressivamente durante a gravidez em seres humanos, sendo que os

valores mais atos sdo encontrados no final da gestacdo e no puerpério precoce,



apresentando diferencas estatisticas significativas em relagdo a mulheres ndo
gestantes.>"*’
Em diversas espécies ja foram relatadas alteracbes em proteinas relacionadas a

16,41 ég uas, 15

hemostasia durante o periodo de gestacdo, como 0s seres humanos e caes,
vacas e porcas.'® Essas ateragbes nos parametros hemostéticos durante a gestacdo
podem ocorrer para manter a integridade da ligagdo placenta-Utero, além de auxiliar nos
mecanismos hemostéticos na separacao de placenta e (itero no momento do parto.®

Os animais do Gl apresentaram uma diferenca estatistica significativa entre MA
e MP, sendo que este aumento na concentragcdo do FVW pode ocorrer no periodo de
gestacdo pelo desenvolvimento da placenta altamente vascularizada que apresenta um
grande niimero de células endoteliais em divisdo,*® este fato pode ter contribuido para
esse aumento do FYW:Ag no MP, pois ja foi demonstrado que culturas com células
endoteliais submetidas a divisdo produzem mais FYW que células que ndo estéo se
dividindo.* O desenvolvimento da vascularizaco placentaria em cadelas aumenta
rapidamente entre 28 e 49 dias de gestagdo, continuando a se desenvolver até o
momento do parto,” acompanhando a elevacéo do FvW:Ag que obtivemos a partir de
MGL. O desenvolvimento da vascularizagdo uterina durante a gestacéo também pode ter
auxiliado no aumento do Fvw.**

Os animais de Gl ndo demonstram diferenca estatistica significativa entre
MA e MP, apesar de ocorrer uma elevagdo de 70% entre os dois momentos. Esse fato
pode ter ocorrido por esses animais serem portadores para DvW, e com isso
apresentarem uma menor habilidade de aumentar a sintese de FvW,* o que também
pode explicar amaior elevacdo encontrada entre MA e MP no Gl (124%)).

Nos dois grupos estudados ndo se observaram diferencas estatisticas

significativas entre 0 momento cinco dias apés o parto (ML1) e o MA, mostrando que



essa crescente vascularizagdo placent&ria e uterina pode ter papel principal nesse
aumento na concentracdo do FvW durante a gestacdo, pois cinco dias apds o parto ja
ndo existe diferenca estatistica significativa com o MA, e a meia vida plasmatica do
FYW ndo é muito longa, ficando em torno de 8 a 10 horas apds a aplicacdo de
desmopressina em pacientes com DVW.* Se tal afirmagao for verdadeira a auséncia de
diferenca estatistica significativa seria esperada nesse caso, pois no parto uma grande
parte dessa vascularizagdo seria perdida abruptamente juntamente com a placenta. Essa
observacdo discorda da literatura,® que demonstrou que os valores de FvW:Ag em ces
retornam aos valores basais dentro de 14 dias ap6s 0 parto, e com isso existiria a
sugestéo do envolvimento de outros fatores no aumento da concentragdo do FvW.

A involucdo uterina em cées ocorre entre 28 e 42 dias ap0s o parto, sendo que
esse processo de involugéo se completa 84 dias apds o final da gestacdo,™* sugerindo
que a concentracdo do FYW deveria se manter elevada por um periodo maior de tempo
se a vascularizag&o uterina tivesse papel principa nesse aumento. Existe a possibilidade
da vascularizacdo uterina e placentaria sustentarem os altos niveis do FvW durante a
gestacdo, mas com 0 parto e consequente perda da placenta, a vascularizagdo uterina
sozinha ndo conseguiria mais sustentar esses altos valores. Além desses fatos, segundo
outros autores,* ndo se pode descartar totalmente a possibilidade de outros fatores se
somarem ao aumento da vascularizago uterina/placentaria na estimulacdo do aumento
do FvW:Ag.

Um fator que pode se somar a vascularizagdo uterina/placentaria no aumento dos
vaores de FYW:Ag durante a gestacdo € a variabilidade da interacdo da membrana
uterina com a placenta durante o desenvolvimento placentario.® Em espécies que
apresentam maior interacdo placenta/Utero ocorre um maior aumento da concentracao

do FvW, como observado em seres humanos que podem apresentar um aumento de até



4 vezes no FvW:Ag durante a gestacdo em relacdo aos val ores encontrados em mulheres
nao gestant%.“ Este aumento torna-se necessario, pois em seres humanos, ocorre uma
perda maior de tecido materno juntamente com a placenta, com aumento de
sangramento no momento do parto, j& em cdes ndo existe necessidade de um aumento
tdo acentuado, pois pelo fato de possuirem uma placenta endoteliocoria (circulacdo
materna separada da circulac@o fetal) ocorre um menor sangramento no momento do
parto,** corroborando com o aumento de 124% encontrado entre MA e MP, em GlII.

Nos dois grupos estudados ndo se encontraram diferencas estatisticas
significativas nos momentos pos lactaggo (MA, MPE, ME, MD1 e MD2),
diferentemente do que ocorre em seres humanos, que apresentam diferencas estatisticas
entre as fases do ciclo menstrual,** apesar de alguns autores afirmarem que tais
diferencas n&o existam.?*

Segundo alguns autores 0 aumento da concentragdo do FvW durante a gestacéo
possivelmente se deva as alteragdes hormonais, que podem interferir na liberagéo direta
(ligada exclusivamente a sintese, sem armazenamento) do FvW pelas céulas
endoteliais® Esses mesmos autores encontraram correlagBes  estatisticamente
significativas entre os hormonios reprodutivos (estradiol e progesterona) e o FvW em
cadelas gestantes, sendo que o estradiol apresenta uma correlacdo positiva e a
progesterona uma correlagdo negativa, porém estes mesmos horménios ndo se
correlacionam com 0 FYW em cadelas ndo gestantes durante o ciclo estral. 1sso mostra
gue devem existir outros fatores que atuam conjuntamente com a progesterona € o
estradiol para aterar a concentragdo do FvW, tanto na gestagdo como no ciclo estral em
cadelas.®

Apesar do cortisol sofrer um aumento apenas no peri parto,” sem alteracdes

evidentes durante a gestacdo, neste trabalho buscou-se uma correlagdo entre FYW:Ag e



cortisol durante os periodos de gestagdo, lactacéo e ciclo estral (cadelas ndo gestantes),
pois segundo a literatura® a concentracdo do FVW ndo se atera durante o ciclo estral
em cadelas ndo gestantes, apesar do aumento que ocorre nos niveis de estradiol e
progesterona durante tal ciclo. Segundo estes mesmos autores este fato sugere que em
cadelas ndo gestantes a concentracdo do FvW € independente do estradiol e
progesterona.

Os dois grupos estudados ndo apresentaram uma correlagdo entre cortisol e
concentragdo de FvW, tanto na gestacéo e lactagdo, quanto no ciclo estral de cadelas
ndo gestantes. 1sso comprova que o cortisol, apesar de ter sofrido um aumento no MP,
ndo tem correlagdo alguma com a flutuagdo do FYW:Ag em cadelas prenhes e em
lactacdo, e também com o ciclo estral de cadelas ndo prenhas. Segundo alguns autores™
vérias observagbes indicam que outros fatores agem conjuntamente com estradiol e
progesterona, tanto durante a gestagdo, como também na avaliacdo de cadelas ndo
gestantes. Os mesmos autores citam que outros hormoénios podem estar envolvidos no
controle do aumento do FYW durante a gestacéo, entre eles prolactina, vasopressinag,
ocitocina e cortisol. Porém nenhum destes se correlaciona perfeitamente com as
oscilagBes do FvW:Ag. Existem outras causas de aumento do FvW, entre elas exercicio,
azotemia, toxemia, doenca hepética, entre outras doen(;as.42 Tanto nessas condigoes,
como também durante a gestagdo, outros mediadores podem induzir a liberacdo do
Fvw.

Nesta pesquisa utilizou-se apenas animais da raca Doberman com DvW, sendo
gue provavelmente todos os animais apresentem o tipo | da DvW, com isso pode-se
afirmar que existe a necessidade de realizacdo de novos estudos envolvendo DVW e
gestacdo, envolvendo um maior nimero de animais e também animais que possuam 0s

outros tipos da doenca. Em seres humanos que apresentam uma leve deficiéncia de FvW



ocorre um aumento esponténeo do FYW:Ag durante a gestagdo, com uma completa
correcdo dessa deficiéncia, enquanto pacientes que apresentam o tipo Il ou |11 da doenca
necessitam de tratamento de reposi¢éo do fator paraimpedir sangramentos imediatos ou
tardios®?® Um estudo recente realizado em 2010 mostrou diferentes alteragdes no
FvW:Ag durante a gestagdo. Essa variacdo ocorreu de acordo com os tipos e mutagdes
de DvVW envolvidos, sendo que algumas pacientes conseguiram normalizar os valores
de FVYW:Ag durante a gravidez, enquanto outras ndo demonstraram quaisquer
alteractes.’

Com aredizacdo do presente estudo pode-se concluir que o FYW:Ag tem seus
valores alterados durante a gestacdo, tendo um valor maximo no momento do parto,
tanto em animais portadores, quanto em animais néo portadores para DVW. Os valores
de FvW ndo se alteraram em diferentes fases do ciclo estral subsequente a gestagdo em
cadelas portadoras ou ndo para DVW. Nao h& correlagdo entre cortisol e FVW:Ag
durante a gestagdo, lactagdo e ciclo estra nos animais estudados. Existe a necessidade
de se esclarecer quais fatores estimulam esse aumento, atuando conjuntamente com a
progesterona e estradiol (durante a gestagdo) ou atuando isoladamente em animais ndo
gestantes. A avaliagdo do FvW em cadelas durante a gestagdo pode gerar um resultado
falso negativo para a DvW, porém avaliagdo pode ser realizada em qualquer

periodo do ciclo estral em cadelas ndo gestantes.
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Figura 1. Variagdo do Antigeno do Fator de von Willebrand (FYW:Ag) durante os
momentos estudados nos animais do Grupo | (portadores para Doenca de von

Willebrand)
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Figura 2. Variagdo do Antigeno do Fator de von Willebrand (FYW:Ag) durante os
momentos estudados nos animais do Grupo Il (negativos para Doenca de von

Willebrand). * Diferenca estatistica em comparagdo ao Momento Anestro (p < 0,05).
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5-DISCUSSAO GERAL

Prevaléncia da DvW em cées da regido de Botucatu:

N&o foram encontrados dados na literatura sobre a prevaléncia da
DvW em animais sem histérico de alteracdes da hemostasia. A maior parte dos
relatos de prevaléncia sobre a DVW sédo realizados em racgas especificas,
sendo que a maioria destas racas possui alta incidéncia para um determinado
tipo da doenca.

Littlewood et al. (1987) relataram 13 casos de DvW no Reino Unido
num periodo de 18 meses, sem avaliacdo de valores de prevaléncia ou
incidéncia racial. Raymond et al. (1990) publicaram dados de DvW em 6.337
cées, todos Pastores de Shetland. Brooks et al. (1992) avaliaram achados
epidemiolégicos em Dobermans, Scottish Terriers e Pastores de Shetland,
porém estas racas possuem sabidamente alta incidéncia para diferentes tipos
da DvW. Stokol et al. (1995a e 1995b) estudaram a DvW em Dobermans e
Scottish Terriers, respectivamente, na Australia. Brooks et al. (1996)
descreveram 8 casos de DvW entre 335 animais testados, porém apenas na
raca Pointer alemao de pélo arame. Nenhum dos autores citados realizou uma
avaliacdo epidemioldgica sem levar em consideracdo os aspectos raciais. Por
este fato, a real prevaléncia da DvW ainda ndo € conhecida numa populagéo
geral de cées, sem distincdo quanto a raca e sem histérico de sangramentos.
Outra constatacdo € que a maioria desses autores utilizou amostras enviadas
aos respectivos servicos de hemostasia de suas Universidades, sendo que
essas amostras podem ser consideradas tendenciosas, uma vez que a maioria
destas sé@o enviadas normalmente por algum tipo de suspeita de alteracéo na
hemostasia, seja clinica ou mesmo de conhecimento prévio pela alta incidéncia

racial. Os dados obtidos nesta pesquisa mostram que a DvW tem uma



prevaléncia significativa (1,43%), sendo importante na avaliacdo de disturbios

hemostaticos na regido de Botucatu.

Diagnéstico da DvW:

A maioria dos artigos consultados cita o antigeno do fator de von
Willebrand (FVYW:Ag) como o teste de escolha para o diagndstico inicial da DvW
(Johnstone e Crane, 1991; Benson et al.,, 1991; Benson et al., 1992;
Slappendel et al.,, 1992; Burgess e Wood, 2008), porém neste estudo se
procurou outros testes que também tivessem capacidade de realizar esse
diagnostico, como TSMO, TTPa e FVIIl. Os resultados obtidos confirmaram
que esses testes nao podem ser considerados para o diagndstico inicial da
DvW, e podem contribuir apenas para uma melhor caracterizacdo da doenca

em caes.

FvW e gestacao:

A concentracdo do FvW aumenta durante a gestacdo em seres
humanos (Sanchez-Luceros et al., 2003; Brenner, 2004; Kujovich, 2005) e
também em cées (Moser et al.,, 1998), sendo que na espécie canina este
aumento ocorre tanto em pacientes portadores, quanto em pacientes nao
portadores para a DvW. No momento do parto pode ocorrer um aumento de
155% em cées que ndo possuem a DvW, e de 119% em cées com o tipo | da
DvW, quando comparados a valores basais pré-gestacdo (Moser et al., 1998),
porém essa oscilagdo ainda nado foi bem explicada em Medicina Veterinaria.
Existem fortes indicios de que os horménios reprodutivos (progesterona e
estradiol) tenham correlacdo com esse aumento, porém existe a possibilidade
de outros fatores, estimularem essa variagdo no FVYW (Moser et al., 1998).

O cortisol aumenta consideravelmente no periodo peri-parto
(Concannon et al., 1978). Essa oscilagdo nos valores de cortisol no momento
do parto poderia se correlacionar com o aumento do FVW, que também tem
seu apice nesse momento.

No presente estudo néo foi encontrada correlacdo entre o cortisol e o
FVW:Ag durante a gestacdo, tanto em animais negativos, quanto em animais
portadores para a DvW. Isso mostra a necessidade de se avaliar outras

variaveis, que podem agir conjuntamente ou mesmo isoladamente aos



horménios reprodutivos, explicando essa oscilagdo no FvW durante a
gestacdo. Alguns hormdnios podem estar envolvidos no controle do aumento
do FvW durante a gestacdo, entre eles prolactina, vasopressina e ocitocina
(Moser et al., 1998).

FvW e ciclo estral de cadelas n&o gestantes:

O FvW nédo sofre oscilagbes durante o ciclo estral de cadelas nao
gestantes ou lactantes, apesar das grandes oscilacbes nos niveis de
progesterona e estradiol (Moser et al., 1998). Isso comprova que outros fatores
devem estar envolvidos no aumento do FvW durante a gestagéo, pois se essa
correlagdo dependesse apenas dos hormoénios reprodutivos, deveria ocorrer
oscilacdo do FvW também durante o ciclo estral de cadelas ndo gestantes.

Segundo Miller et al. (2002) existem alteracdes do FvW durante o ciclo
menstrual da mulher, com diferencas significativas da fase folicular precoce e
tardia em relagdo ao periodo da menstruacdo, ja Kadir et al. (1999) e
Onundarson et al. (2001) afirmam que tais diferencas ndo existem, e que 0
sangue para o diagnostico da DvW poderia ser colhido em qualquer fase do
ciclo estral em mulheres. Os trés estudos ndo avaliaram as oscilacbes dos
valores de FvW em mulheres com DvW, sendo que pacientes positivos podem
se portar de maneira diferente de pacientes negativos para esta doenca, sem
considerar os diversos tipos da DvW, que seriam outras variaveis a serem
estudadas. O simples fato de trabalhos recentes, realizados em Medicina
humana mostrarem resultados contrarios, justifica a necessidade de realizacdo
de novos estudos em Medicina Veterinaria, buscando confirmacdes de que em
cées realmente ndo existem oscilacdes do FvW durante o ciclo estral.

No estudo conduzido por Moser et al. (1998), ndo se considerou o
ciclo estral subsequente ao parto para avaliacdo de possiveis alteracdes do
FvW, sendo os animais avaliados em momentos distintos para gestacéo e ciclo
estral de cadelas ndo gestantes.

O presente estudo buscou essa avaliagdo, ou seja, acompanhar as
cadelas a partir da gestacéo, passando sequencialmente pelo parto, lactagéo,
anestro, pro estro, estro e diestro ndo gestacional, sendo que também néo
foram observadas diferencas estatisticas significativas entre os diversos

momentos estudados. Novos estudos poderiam ser realizados, com aumento



do nimero de momentos estudados, além do envolvimento de animais

portadores para a DvW, e da inclusdo de animais que apresentem os trés tipos

da doenca (tipo I, Tipo Il e tipo IlI).

6-CONCLUSOES GERAIS

Analisando os resultados, concluiu-se que:

A prevaléncia da DvW em cédes sem evidéncias clinicas de hemorragia
na regido de Botucatu — S&o Paulo é de 1,43%, sem evidéncias de
predisposi¢cdo sexual, ocorrendo uma maior incidéncia nas ragas

Dobermann Pinscher e Golden Retriever;

O VWF:Ag € o teste de escolha para o diagnéstico inicial da DvW, sendo
gue o TSMO, TTPa e o FVIII ttm um valor limitado para o diagnostico
da DvW,

O FVW:Ag altera seus valores durante a gestacdo, apresentando um
valor maximo no momento do parto, tanto em animais portadores,

guanto em animais nao portadores para DvW,

N&o héa alteragbes nos valores de FVW nas diferentes fases do ciclo

estral subsequentes a gestacao;

N&o ha correlacéo entre cortisol e FYW:Ag durante a gestacao, lactacao

e ciclo estral em caes;

A coleta de amostras para diagnostico da DvW néao é indicada durante a
gestacdo ou lactacdo, pois pode ocorrer falso positivo, porém essa
coleta pode ser realizada em qualquer periodo do ciclo estral em

cadelas ndo gestantes.
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Anexo 3



Avaliac¢des individuais dos 350 animais utilizados para estudo de

prevaléncia da DvW.

Quadro 1. Distribuicdo entre raca e sexo dos 350 animais testados para Doenca de Von

Willebrand, demonstrando valores absolutos e percentuais da raca, e de machos e fémeas no

total das amostras colhidas.

Racas Machos |Fémeas | TOTAL | % TOTAL | % Machos | % Fémeas
Schnauzer 6 10 16 4.57 1.71 2.86
Dachshund 12 4 16 4.57 3.43 1.14
SRD 16 41 57 16.29 4.57 11.71
Labrador 2 5 7 2.00 0.57 1.43
Pastor Alemao 4 3 7 2.00 1.14 0.86
Poodle 19 42 61 17.43 5.43 12.00
Cocker Spaniel 19 20 39 11.14 5.43 5.71
Springer Spaniel 1 0 1 0.29 0.29 0.00
Yorkshire Terrier 11 3 14 4.00 3.14 0.86
Maltés 11 13 24 6.86 3.14 3.71
Beagle 3 8 11 3.14 0.86 2.29
Pastor Belga 2 2 4 1.14 0.57 0.57
Rottweiler 3 4 7 2.00 0.86 1.14
Dobermann 1 2 3 0.86 0.29 0.57
West Highland Terrier 3 0 3 0.86 0.86 0.00
Shih Tzu 2 6 8 2.29 0.57 1.71
Fox Paulistinha 1 3 4 1.14 0.29 0.86
Dalmata 1 0 1 0.29 0.29 0.00
Boxer 2 10 12 3.43 0.57 2.86
Golden Retriever 2 1 3 0.86 0.57 0.29
Lhasa Apso 7 8 15 4.29 2.00 2.29
Welsh Corgi Premboke 1 0 1 0.29 0.29 0.00
Pug 1 3 4 1.14 0.29 0.86
Bichon Frise 3 2 5 1.43 0.86 0.57
Pit Bull 1 1 2 0.57 0.29 0.29
Pequinés 0 1 1 0.29 0.00 0.29
Pinscher 4 4 8 2.29 1.14 1.14
Fila Brasileiro 0 1 1 0.29 0.00 0.29
Husky Siberiano 0 3 3 0.86 0.00 0.86
Chow Chow 1 0 1 0.29 0.29 0.00
Basset Hound 1 0 1 0.29 0.29 0.00
Pointer 1 0 1 0.29 0.29 0.00
Lulu Pomerania 0 1 1 0.29 0.00 0.29
Schnauzer Gigante 2 0 2 0.57 0.57 0.00
Border Collie 1 0 1 0.29 0.29 0.00
Dogue de Bourdeaux 0 1 1 0.29 0.00 0.29
Akita 0 1 1 0.29 0.00 0.29
Fox Terrier 1 0 1 0.29 0.29 0.00
Setter Irlandés 0 1 1 0.29 0.00 0.29
Malamute Alaska 1 0 1 0.29 0.29 0.00
TOTAL 146 204 350 100.00 41.71 58.29




(FYW:Ag acima de 70%) da raca Beagle.

Quadro 2. Valores individuais, média e desvio padrdao do FVvW:Ag (%) dos animais sadios

N°Amostra Raca Sexo | FYW:Ag (%)

22 Beagle F 173.76
171 Beagle M 133.24
176 Beagle F 143.14
197 Beagle F 194.71
201 Beagle F 245.63
226 Beagle M 163.77
258 Beagle F 152.48
347 Beagle F 105.25
356 Beagle F 204.11

Média 168.46

Desvio Padréo 41.98

(FYW:Ag acima de 70%) da raca Bichon Frise.

Quadro 3. Valores individuais, média e desvio padrdo do FYW:Ag (%) dos animais sadios

N°Amostra Raca Sexo | FYW:Ag (%)
76 Bichon Frise M 179.57
135 Bichon Frise F 226.89
195 Bichon Frise F 162.19
207 Bichon Frise M 266.70
213 Bichon Frise M 152.12
Média 197.49
Desvio Padréo 48.16

(FYW:Ag acima de 70%) da raca Boxer.

Quadro 4. Valores individuais, média e desvio padrdao do FVvW:Ag (%) dos animais sadios

N°Amostra Raca Sexo | FvW:Ag (%)

73 Boxer F 104.61
110 Boxer F 239.96
124 Boxer F 110.55
154 Boxer F 197.97
166 Boxer F 138.72
184 Boxer M 119.21
247 Boxer F 74.82
251 Boxer F 115.27
265 Boxer F 221.07
322 Boxer F 82.91
378 Boxer M 107.34

Média 137.49

Desvio Padréao 56.21




Quadro 5. Valores individuais, média e desvio padrdo do FYW:Ag (%) dos animais sadios
(FYW:Ag acima de 70%) da raga Cocker Spaniel.

N°Amostra Raca Sexo | FvW:Ag (%)
12 Cocker Spaniel [ M 180.16
18 Cocker Spaniel [ M 116.44
30 Cocker Spaniel F 84.05
35 Cocker Spaniel [ M 178.09
52 Cocker Spaniel F 193.00
56 Cocker Spaniel [ M 148.99
72 Cocker Spaniel M 80.22
96 Cocker Spaniel F 70.66
104 Cocker Spaniel M 81.38
152 Cocker Spaniel [ M 135.33
178 Cocker Spaniel F 76.57
185 Cocker Spaniel [ M 113.70
198 Cocker Spaniel F 199.24
202 Cocker Spaniel F 80.40
205 Cocker Spaniel | M 236.59
217 Cocker Spaniel M 165.67
225 Cocker Spaniel M 276.69
235 Cocker Spaniel F 77.65
243 Cocker Spaniel M 100.61
272 Cocker Spaniel F 91.10
276 Cocker Spaniel [ M 79.61
283 Cocker Spaniel F 340.56
288 Cocker Spaniel F 140.69
318 Cocker Spaniel F 81.91
335 Cocker Spaniel M 83.39
352 Cocker Spaniel M 133.18
361 Cocker Spaniel F 77.88
365 Cocker Spaniel F 223.33
371 Cocker Spaniel M 151.38

Média 137.88
Desvio Padréo 68.41




Quadro 6. Valores individuais, média e desvio padrdao do FVYW:Ag (%) dos animais sadios
(FvW:Ag acima de 70%) da ragca Dachshund.

N°Amostra Raca Sexo | FvW:Ag (%)

7 Dachshund M 145.49

14 Dachshund F 143.75

59 Dachshund F 144.37

60 Dachshund F 125.87

79 Dachshund F 288.51

89 Dachshund F 143.84

143 Dachshund F 139.48

192 Dachshund F 198.04

237 Dachshund F 111.62

261 Dachshund M 176.25

281 Dachshund F 199.73
284 Dachshund F 76.51

286 Dachshund M 104.01

291 Dachshund F 115.12

307 Dachshund F 111.22
Média 148.25
Desvio Padréo 51.51

Quadro 7. Valores individuais, média e desvio padrdo do FYW:Ag (%) dos animais sadios

(FYW:Ag acima de 70%) da raca Fox Paulistinha.

N°Amostra Raca Sexo [ FYW:Ag (%)
32 Fox Paulistinha M 183.85
86 Fox Paulistinha F 115.14
165 Fox Paulistinha F 131.68
Média 143.56
Desvio Padréo 35.87

Quadro 8. Valores individuais, média e desvio padrdo do FVW:Ag (%) dos animais sadios

(FYW:Ag acima de 70%) da raga Husky Siberiano.

N°Amostra Raca Sexo | FvW:Ag (%)
134 Husky Siberiano F 208.47
222 Husky Siberiano F 619.80
308 Husky Siberiano F 150.45
Média 326.24
Desvio Padréo 255.88




(FYW:Ag acima de 70%) da raca Labrador.

Quadro 9. Valores individuais, média e desvio padrdao do FVYW:Ag (%) dos animais sadios

N°Amostra Raca Sexo [ FvW:Ag (%)

9 Labrador F 239.78

49 Labrador M 175.52

125 Labrador F 202.50

194 Labrador F 89.54

273 Labrador M 176.91

349 Labrador F 110.12
Média 165.73
Desvio Padréo 56.49

(FYW:Ag acima de 70%) da raga Lhasa Apso.

Quadro 10. Valores individuais, média e desvio padrdo do FYW:Ag (%) dos animais sadios

N°Amostra Raca Sexo | FYW:Ag (%)
44 Lhasa Apso M 104.95
147 Lhasa Apso M 245.75
161 Lhasa Apso F 91.20
167 Lhasa Apso M 100.82
175 Lhasa Apso F 178.15
182 Lhasa Apso F 144.52
193 Lhasa Apso F 120.00
200 Lhasa Apso F 159.47
278 Lhasa Apso F 241.09
303 Lhasa Apso F 184.32
321 Lhasa Apso M 152.65
344 Lhasa Apso M 101.00
357 Lhasa Apso F 205.52
366 Lhasa Apso M 112.28
Média 152.98

Desvio Padréo

52.00




Quadro 11. Valores individuais, média e desvio padrdo do FVYW:Ag (%) dos animais sadios
(FvW:Ag acima de 70%) da raca Maltés.

N°Amostra Raca Sexo | FvW:Ag (%)
20 Maltés M 71.44
21 Maltés F 193.94
48 Maltés F 155.27
77 Maltés F 187.00
78 Maltés M 165.57
93 Maltés F 74.49
114 Maltés F 92.42
119 Maltés M 99.31
120 Maltés M 189.67
140 Maltés F 75.10
158 Maltés F 100.95
189 Maltés F 73.87
214 Maltés F 142.67
218 Maltés M 74.72
227 Maltés M 319.01
236 Maltés M 184.99
244 Maltés F 74.63
249 Maltés M 101.00
260 Maltés M 218.62
293 Maltés F 115.12
358 Maltés F 200.84
370 Maltés F 133.49
Média 138.37
Desvio Padréo 64.04

(FYW:Ag acima de 70%) da raga Pastor Alemao.

Quadro 12. Valores individuais, média e desvio padrdo do FVvW:Ag (%) dos animais sadios

N°Amostra Raca Sexo [ FvW:Ag (%)
10 Pastor Alemao M 165.20
62 Pastor Alemao M 189.92
69 Pastor Aleméo M 140.27
128 Pastor Alemao F 172.04
270 Pastor Alemao M 239.90
304 Pastor Alemao F 151.49
Média 176.47
Desvio Padréo 35.45




(FYW:Ag acima de 70%) da raca Pastor Belga.

Quadro 13. Valores individuais, média e desvio padrdo do FVYW:Ag (%) dos animais sadios

N°Amostra Raca Sexo [ FvW:Ag (%)
23 Pastor Belga M 158.52
70 Pastor Belga M 148.65
199 Pastor Belga F 169.01
268 Pastor Belga F 129.49
Média 151.42
Desvio Padréo 16.81

(FvW:Ag acima de 70%) da raca Pinscher.

Quadro 14. Valores individuais, média e desvio padrdo do FYW:Ag (%) dos animais sadios

NCAmostra Raca Sexo | FYW:Ag (%)
92 Pinscher M 161.73
111 Pinscher F 78.85
113 Pinscher M 74.61
155 Pinscher F 233.27
262 Pinscher M 215.13
285 Pinscher F 108.35
289 Pinscher M 234.03
369 Pinscher F 148.27
Média 156.78
Desvio Padréo 66.00

Quadro 15. Valores individuais, média e desvio padrdo do FVYW:Ag (%) dos animais sadios
(FvW:Ag acima de 70%) da raca Pit Bull.

N°Amostra Raca Sexo | FvW:Ag (%)
83 Pit Bull M 277.14
364 Pit Bull F 81.37
Média 179.26
Desvio Padréo 138.43




Quadro 16. Valores individuais, média e desvio padrdo do FVYW:Ag (%) dos animais sadios
(FYW:Ag acima de 70%) da raca Poodle.

N°Amostra Raca Sexo | FYW:Ag (%)
11 Poodle F 146.81
13 Poodle F 155.22
17 Poodle F 146.81
19 Poodle F 104.02
39 Poodle M 113.64
41 Poodle F 86.40
45 Poodle M 129.90
61 Poodle F 83.52
67 Poodle F 94.69
71 Poodle M 85.11
75 Poodle M 125.50
85 Poodle F 80.33
97 Poodle F 79.23

103 Poodle F 165.87
105 Poodle F 104.05
116 Poodle F 131.37
130 Poodle M 157.47
132 Poodle F 95.72

146 Poodle F 148.64
168 Poodle F 99.66

172 Poodle M 231.88
177 Poodle F 85.25

187 Poodle M 159.79
204 Poodle F 283.33
211 Poodle M 230.65
215 Poodle M 255.95
221 Poodle F 209.49
230 Poodle F 120.85
232 Poodle M 87.94

239 Poodle M 193.97
245 Poodle F 198.05
248 Poodle M 78.86

252 Poodle M 294.63
254 Poodle F 205.50
274 Poodle F 138.08
279 Poodle F 332.23
282 Poodle F 72.63

299 Poodle M 215.99
302 Poodle F 111.22
310 Poodle F 129.75
314 Poodle F 143.67
320 Poodle F 74.80

331 Poodle F 152.79
337 Poodle M 126.31

Continua...



N°Amostra Raca Sexo | FYW:Ag (%)

340 Poodle M 129.47
346 Poodle F 139.15
353 Poodle F 162.42
354 Poodle F 142.40
359 Poodle F 141.74
362 Poodle F 304.96
368 Poodle F 118.81

Média 149.15

Desvio Padrao 63.88

(FYW:Ag acima de 70%) da raca Pug.

Quadro 17. Valores individuais, média e desvio padrdo do FVYW:Ag (%) dos animais sadios

NCAmostra Raca Sexo | FYW:Ag (%)
53 Pug F 181.63
139 Pug F 305.60
220 Pug F 304.23
259 Pug M 250.52
Média 260.49
Desvio Padr&o 58.50

(FYW:Ag acima de 70%) da raca Rottweiler.

Quadro 18. Valores individuais, média e desvio padrdo do FYW:Ag (%) dos animais sadios

N°Amostra Raca Sexo | FYW:Ag (%)
25 Rottweiler F 92.52
81 Rottweiler M 81.53
149 Rottweiler F 992.95
157 Rottweiler F 188.65
179 Rottweiler M 131.89
250 Rottweiler F 80.80
255 Rottweiler M 258.08
Média 260.92
Desvio Padrao 329.32




(FvW:Ag acima de 70%) da raca Schnauzer.

Quadro 19. Valores individuais, média e desvio padrdo do FVYW:Ag (%) dos animais sadios

N°Amostra Raca Sexo | FvW:Ag (%)

6 Schnauzer F 115.05

34 Schnauzer F 71.07

36 Schnauzer M 135.71

88 Schnauzer F 72.27

121 Schnauzer M 75.26

174 Schnauzer M 78.95

190 Schnauzer M 115.03

257 Schnauzer M 195.81

312 Schnhauzer M 144.02

313 Schnauzer F 132.61

329 Schnauzer M 78.78

330 Schnauzer M 72.35

334 Schnauzer M 243.45

351 Schnauzer M 209.11
Média 124.25
Desvio Padréo 56.86

Quadro 20. Valores individuais, média e desvio padrdo do FvW:Ag (%) dos animais sadios
(FYW:Ag acima de 70%) da raca Shih Tzu.

N°Amostra Raca Sexo | FvW:Ag (%)
29 Shih Tzu F 128.60
131 Shih Tzu F 144.33
160 Shih Tzu F 135.86
173 Shih Tzu M 139.70
309 Shih Tzu M 153.03
311 Shih Tzu F 105.43
336 Shih Tzu F 203.51
367 Shih Tzu F 157.62
Média 146.01
Desvio Padréo 28.25




Quadro 21. Valores individuais, média e desvio padrdo do FVYW:Ag (%) dos animais sadios
(FvW:Ag acima de 70%) da raca SRD.

N°Amostra Raca Sexo [ FvW:Ag (%)
8 SRD M 166.34
31 SRD M 187.63
47 SRD F 282.08
54 SRD F 105.14
55 SRD M 133.87
57 SRD F 84.13
63 SRD M 238.01
64 SRD M 99.76
68 SRD M 175.04
90 SRD F 86.63
91 SRD M 88.40
122 SRD M 153.59
138 SRD F 122.00
145 SRD F 126.87
169 SRD F 97.64
186 SRD F 94.32
188 SRD M 133.24
206 SRD F 214.76
208 SRD F 110.52
209 SRD F 149.20
210 SRD M 284.36
216 SRD F 177.39
219 SRD F 306.18
224 SRD F 89.41
229 SRD F 207.35
233 SRD F 96.32
238 SRD F 186.89
242 SRD F 73.77
256 SRD F 263.56
263 SRD F 190.79
264 SRD F 145.48
267 SRD F 195.00
269 SRD F 167.32
271 SRD F 358.29
275 SRD F 118.13
280 SRD M 205.50
287 SRD F 117.14
294 SRD M 77.43
295 SRD F 76.86
300 SRD F 180.05
315 SRD F 75.70
327 SRD F 337.35
332 SRD M 71.28
333 SRD F 242.25
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N°Amostra Raca Sexo | FvW:Ag (%)

338 SRD F 81.65
339 SRD F 265.77
345 SRD F 75.36
355 SRD F 242.95
372 SRD M 139.63

Média 161.19

Desvio Padréo 75.89

Quadro 22. Valores individuais, média e desvio padrdo do FVW:Ag (%) dos animais sadios
(FYW:Ag acima de 70%) da ragca West Highland Terrier.

N°Amostra Raca Sexo | FYW:Ag (%)
28 West Highland Terrier| M 115.75
328 West Highland Terrier| M 324.67
376 West Highland Terrier | M 85.12
Média 175.18
Desvio Padréo 130.37

(FYW:Ag acima de 70%) da raga Yorkshire Terrier.

Quadro 23. Valores individuais, média e desvio padrdo do FVW:Ag (%) dos animais sadios

N°Amostra Raca Sexo | FYW:Ag (%)
16 Yorkshire Terrier F 103.86
24 Yorkshire Terrier M 96.33
50 Yorkshire Terrier M 71.09
65 Yorkshire Terrier M 285.51
74 Yorkshire Terrier M 134.85
80 Yorkshire Terrier M 82.68
82 Yorkshire Terrier F 151.10
94 Yorkshire Terrier M 127.17
151 Yorkshire Terrier M 127.96
266 Yorkshire Terrier F 232.30
306 Yorkshire Terrier M 181.30
360 Yorkshire Terrier M 217.73
Média 150.99
Desvio Padréo 65.85




Quadro 24. Valores individuais do FYW:Ag (%) dos animais sadios (FYW:Ag acima de 70%)
das ragas Akita, Border Collie, Chow Chow, .Dalmata, Dobermann, Dogue Bourdeaux, Fila
Brasileiro, Fox Terrier, Golden Retriever, Malamute do Alaska, Pequinés, Pointer, Setter

Irlandés, Schnauzer Gigante, Springer Spaniel.

NPAmostra Raca Sexo | FvW:Ag (%)
277 Akita F 165.88
203 Border Collie M 113.37
137 Chow Chow M 140.72
38 Dalmata M 127.49
223 Dobermann F 101.52
228 Dogue Bourdeaux F 124.31
117 Fila Brasileiro F 356.90
292 Fox Terrier M 101.34
43 Golden Retriever M 181.58
377 Malamute Alaska M 128.80
87 Pequinés F 143.14
148 Pointer M 80.59
323 Setter Irlandés F 78.79
183 Schnauzer Gigante| M 91.00
15 Springer Spaniel M 137.82




Quadro 25. Valores individuais, média e desvio padrao do FYW:Ag (%), TSMO (s), TTPA (s) e

Atividade do Fator VIII (s) dos animais suspeitos (FVW:Ag entre 50 e 70%).

Raca N° amostra | Sexo | FVW:Ag (%) | TSMO (s) | TTPA (s) | FVIII (%)
Basset Hound 144 M 66.77 102 16 74.42
Beagle 27 M 66.18 100 16 115.00
Beagle 123 F 53.55 48 15 122.38
Boxer 42 F 66.63 95 16 74.42
Cocker Spaniel 112 M 53.02 99 15 84.28
Cocker Spaniel 118 F 54.51 60 17 79.20
Cocker Spaniel 126 F 58.84 78 13 89.68
Cocker Spaniel 159 M 63.33 106 14 84.28
Cocker Spaniel 191 F 62.81 111 15 74.42
Cocker Spaniel 212 F 58.41 96 14 84.28
Cocker Spaniel 297 F 67.94 78 16 101.55
Cocker Spaniel 316 F 63.49 65 15 84.28
Cocker Spaniel 317 F 67.54 55 17 65.72
Cocker Spaniel 325 M 65.28 45 12 95.43
Dachshund 290 M 68.43 86 12 95.43
Dobermann 26 M 61.33 142 17 84.28
Fox Paulistinha 40 F 63.67 86 17 84.28
Golden Retriever 163 M 66.46 90 16 101.55
Labrador 246 F 61.81 84 13 79.20
Lhasa Apso 170 M 61.38 85 14 74.42
Lulu Pomerania 162 F 63.80 98 13 84.28
Maltés 100 M 68.21 50 14 115.00
Maltés 150 M 65.25 112 12 95.43
Pastor Alemao 102 F 60.67 150 15 84.28
Poodle 51 F 59.84 70 17 74.42
Poodle 127 F 58.99 112 13 95.43
Poodle 180 M 60.35 61 13 89.68
Poodle 181 M 55.46 74 13 89.68
Poodle 196 M 61.31 85 13 101.55
Poodle 234 F 54.72 45 17 74.42
Poodle 240 F 57.08 58 13 95.43
Poodle 305 F 69.55 88 16 95.43
Poodle 324 F 51.40 72 17 84.28
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Raca N° amostra | Sexo | FYW:Ag (%) | TSMO (s) | TTPA (s) | FVIIl (%)
Schnauzer 296 M 60.62 98 15 89.68
Schnauzer 319 M 61.07 69 17 84.28
Schnauzer Gigante 326 M 62.65 98 13 84.28
SRD 37 F 62.95 52 20 74.42
SRD 109 F 54.03 45 11 95.43
SRD 142 M 51.92 125 15 108.07
SRD 231 M 64.07 99 17 69.94
SRD 241 F 58.79 78 13 84.28
SRD 253 F 65.39 100 15 95.43
SRD 298 F 51.16 85 14 89.68
Welsh Corgi Premboke 46 M 63.94 154 17 74.42
Yorkshire 58 M 55.55 135 17 74.42
Média 61.11 87.20 14.89 87.83
Desvio Padréo 5.05 27.48 1.92 12.48

Quadro 26. Valores de referéncia para TTPA (s), utilizando 8 animais e também um Pool (4

animais), sendo que todas as amostras utilizadas mostraram FvW:Ag > 70% (Animais sadios

para DvW).
TTPA (s)

andlise 1 | anadlise 2 | Média
Pool 16 17 16.5
Animal 1 14 13 13.5
Animal 2 13 14 13.5
Animal 3 16 18 17
Animal 4 14 15 14.5
Animal 5 12 12 12
Animal 6 12 13 12.5
Animal 7 13 15 14
Animal 8 17 20 18.5
Média 14.11 15.22 14.67
Desvio padrao 1.83 2.64 2.19




Quadro 27. Valores percentuais das racas sobre todas as amostras colhidas (350 animais),
para animais sadios, suspeitos e portadores para Doenca de von Willebrand.

Raca N° animais |Normal (%) |Suspeito (%) | Portadores (%)
Akita 1 100 0 0
Basset Hound 1 0 100 0
Beagle 11 81.82 18.18 0
Bichon Frise 5 100 0 0
Border Collie 1 100 0 0
Boxer 12 91.67 8.33 0
Chow Chow 1 100 0 0
Cocker Spaniel 39 74.36 25.64 0
Dachshund 16 93.75 6.25 0
Dalmata 1 100 0 0
Dobermann 3 33.33 33.33 33.33
Dogue Bourdeaux 1 100 0 0
Fila Brasileiro 1 100 0 0
Fox Paulistinha 4 75 25 0
Fox Terrier 1 100 0 0
Golden Retriever 3 33.33 33.33 33.33
Husky Siberiano 3 100 0 0
Labrador 7 85.71 14.29 0
Lhasa Apso 15 93.33 6.67 0
Lulu Pomerania 1 100 0 0
Malamute Alaska 1 100 0 0
Maltés 24 91.67 8.33 0
Pastor Alemao 7 85.71 14.29 0
Pastor Belga 4 100 0 0
Pequinés 1 100 0 0
Pinscher 8 100 0 0
Pit Bull 2 100 0 0
Pointer 1 100 0 0
Poodle 61 83.61 14.25 1.64
Pug 4 100 0 0
Rottweiler 7 100 0 0
SRD 57 85.96 12.28 1.75
Schnauzer 16 87.5 12.5 0
Schnauzer Gigante 2 50 50 0
Setter Irlandés 1 100 0 0
Shih Tzu 8 100 0 0
Springer Spaniel 1 100 0 0
Welsh Corgi Premboke 1 0 100 0
West Highland Terrier 3 100 0 0
Yorkshire Terrier 14 85.71 7.14 7.14




Anexo 4



Gréficos representativos, divididos por grupo, das variaveis albumina e

cortisol no estudo de gestacéo e FVW.
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Figura 1. Concentracdo de Albumina plasmatica (g/dL) durante os momentos estudados nos

animais do Grupo I.
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Figura 2. Concentracdo de Albumina plasmatica (g/dL) durante os momentos estudados nos

animais do Grupo Il.
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Figura 3. Concentracdo de Cortisol plasmatico (ug/dL) durante os momentos estudados nos
animais do Grupo |.
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Figura 4. Concentracdo de Cortisol plasmatico (ug/dL) durante os momentos estudados nos
animais do Grupo Il.
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