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AVALIAGAO DAS CONCENTRAGOES PLASMATICAS DE DIMERO-D EM
VACAS ADULTAS E SEUS BEZERROS ATE 24 HORAS DE IDADE

RESUMO - Os dimeros-D constituem os menores fragmentos dos produtos de
degradagao da fibrina e sao produzidos apos a lise pela plasmina da ligagao
cruzada da fibrina. Desta forma, os objetivos deste estudo foram determinar as
concentragbes plasmaticas de dimero-D e fibrinogénio de bezerros recém-
nascidos e em vacas pos-parto e comparar as concentragdes plasmaticas deste
marcador hemostatico entre os dois grupos. Aumentos significativos nas
concentragbes plasmaticas de dimero-D estdo ligadas a ocorréncia processo
inflamatorios (como peritonite, sepse), coagulacdo intravascular disseminada,
trombose de veia cava como por exemplo. As concentragdes plasmaticas de
dimero-D e de fibrinogénio ndo foram diferentes entre vacas pds-parto e
bezerros com até 24 horas de idade. Houve correlagao positiva significativa entre
as concentragdes plasmaticas de fibrinogénio entre os dois grupos. Nao houve
correlacdo entre as concentracdes plasmaticas de dimero-D entre os dois
grupos. Sendo assim, foi possivel estabelecer intervalos de referéncia para as
concentragcdes plasmaticas de dimero-D em vacas pos-parto e em bezerros

recém-nascidos.

Palavras-chave: bovinos, coagulacgéao, fibrinogénio, inflamacgao.



EVALUATION OF D-DIMER CONCENTRATION IN PLASMA OF COWS
ADULTS AND THEIR CALVES UNTIL 24 HOURS OF AGE

SUMMARY - The D-dimers are the smallest fragments of fibrin degradation
products and are produced by plasmin after lysis of fibrin cross-connection. Thus,
the objectives of this study were to determine plasma concentrations of D-dimer
and fibrinogen in newborn calves and postpartum cows and to compare plasma
concentrations of this hemostatic marker between these two groups. Significant
increases in plasma concentrations of D-dimers occur during inflammatory
processes (such as peritonitis, sepsis), disseminated intravascular coagulation
and vena cava thrombosis for example. Plasma concentrations of D-dimer and
fibrinogen were not different between groups. There was a significant positive
correlation between plasma fibrinogen concentrations between groups. There
was no correlation between plasma D-dimer between groups. Therefore, it was
possible to establish reference intervals for plasma concentrations of D-dimer in

postpartum cows and their newborn calves.

Keywords: cattle, coagulation, fibrinogen, inflammation.
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| INTRODUGAO

O sistema de coagulagédo do neonato difere em muitos aspectos ao dos
adultos. A investigacao de muitos defeitos hemostaticos em recém-nascidos é

limitada pela falta de valores normais de referéncia. (TAY et al., 2003).

Nos ultimos anos, tornou-se disponivel nos laboratorios clinicos uma
série de marcadores visando avaliar o processo da coagulag&o in vivo. Os
dimeros-D constituem os menores fragmentos dos produtos de degradagao da
fibrina e sdo produzidos apds a lise, pela plasmina, da ligagao cruzada da fibrina.
Em determinadas circunstancias, o excesso de plasmina formado e nao-
antagonizado pela antiplasmina pode agir sobre o fibrinogénio plasmatico,
transformando-o em produtos de degradacao do fibrinogénio (GAFFNEY,1998).
Niveis plasmaticos aumentados de dimero-D indicam uma exacerbacdo da

formacgao de fibrina como um aumento da acao da plasmina (OTT,1988).

O dimero-D é um neoantigeno formado quando a trombina inicia a
conversao de fibrinogénio para fibrina e ativa o fator Xlll para formar os
filamentos de fibrina pela plasmina. E indicativo da hemostase seriamente
prejudicada e o desenvolvimento de fibrindlise secundaria associada a CID
(SILVEIRA et al., 2010).

Em humanos, a determinagcdo de dimero-D tem sido largamente
empregada para exclusdo de trombose venosa profunda (TVP) e de acidentes
tromboembdlicos. Os testes imunoenzimaticos deste marcador possuem
aproximadamente 100% de sensibilidade e 60% de especificidade, o que confere
um alto valor preditivo negativo para o diagnéstico de TVP (KEE et al., 1998).
Além da TVP, um aumento de dimero-D em pacientes com condi¢des clinicas
relacionadas a formacéao de fibrina, refletindo a lise in vivo da fibrina estavel, tem

sido observado. Estas condi¢gbes incluem embolia pulmonar (EP), cancer,
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periodo pdés-operatério, trauma, coagulagado intravascular disseminada (CID)
entre outras (GAFFNEY, 1998; KEE et al., 1998).

Ha poucos dados disponiveis sobre as concentragdes plasmaticas de
muitos componentes do sistema hemostatico durante a infancia. Recentes
estudos em humanos adultos, pré-termo e criangas nascidas a termo
demonstram que os niveis de pro-coagulantes e anticoagulantes podem néo ser
semelhantes em criangas e adultos (ANDREW et al., 1992). Embora as
concentracbes da maioria dos pro-coagulantes e anticoagulantes atingem
valores quase-adultos por 6 meses de vida, continuam a existir discrepancias
significativas de adultos, para ambos os valores médios e os limites da
normalidade (ANDREW et al., 1992). Além disso, alguns estudos tém relatado
que os niveis plasmaticos de certos fatores de coagulagao e inibidores podem
nao alcangar os valores dos adultos até o inicio ou final da infancia (MONREAL
et al., 2000).

De acordo com os relatos da literatura, os niveis de dosagem do dimero-
D comegam a subir imediatamente apds a ativacdo da cascata fibrinolitica. O
conceito de utilizacdo de valores de dimero-D como uma ferramenta de
diagndstico é relativamente nova (SILVEIRA et al., 2010). Apesar da importancia
do diagndstico dos disturbios hemostaticos, os testes de coagulagdo raramente

s&o solicitados pelo médico veterinario na rotina clinica (KELLY et al., 2002).

Em humanos, produtos de degradacgédo da fibrina e dimero-D foram
relatados em 65% dos recém-nascidos a termo, provavelmente em resposta ao
trauma do trabalho de parto. O dimero-D é uma proteina grande, por isso sua
passagem placentaria € improvavel; portanto, os niveis de dimero-D no coto
umbilical podem refletir a ativagdo da fibrindlise fetal apdés o parto. Outras
possiveis explicagbes sdo que o dimero-D pode representar um pequeno grau
de ativacao da cascata da coagulagdo, como resultado dos ajustes circulatérios
do fechamento do ducto venoso e do ducto arterioso apds o nascimento.

Contudo, aumentos significativos deste marcador fibrinolitico denotam que os
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recém-nascidos sao capazes de remover a fibrina de forma eficiente (HUDSON
et al., 1990).

Varios estudos em caes e cavalos suportam o uso de dimero-D como
um teste sensivel para identificar estados de hipercoagulabilidade, doenca
tromboembdlica e CID (CESARINI et al.,, 2010; DELGADO et al.,, 2009;
MANGIERI, 2009; MONREAL, 2003; NARDI; KARPATKIN, 1986). Em cavalos,
apresentado um aumento acentuado da concentragédo plasmatica de dimero-D
esta associados com disturbios gastrointestinais isquémicos e inflamatorios
(incluindo peritonite) (DELGADO et al., 2009; CESARINI et al., 2010). Assim,
determinar as concentragdes de dimero-D poderia ajudar a identificar pacientes
criticamente doentes com alto risco de desenvolvimento de eventos
tromboembdlicos e CID, permitindo-lhes adaptar-se a abordagem terapéutica,

nesses casos, para diminuir a morbidade e mortalidade (MANGIERI, 2009).

O dimero-D demonstrou ser um excelente preditor positivo ou negativo
de peritonite. As concentragdes de produtos de degradacgao da fibrina e dimero-
D no sangue periférico e no liquido peritoneal tém sido descritos como
indicadores precisos de isquemia intestinal e peritonite em animais de laboratorio
e em pacientes humanos (ACOSTA; BJORK, 2003; COLLATOS et al., 1995;
ACOSTA et al., 2001), sendo que concentragdes mais elevadas de produto de
degradagao de fibrina servem como um marcador de isquemia intestinal
(ACOSTA et al., 2003; ALTINYOLLAR et al., 2006).

A concentracdo de fibrinogénio no liquido peritoneal pode estar
aumentada em animais com peritonite. No entanto, a concentracdo de
fibrinogénio tem valor diagnéstico limitado, porque sé existe uma fraca
associagao entre a concentragao de fibrinogénio peritoneal e a do sangue. Um
aumento da concentracao do produto de degradacgao de fibrina dimero-D indica
isquemia intestinal e inflamacao, com elevada sensibilidade e especificidade
(WIELE et al., 2008).
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O valor diagnostico em bovinos pode ser um resultado da alta atividade
de formacéo de fibrina durante a inflamacéo em bovinos em comparagdo com
outras espécies, e nas altas concentragdes de dimero-D resultantes (ANDREW
et al., 1992).

O fibrinogénio é a proteina mais usada para avaliar a reagédo de fase
aguda nos bovinos, mediada pelas citocinas, em reagédo do animal a patégenos
invasores, danos teciduais, reagdes imunoldgicas e processos inflamatérios, os
quais aumentarao a sintese de certas proteinas pelo figado (RADOSTITS et al.,
2002).
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Il REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hemostasia

A hemostasia pode ser definida como o processo que consiste na
manutengdo do sangue no estado fluido, garantindo a permeabilidade da rede
circulatéria e a prevengao da perda de sangue ocorrida nas situagdes de risco
de integridade vascular. Para que essas fungdes ocorram normalmente no
organismo, sao necessarios dois componentes principais: (a) um potente
mecanismo pré-coagulante capaz de formar tampdes hemostaticos nos sitios
comprometidos por rompimento vascular; (b) um sistema regulatério com
capacidade de limitar a formacao de tampdes hemostaticos somente para as
areas comprometidas. A hemostasia normal é mantida por um delicado equilibrio
entre 0s mecanismos pro-coagulante e regulatorio. No momento em que este
equilibrio € rompido, ocorre a instalacdo de um disturbio hemostatico com
sangramento excessivo ou formacgao de coagulos. O mecanismo pré-coagulante
€ normalmente desencadeado a partir do dano ou rompimento vascular. Ocorre
inicialmente uma migragdo de plaquetas para o local afetado, sendo entdo
constituido o tampao plaquetario que é reforcado pela rede de fibrina.
Mecanismos anticoagulantes garantem um controle cuidadoso da coagulagao e,
em condi¢gdes normais, pela necessidade da manutencéo do fluxo sanguineo,
eles prevalecem sobre os mecanismos pro-coagulante. Disturbios ocorridos no
balango natural entre os sistemas pro-coagulantes e anticoagulantes devido a
fatores genéticos ou adquiridos podem resultar em alteragdes hemorragicas ou
tromboticas (MORESCO, 2005).

A hemostasia primaria € o0 processo inicial da coagulagao
desencadeado pela lesdo vascular. Imediatamente, mecanismos locais
produzem vasoconstricio, alteragcao da permeabilidade vascular com produgao

de edema, vasodilatagdo dos vasos tributarios da regido em que ocorreu a leséo
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e adesédo das plaquetas. Assim, a vasoconstricao diminui o fluxo de sangue no
sitio de sangramento, tornando preferencial o fluxo pelos ramos colaterais
dilatados. Simultaneamente, a formacdo de edema intersticial diminui o
gradiente de pressao entre o interior do vaso lesado e a regiao adjacente,
produzindo um tamponamento natural e auxiliando a hemostasia (MACKIE,
1985).

A hemostasia secundaria é caracterizada pela conversdo do
fibrinogénio em um gel insoluvel de fibrina. A formacao das redes de fibrina
contribui para a estabilizagdo do tampao plaquetario no local onde ocorreu o
rompimento vascular. O processo de formagao do coagulo de fibrina pode ser
dividido em duas fases: a primeira fase consiste na formacéo da enzima pro-
coagulante trombina, enquanto a segunda fase consiste na conversdo do
fibrinogénio para fibrina com a subsequente polimerizagao e estabilizacdo
(KEARON et al.,, 2001; KOVACS et al., 2001). A trombina é uma enzima
fundamental para a coagulacdo sanguinea, apresentando muitas funcgdes
bioldgicas, incluindo a ativacao de plaquetas e a conversao do fibrinogénio em

redes de fibrina.

A cascata de coagulagao € caracterizada por uma série de reagdes
quimicas entre varias proteinas que convertem pré-enzimas (zimégenos) em
enzimas (proteases). Essas pro-enzimas e enzimas sdo denominadas fatores de
coagulagdo. A ativagdo destes fatores € iniciada pelo endotélio ativado e
finalizada na superficie das plaquetas ativadas e tem como produto essencial a
formacgao de trombina que promovera modificacdes na molécula de fibrinogénio
liberando monémeros de fibrina na circulacdo. Estes ultimos vao unindo suas
terminacdes e formando um polimero soluvel (fibrina S) que, sob a agao do fator
Xllla (fator XIlII ativado pela trombina) e ions calcio, produz o alicerce de fibras
que mantém estavel o agregado de plaquetas previamente formado (KEARON
et al., 2001).
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A cascata classica da coagulagdo, proposta em 1964 por
Macfarlane, et al. (1964), esta documentada em numerosos artigos e
compéndios. Apesar deste modelo possuir limitagdes e ndo conseguir explicar
satisfatoriamente todos os fendbmenos ligados a hemostasia in vivo, foi aceito por
quase cinquenta anos. Este modelo convencional referido como "cascata" foi
proposto para explicar a fisiologia da coagulagdo do sangue, segundo o qual a
coagulagao ocorre por meio de ativagao proteolitica sequencial de pro-enzimas
por proteases do plasma, resultando na formagdo de trombina que, entao,
quebra a molécula de fibrinogénio em monémeros de fibrina. Tal proposta divide
a coagulagcdo em uma via extrinseca (envolvendo elementos do sangue e
também elementos que usualmente nao estdo presentes no espacgo
intravascular) e uma via intrinseca (iniciada por componentes presentes no
espaco intravascular), que convergem para uma via comum, a partir da ativagéo
do fator X (FX). Na via extrinseca, o fator VII plasmatico é ativado pela presenga
de seu cofator, o fator tecidual (FT), formando o complexo fator VIl ativado/FT
(FVIla/FT), responsavel pela ativagao do fator Xll, que ocorre quando o sangue
entra em contato com uma superficie contendo cargas elétricas negativas. Tal
processo € denominado “ativacdo por contato” e requer ainda a presenca de
outros componentes do plasma: pré-calicreina (uma serinoprotease) e
cininogénio de alto peso molecular (um cofator ndo enzimatico). O fator Xl
ativado ativa o fator Xl que, por sua vez, ativa o fator IX. O fator IX ativado, na
presenca do fator VIII ativado por tragos de trombina, e em presenca e ions calcio
(complexo tenase), ativa o fator X da coagulacao, desencadeando a geragao de
trombina e, subsequentemente, formacdo de fibrina (LOTSPEICH-
STEININGER, 1992; ZAGO et al., 2005).

A fibrindlise € o mecanismo final da hemostasia, na qual o
fibrinogénio e a fibrina sdo degradados, promovendo a reparagao tecidual. Este
evento € mediado principalmente por uma proteina derivada do plasminogénio,
denominada plasmina. Durante a degradacgao da fibirna, formam-se os produtos
de degradagao de fibrina (BAKER, 2007; TROY, 1988;).
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Embora o conceito da “cascata” da coagulagao tenha representado
um modelo bem sucedido e um avango significativo no entendimento da
coagulacgao, observacdes experimentais e clinicas mais recentes demonstram
que a hipétese da cascata nao reflete completamente os eventos da hemostasia
in vivo (VINE, 2009).

A hemostase € um processo em cascata enzimatica controlada,
envolvendo plaquetas e proteinas de coagulagao especificas que resultam na
formacdo de cadeias insoluveis de fibrina. Embora seja qualitativamente
semelhante na maioria dos mamiferos, existem diferencas quantitativas nos
niveis circulantes de proteinas de coagulagéo individuais que contribuem para
as diferentes taxas de formacgao de coagulos. Na fase final da gestacdo humana,
aumentos significativos sdao observados nas atividades bioldgicas dos fatores de
coagulagdo VII, IX e X. E cdes as atividades dos fatores VIl e IX estédo
aumentadas no final da prenhez, enquanto na vaca e porca nenhuma alteracao
€ observada, exceto para o fator VIl que mostra um aumento significativo
somente no momento do parto. Na cadela e vaca dois aumentos distintos em
valores de fibrinogénio sado observados, o primeiro no periodo de gestagéo e o
segundo no periodo pos-parto imediato (GENTRY; LIPTRAP, 1988).

2.2 DIMERO-D

Nos ultimos anos, a descoberta de uma série de biomarcadores
possibilitou aos laboratérios clinicos a avaliacido eficiente do processo da
coagulacéo in vivo. Entre estes biomarcadores destaca-se a pesquisa sorologica
de dimero-D (CUNHA et al., 2012).

O dimero-D (DD) é o menor fragmento dos produtos de degradacao
da fibrina (PDF) e é produzido através da agao da plasmina que lisa a ligagao

cruzada da fibrina. O DD comporta-se como um biomarcador de ativacado da
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coagulagao e da fibrindlise secundaria, e esta invariavelmente e precocemente
aumentado sempre que houver formagédo de coagulo de fibrina intravascular
(CUNHA et al., 2012).

O plasma permanece fluido até 25% a 30% do fibrinogénio do
plasma ser clivado por trombina, permitindo o tempo necessario para a fibrina
polimerizar, promovendo simultaneamente a ativacdo da trombina do fator XIll|
plasmatico. O complexo de polimeros soluveis de fibrina, a trombina, e o fator
Xl plasmatico promove a formacao do fator Xllla, antes de ser detectado um gel
de fibrina (ADAM et al., 2009).

Mulheres gravidas apresentam, normalmente, ativacdo do sistema
hemostatico, o que constitui um importante mecanismo protetor contra
sangramentos excessivos por ocasidao do parto. O aumento progressivo de
dimero-D ao longo da gestagdo, com niveis maximos no momento do parto ja
foram descritos (ANDREW et al., 1987).

Gravidez e parto representam situagbes de estresse fisioldgico
adaptativo que provocam tanto alteragdes da coagulacdo de proteinas no
sangue como alteragbes endodcrinas. Constitui  um estado de
hipercoagulabilidade preparatério para o parto, através da produgdo dos
inibidores 1 e 2 do plasminogénio pela placenta, diminuindo a atividade
fibrinolitica e aumentando a agregacao plaquetaria. Ocorrem também reducéao
dos niveis de proteina S, elevacédo dos fatores I, VII, VIl e X e resisténcia
progressiva a atividade da proteina C. Concomitantemente, a compressao da
veia cava inferior pelo utero gravidico contribui para a estase venosa,

favorecendo, dessa forma, os fenémenos tromboticos (KALIL et al., 2008).

A CID desenvolve-se em decorréncia da geragdo excessiva de
proteases responsaveis pela formagao de fibrina e desenvolvimento de
fibrindlise em associagao com as falhas nos mecanismos inibitérios, produzindo
um estado de hipercoagulabilidade descontrolada com a formagéo de trombos.

De maneira geral, a CID tem uma fase de hieprcoagulabilidade seguida de uma
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fase hemorragica (KRISTENSEN, 2008; LEVI; CATE, 1999). Valores elevados
de dimero-D podem ser observados na CID, no tromboembolismo venoso, apds
procedimentos cirurgicos, na anemia hemolitica imunomediada, em doencas
hepaticas e renais, na insuficiéncia cardiaca, em condigbes neoplasicas e
hemorragia interna em animais (NARDI; KARPATKIN, 1986).

Em animais de grande porte a CID tem sido descrita em associagdo com
formas de processos seépticos localizados e/ou sistémicos (por exemplo,
salmonelose, metrite, mastite), neoplasias, disturbios gastrointestinais (por
exemplo, estrangulamento obstrucéo intestinal, enterite aguda, enteropatias com

perda de proteinas), doenga renal e anemia hemolitica (SOBIECH et al., 2013).

Na maioria das doencgas tromboembdlicas, a principal anormalidade nao
esta na coagulabilidade, mas sim no sitio onde ela é ativada. Tanto para executar
a hemostasia quanto para formar o trombo, o0 mecanismo de coagulagéo segue
0S mesmos passos, cujo conhecimento permite reconhecer anormalidades
geradoras de tromboses (FUCHS et al.,, 2004). Os trombos venosos sao
relativamente comuns no garrotilho em equinos, podendo acometer as veias
jugulares ou a veia cava caudal. A trombose da veia cava caudal, causada pela
abscedacgao hepatica e resultando em pneumonia embdlica e lesbes arteriais
pulmonares, ocorre em vacas, sendo descrita juntamente com a trombose da
veia cava cranial (RADOSTITS et al., 2002).

A incidéncia de trombose da veia cava caudal € baixa, isso
provavelmente ocorre por ser subdiagnosticada. Varias outras condicdes, tais
como a tromboflebite, a mastite, metrite ou podridao do casco também pode levar
a formacdo de trombos. Embolos sépticos do trombo podem espalhar-se para
as valvulas cardiacas e, mais geralmente, para a vasculatura pulmonar, o que
leva a broncopneumonia multifocal. Os animais afetados podem morrer
subitamente de hemorragia pulmonar secundaria a erosdao de um vaso
sanguineo no local da embolia, mas muitas vacas s&o abatidas por causa de

doenca crénica responder mal aos antimicrobianos (BRAUN, 2002). Exemplos
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menos comuns de trombose venosa incluem aqueles que ocorrem nos seios
faciais por drenagem de uma infecgdo facial ou causados pela migracéo de
larvas de parasitas. A trombose da veia tarsica € uma complicagado das infecgdes
do casco em bovinos (RADOSTITS et al., 2002).

Fragmentos livres de trombo da veia jugular, femoral ou uterina podem
causar tromboembolismo pulmonar. O tromboembolismo pulmonar ocorre em
cavalos pesados ap0s anestesia prolongada (trombose venosa profunda), em
bovinos em decubito (“sindrome da vaca deitada”) ou em qualquer animal que
passe por cateterizagcao intravenosa de longo prazo na qual o trombo se forma
no cateter e entdo se rompe (WIEMER et al., 2005). A pneumonia embdlica como
sequela da trombose da veia cava caudal € uma doenca relativamente comum
em bovinos da Europa e do Reino Unido. A doenga é rara em bovinos com
menos de um ano de idade, apesar de poder ocorrer em qualquer faixa etaria.
Ha preponderancia de animais acometidos nos rebanhos de engorda que
recebem alimentagdo macica baseada em gréos de cereais, com picos de
incidéncia nas época do ano em que a maioria dos bovinos recebe tal dieta.
Verifica-se a ocorréncia da doenca e a abscedacao hepatica decorrente de
ruminite induzida por acido lactico em animais submetidos a tais regimes
alimentares (RADOSTITS et al., 2002).

A Sindrome da Veia Cava Cranial (SVCC) foi descrita primeiramente por
William Hunter em 1757 em um paciente com sifilis e que desenvolvera
aneurisma sifilitico da aorta toracica, com consequente reducdo do fluxo
sanguineo da veia cava para o atrio direito (CORDEIRO; CORDEIRO, 2002;
DEMPKE et al., 1999; HUDSON et al., 1990;). Em Medicina Veterinaria esta
sindrome também é chamada de "Embolismo da veia cava", "Sindrome pés-
caval" ou "Hemoglobinuria dirofilarial". Em Medicina Veterinaria a SVCC é rara,
mas pode ocorrer secundaria a obstrucao fibrosa e/ou trombdtica do fluxo
sanguineo venoso para o atrio direito. Ou ainda em certos casos, esta
relacionada com a compressao da veia cava diretamente por processos

malignos intratoracicos ou pela dirofilariose (CIRINO et al., 2005; HIDAKA et al.,
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2003), sendo esta ultima a principal causa em animais (SOBIECH et al., 2013;
FOX et al., 1999; HIDAKA et al., 2003). Esta mesma sindrome foi descrita em
uma vaca Hereford com um trombo causado possivelmente por aspergilose
(BUENO et al., 2000).

Diversos casos de trombose da veia cava cranial s&o relatados em
vacas. Da mesma forma que na trombose da veia cava caudal, certo numero de
abscessos pulmonares desenvolve-se, causando sinais respiratérios que
consistem em tosse, hiperpnéia e intolerancia ao exercicio. A hipertensao
pulmonar ndo € uma das caracteristicas do problema, como ocorre na lesédo de
veia cava caudal. Pode ocorrer aumento da pressao na veia jugular com sua
consequente dilatacdo e edema. Sao relatados casos que acontecem em
animais jovens, sugerindo que a enfermidade advenha da infecgdo do coto
umbilical (RADOSTITS et al., 2002).

2.3 FIBRINOGENIO

O fibrinogénio € uma proteina plasmatica importante na inflamagao e por
ser precursor da fibrina tem fundamental importancia na coagulagdo. Constitui
de 3 a 6% do teor de proteina plasmatica total e € sintetizado por hepatdcitos.
Como o fibrinogénio é removido do plasma pelo processo de coagulagao, néo
se encontra fibrinogénio no plasma. Inflamagdo aguda ou dano tecidual pode
elevar os niveis plasmaticos de fibrinogénio, principalmente em bovinos, sendo
este um componente significante do hemograma na espécie (COLLA, 2009).
Também é chamado de proteina de fase aguda porque sua concentragao no

sangue no sangue aumenta rapidamente em resposta a processos inflamatérios.

E a proteina mais usada para avaliar a reacéo de fase aguda nos bovinos
(BENJAMIN, 1978; COLE, 1997; WEISS; PERMAN, 1992), mediada pelas

citocinas, em reacao do animal a patégenos invasores, danos teciduais, reagdes
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imunoldgicas e processos inflamatoérios, os quais aumentarao a sintese de certas
proteinas pelo figado (RADOSTITS et al., 2002).

A avaliagdo do fibrinogénio é utilizada na medicina veterinaria,
especialmente na bioquimica de grandes animais, como indicadora da presenca
de inflamacéo, infecgdo bacteriana ou trauma cirurgico. Isso € possivel, devido
ao aumento da sintese de fibrinogénio pelos hepatdcitos, que é resultante do
estimulo de IL-1, IL-6 e fator de necrose tumoral, os quais sao liberados durante
os eventos inflamatdrios e traumaticos. A concentragdo do fibrinogénio
frequentemente retorna ao limite normal, varios dias apds a destruigao tecidual
ter parado, levando a continuada elevagdo da gama-globulina, o que é

caracteristico de doengas crénicas (SILVA, 2006).

A concentragdo plasmatica de fibrinogénio ndo € afetada pela idade,
sexo, exercicio, repetido sangramento e hemorragia, entretanto, o nivel da
proteina encontra-se elevado em situagcdo de estresse, em varias condigdes
inflamatodrias, infecgdes supurativas, processos traumaticos e neoplasicos, em
muitas espécies, parecendo ser um melhor indicador de inflamacao para

bovinos, do que as alteragdes na contagem de leucécitos (SILVA, 2006).

Apds avaliarem o sangue de 716 bovinos e encontraram em 18,6%
dessas amostras nivel normal de fibrinogénio, mas a contagem total de
leucécitos elou contagem de neutrdfilos eram anormais. Outros 95%
apresentaram elevado nivel de fibrinogénio e contagem leucocitaria normal
Sutton e Hobman, (1975) concluiram portanto, que a dosagem do fibrinogénio &
melhor para a detecgcdo de doencgas inflamatérias ou traumaticas, do que a

contagem total e diferencial de leucécitos.

Além das causas de aumento e diminui¢ao do fibrinogénio, é importante
observar a relagao proteina plasmatica:fibrinogénio. Este indice é usado para
distinguir hiperfibrinogemia causada por doenga, ou associada com
desidratacio. Isso porque a hemoconcentragao produz um aumento relativo de

todos os componentes das proteinas plasmaticas, incluindo o fibrinogénio,
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entretanto, sua sintese elevada, ndo € acompanhada pela sintese aumentada
das outras proteinas (SILVA, 2006).

A finalidade deste estudo foi determinar as concentragcdes plasmaticas
de dimero-D e fibrinogénio no sangue de bezerros recém-nascidos saudaveis e
adultos e comparar as concentragdes plasmaticas de dimero-D de bezerros

recém-nascidos saudaveis e em plasma de adultos.
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Il MATERIAL E METODO

4.1 Animais

Foram utilizados 30 bezerros (19 machos e 11 fémeas) e 30 vacas pos-
parto, das ragas Holandesa (n = 9 vacas), Girolanda (n = 17 vacas) e Gir leiteira
(n =4 vacas), provenientes de propriedades produtoras de leite Tipo C na regido
de Andradina-SP. Todos os bezerros foram identificados com brinco na orelha
direita e mantidos com a mée por 5 dias apés o parto. Apos ordenha eram soltos
com a mae e retornavam ao piquete no periodo da tarde, permanecendo juntos
até a préxima ordenha. Este estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais (CEUA) local.

Os animais foram divididos em dois grupos: Grupo controle (vacas pos-
parto; n = 30) e Grupo experimental (bezerros n = 30). Somente foram incluidos

animais saudaveis até 24 horas apos o parto.
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4.3 Amostras
4.3.1 Sangue

O sangue foi colhido em frascos de polietleno a vacuo com
anticoagulante (EDTA)', para determinagdo de hemograma completo, proteina
total e fibrinogénio, ou em citrato de sédio’ para a quantificagido do dimero-D. as
amostras foram centrifugadas (200 g durante 5 minutos) para obtengdo do
plasma e armazenadas a -80°C até processamento das amostras. O hemograma
completo foi realizado com o uso de um analisador hematoldgico eletronico?. As
concentragcbes plasmaticas de proteina total foram determinadas através de

refratometrias.

Os niveis plasmaticos do fibrinogénio foram determinados pelo método
da precipitagéo pelo calor (56°C/3 minutos) e refratometria3. O fibrinogénio foi
calculado pela diferenca entre os valores de proteina total antes e depois de

submeter a amostra a precipitagao pelo calor.

4.3.2 Concentragcoes plasmaticas de dimero-D

As concentragdes plasmaticas do dimero-D foi mensurada com um kit
de imunoensaio comercial humano (validado para bovinos)* e lidas no leitor
especifico® conforme instrugdes do fabricante. Brevemente, foi realizada a pré-
lavagem do cartao teste aplicando-se 50uL de solugao de lavagem (evitando-se
tocar a membrana) no orificio do teste para essa solugédo ser introduzida no
cartdo. Em seguida, 50uL da amostra de plasma foram adicionados ao cartéo

teste. Apds sua absorgao completa, foram aplicados mais 50uL de conjugado no

! vacutainer com EDTA, Becton Dickinson Vacutainer Systems, Plymouth, Inglaterra.
2 Auto Hematology Analyzer MC 6200 VET, Maxcon.

3 Master Refractometer, Atago, Tokio, Japéo.

4 kit D-Dimer, Alere Inc., Ottawa, ON, Canada.

5> Nycocard reader I, Axis-Shield, Dundee, Escécia.
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mesmo dispositivo teste e por fim, apds sua absorc¢éo total, mais 50uL da solugao
de lavagem. Ao término da absorgado da solugéo da lavagem, o cartio teste foi
colocado no equipamento devidamente calibrado obtendo-se um resultado do

valor de dimero-D em menos de dois minutos.

4.4 Analise Estatistica

Um programa computacional® foi utilizado para realizar analises
estatisticas. Os dados obtidos para cada parametro estudado, nos diferentes
grupos experimentais, foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA),
seguida da comparagao entre as médias pelo teste t pareado e Wilcoxon. Os
dados foram apresentados como média * desvio padrao ou mediana (minimo e
maximo). Os dados foram considerados significativos com valor de p < 0,05 para

os diferentes tempos.

6 SAS, version 8, SAS Institute Inc, Cary, NC, Estados Unidos.
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IV RESULTADOS

Ao se avaliar o hemograma de vacas pds-parto e bezerros com até 24
horas de idade, observou-se que nado houve diferenga significativa nas
concentragbes de hemoglobina (p = 0,1450), nas concentragdes de proteinas
totais (p=0,5406) e nas taxas de hematodcrito entre os grupos (p=0,2942)
(Tabelas 1 e 2).

Nenhuma diferenga na contagem de leucdcitos (p=0,0569), linfocitos
(p=0,7621) e mondcitos (p=0,5240) foi observada entre os grupos (Tabelas 1 e
2). Entretanto, bezerros com até 24 horas de idade apresentaram contagem de
hemacias (p = 0,0473) e contagem de granuldcitos maiores (p=0,0059) que
vacas pos-parto (Tabela 2).

As concentragdes plasmaticas de dimero-D e de fibrinogénio n&o foram
diferentes (p=0,1514; p=0,4316, respectivamente) entre vacas poés-parto e

bezerros com até 24 horas de idade (Tabela 2).

Houve correlagao positiva significativa (r = 0,551; p = 0,0016) entre as

concentragdes plasmaticas de fibrinogénio entre os dois grupos.

Nao houve correlagéo (r = 0,053; p = 0,7815) entre as concentragdes

plasmaticas de dimero D entre os dois grupos.
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Tabela 1 - Valores de hemacias (x10%L) e leucdcitos (x10°/L), das concentragbes
de hemoglobina (g/dL) e de proteinas totais (g/dL) em vacas pos-parto
e bezerros nascidos com até 24 horas de vida. Os valores estao

expressos em média £ desvio padrao

Variavel Vacas pés-parto Bezerros
Hemacias (10"%/L) 7,71+ 1,832 8,76 + 2,06°
Leucdcitos (10°/L) 10,35 + 3,652 11,66 + 3,912
Hemoglobina (g/dL) 11,82 £ 2,662 10,79 £ 2,912
Proteinas totais (g/dL) 9,58 + 0,832 9,40 + 1,522

Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste t
pareado (p<0,05).
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Tabela 2 - Valores de granulécitos (x10°/L), linfécitos (x10%/L) e mondcitos
(x108/L), taxa de hematdcrito (%), concentragbes de dimero-D (mg/L)
e fibrinogénio (mg/dL). Os valores estdo expressos em mediana

(minimo e maximo)

Variavel Vacas pés-parto Bezerros
5,40P 7,202
Granulécitos
(1,00 — 11,30) (1,30 - 13,00)
2,852 2,602
Linfocitos (106/L)
(0,90 - 31,10) (1,10 -10,60)
1,102 1,102
Mondcitos (108/L)
(0,40 - 10,50) (0,60 — 2,30)
37,052 36,302
Hematocrito (%)
(26,70 — 68,30) (17,00 — 69,70)
Dimero-D (mg/L) 0,102 0,102
(0,10 -10,30) (0,10 -0,30)
Fibrinogénio 1,002 0,502
(mg/dL) (0,00 — 2,00) (0,00 — 2,00)

Médias seguidas pela mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de
Wilcoxon (p<0,05).
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V DISCUSSAO

O parto em humanos é um dos fendmenos naturais no qual ha
intervencao do profissional de saude, médico e enfermeiro, e a utilizagcdo de
instrumentos e medicagdes que aliviem o sofrimento materno (ACKER et al.,
2006). Existem varios relatos sobre a colheita de sangue do cordao umbilical
(SCU) em humanos, sendo que determinados fatores durante a colheita podem

alterar suas caracteristicas (VADEN, 2013).

Com base nos resultados obtidos, demonstrou-se que nao ha diferencas
entre as concentragdes plasmaticas de dimero-D nas vacas e bezerros com até
24 horas de nascimento. A investigagdo de defeitos hemostaticos em recém-
nascidos é limitada pela falta de valores normais de referéncia, pois o sistema
de coagulacao do neonato difere em muitos aspectos dos adultos (TAY et al.,
2003).

Em estudos realizados em humanos, ndo foram encontradas diferencas
nas concentracdes plasmaticas de dimero-D entre bebés do sexo feminino e
masculino (TAY et al., 2003). No presente estudo nao foi possivel avaliar se esta
diferencga poderia ocorrer em relagdo a machos e fémeas, pois 0 nascimento de

machos foi maior do que de fémeas.

O dimero-D plasmatico € um produto de degradagdo que tem reagéo
cruzada com a fibrina e, quando dosado através do método ELISA quantitativo,
tem se mostrado altamente sensivel (acima de 99%) em casos de
tromboembolismo pulmonar (TEP) ou trombose venosa profunda (TVP), com um
valor de corte de 0,5 mg/L em humanos (WADA et al., 2003). No liquido
peritoneal de vacas saudaveis a concentragdo de dimero-D é < 0,6 mg/L
enquanto nos casos clinicos de peritonite ndo-cirurgica estes valores variam de
9 a 16 mg/L (WIELE et al., 2008).
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Os valores de referéncia para animais de pequeno porte e equinos
parecem ser semelhantes aos de humanos (WIELE et al., 2008). Nos animais de
companhia (cées e gatos) o valor de referéncia para o dimero-D é <0,25mg/L
usado em teste para detectar CID, trombose e hipercoagulabilidade (SUEHIRO
et al.,, 1991) O padrdo de normalidade de dimero-D no plasma de equinos,
determinado através de ELISA, é de 1 mg/L (SIMOES, 2008), enquanto que no
liquido peritoneal de animais nao afetados por afec¢des Gl, quantificados pelo
teste de aglutinagdo em latex, os valores variam de 0,004 a 0,088 mg/L
(DELGADO et al., 2009).

Observou-se no presente estudo que tanto as vacas quanto os bezerros
apresentaram o valor maximo de dimero-D igual a 0,3 mg/L, portanto sendo
semelhantes aos valores de referéncia para humanos que variam de 0,068 a
0,494 mg/L (HENRY, 2001).

Em humanos, os valores de referéncia para dimero-D parecem estar
relacionados com a idade, uma vez que estes valores durante o 1° dia de vida
foram nitidamente mais elevados em recém-nascidos saudaveis do que em
bebés mais velhos, criancas ou adultos (ARMENGOU et al., 2008).

A analise do ensaio de dimero-D como uma ferramenta de triagem para
a exclusao da presencga de trombo atrial mostrou ser um melhor marcador unico
do risco de tromboembolismo em humanos (BOUNAMEAUX et al., 1988; DI
NISIO et al., 2007; GOLDHABER et al., 1988; STRICKLAND et al., 1998). Em
bovinos com suspeita de trombose da veia cava caudal, o teste preconizado é o
de coagulagcdo de glutaraldeido, seguido por analises hematolégicas e
bioquimicas (BRAUN, 2002).

O dimero-D é uma medida importante para detectar mudangas na
fibrindlise que estdo relacionadas com coagulopatias e também pode ser
utilizado em coagulopatias relacionadas com isquemia e inflamagéo grave em
vacas com deslocamento do abomaso, sendo considerado um teste rapido e facil
de ser realizado (GROSCHE et al., 2010).



33

Uma analise do perfil de coagulagdo e suas anormalidades € um dos
principais indicadores da homeostase sistémica. Em medicina veterinaria, as
mudancgas no perfil de coagulagdo foram relatados em caes apds ovario-
histerectomia, em vacas durante indigestadao (GOKCE et al., 2006), em cavalos
infectados com o virus da influenza (DABROWSKA et al., 2000), em bovinos
afetados com deslocamento abomasal a esquerda (SANDHOLM et al., 1995) e
em bezerros recém-nascidos com doengas respiratérias e do trato
gastrointestinal (GOKCE et al., 2006).

Em equinos, as doengas vasculares estdo geralmente associadas a
trombose isquémica, incluindo laminite, artrite verminaética, vasculites (purpura
hemorragica, imunomediada, artrites virais), trombocitose, trombose iliaca
idiopatica, trombose arterial dos membros, infarto pulmonar, tromboflebite ou
trombose jugular espontanea, coagulagao intravascular disseminada, inibigao da
fibrindlise, e raramente, determinadas deficiéncias adquiridas de antitrombina e
coagulopatias de consumo de proteinas C e S (BAYARS et al., 2003). Nos
equinos adultos a tromboflebite jugular e laminite sdo as doengas vasculares de
ocorréncia mais frequentes (BAYARS et al., 2003; WIELE et al., 2008).

A diarreia neonatal é a maior causa de perdas econdmicas em gado
bovino, como um resultado do crescimento retardado, custo do tratamento, e as
mortes. O risco de mortalidade de bezerros nascidos vivos com menos de 1 més
de idade tem sido relatada a variar de 15% a 30% em exploragcdes com sérios
problemas de gestdo. As causas mais comuns de morte estdo relacionadas a
doencas infecciosas como a diarreia, pneumonia e septicemia. A mortalidade
associada com estas doengas parece resultar de bacteriemia, viremia e
endotoxemia (SOBIECH et al., 2013).

As concentracbes plasmaticas de dimero-D aumentam
significativamente em bezerros com diarréia, enquanto a atividade AT lll e a
contagem de plaquetas apresentam uma queda em seus valores. No presente

trabalho os valores de dimero-D apresentaram-se entre 0,1 a 0,3 mg/L e poderao
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ser utilizados por exemplo para avaliar bezerros que apresentam diarreia com
risco CID.

As concentragdes plasmaticas de dimero-D aumentadas sao indicativas
da ativagdo secundaria do sistema fibrinolitico, precedido por coagulagao e
ativacao de trombina de producgao, que sao sintomas tipicos de CID (SOBIECH
et al., 2013). Niveis de dimero-D aumentados também sugerem que as
quantidades excessivas de fibrinogénio convertido em fibrina dentro dos vasos

sanguineos sofrem degradacéo fibrinolitica (SOBIECH et al., 2013).

A septicemia € a causa mais comum de morte em neonatos. Esta
condicdo clinica estd associada com a sindrome de resposta inflamatéria
sistémica (SIRS) provocada por infecgdo. A progressao da SIRS conduz a
ativagao sistémica do sistema de coagulagéo, resultando na formagao de fibrina
intravascular e coagulagao intravascular disseminada (CID). Diversos estudos
indicam que os mecanismos de sepse incluem excesso de ativagao da cascata
de coagulacéo, a inibicao dos anticoagulantes naturais enddgenos, e fibrindlise
prejudicada dentro da microcirculagéo, este leva a deposigcéo de fibrina, que
contribuem para a hipoperfusdo que eventualmente resulta em danos nos
tecidos e disfuncdo de o6rgaos (DECEMBRINO et al., 2010; REVERDIAU-
MOALIC et al., 1996).

O valor preditivo em humanos e caes € alto, e um resultado negativo
para dimero-D é suficiente para excluir a doenga tromboembdlica na maioria dos
casos, muitas vezes substituindo outras técnicas invasivas de diagndstico
(REVERDIAU-MOALIC et al., 1996). Aumentos na concentragao plasmatica de
dimero-D tem sido relacionados a septicemia em recém-nascidos humanos e
caes com sepse de origem natural (REVERDIAU-MOALIC et al., 1996).

A sepse grave quase sempre produz uma coagulopatia subclinica, que
se manifesta pelo aumento dos niveis de dimero-D e pela alteracédo do sistema
da proteina C (BERNARD et al., 2001). Em todos os pacientes com sepse grave

os valores de dimero-D estavam acima do normal e pacientes com faléncia de
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orgaos apresentavam niveis de fibrinogénio mais elevados (WILLRICH et al.,
2007). Em humanos, o prematuro e o recém-nascido apresentam um estado de
hipercoagulabilidade; onde se observa aumento dos receptores de
trombomodulina no endotélio da microcirculagéao e diminuigdo da resposta a
proteinas ligadas a anticoagulacéo (proteina C ativada, entre outras) (RIBERA
et al., 2011).

As alteragdes hemostaticas na gravidez compreendem um aumento dos
fatores de coagulacao, que sao dependentes da vitamina K (fatores I, VII, IX e
X), do fator VIII, do FvW, do FT e do fibrinogénio (GODOI, 2012).

O fibrinogénio € uma proteina de consumo e reposicao rapida,
encontrando-se hipofibrinogenemia somente em casos crénicos de CID 1
(HERRERA, 2002). Os niveis anormais de fatores fibrinoliticos também pode
contribuir para um estado de hipercoagulabilidade (ARMENGOU et al., 2008).
Em processos inflamatorios, as concentragdes de fibrinogénio elevam-se entre
3 — 4 dias e mantém-se elevadas por dias ou mesmo semanas, dependendo da
cronicidade da enfermidade. Em cadelas, aumentos na concentragao sérica de
varias proteinas de fase aguda, incluindo o fibrinogénio, sdo observados durante
a gestagao, observando-se um pico de fibrinogénio na quinta semana de
gestacao e durante o parto (TRENT et al., 1986).

Em humanos, o aumento da concentracdo de fibrinogénio pode ser
indicativo da maior produgao de proteinas de fase aguda, excedendo a produgéo
de fibrinogénio devido ao seu consumo durante o desenvolvimento de CID, a
qual esta associada a hipofibrinogenemia (LEVI; CATE, 1999). Em grandes
animais, a hipofibrinogenemia é observada apenas durante a evolugao de
algumas enfermidades (SOBIECH et al., 2013). Isso pode ser o resultado da
sintese hepatica, durante o aumento do consumo de CID, degradagao durante
hiperfibrinélise primaria, ou perda ndo compensada durante hemorragia massiva
(SOBIECH et al., 2013). Hipofibrinogenemia é uma manifestagdo incomum da

CID em animais de grande porte e, quando presente, esta mais relacionada a
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presencga de disfungdo hepatica concomitante a doenga primaria (SOBIECH et
al., 2013).

Em humanos, durante o periodo gestacional observa-se uma alteragcéo
dos componentes da cascata de coagulagao. O fibrinogénio, precursor da fibrina,
apresenta uma elevacgéo de sua concentragao em cerca de 50%, pré-gestacional
de 2000-4000mg/L, gravidico de 3000-6000mg/L. Outros fatores que
apresentam aumento em seus niveis plasmaticos sdo: fatores VII, VIII, IX e X.
Mesmo ocorrendo elevagdo do plasminogénio, a fibrindlise esta diminuida
devido ao aumento nos niveis do inibidor do plasminogénio ativado (PAIXx).
Assim, a adaptagdo da hemostasia durante o ciclo gravidico-puerperal possui
uma tendéncia a trombose, mais observada proximo ao termo e no pds-parto,

com o intuito de diminuir as perdas sanguineas (CAVALCANTE et al., 2003).

No presente estudo observou-se um aumento de 85,7% nas
concentracdes plasmaticas de fibrinogénio em ambos os grupos em relagao aos
valores de referéncia normais para esta espécie entre 200-700 mg/L
(RADOSTITS et al., 2002). Estes achados s&o semelhantes aqueles descritos
em mulheres (CAVALCANTE et al., 2003) e cadelas (TRENT et al., 1986).
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VI CONCLUSAO

Conclui-se que foi possivel estabelecer intervalos de referéncia para as
concentracdes plasmaticas de dimero-D em vacas pos-parto e em bezerros
recém-nascidos. Isso podera ser utilizados para avaliagdo de animais com
enfermidades que tem o risco potencial de desenvolver CID (diarreia, sepse,
doencgas tromboembdlicas). Além disso, observou-se que as concentragdes
plasmaticas de dimero-D e de fibrinogénio nao foram diferentes entre vacas pos-

parto e bezerros com até 24 horas de idade.
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