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QUANTIFICACAO DE DIMERO-D EM EGUAS SUSCEPTIVEIS E
RESISTENTES A ENDOMETRITE

RESUMO - A endometrite € uma das pricipais causas de reducdo da
fertilidade em éguas. Desta forma, o diagnostico de subfertilidade em éguas
torna-se importante na tentativa de prevenir ou minimizar perdas econémicas.
A quantificacdo de dimero-D tem sido avaliada em animais com diferentes
enfermidades. Os objetivos do presente estudo foram determinar se as
concentracbes de dimero-D no soro e liquido uterino sofrem alteracdo em
eéguas susceptiveis a endometrite em relacédo a éguas resistentes antes e apos
lavagens uterinas seriadas e antibioticoterapia, determinar em qual
compartimento o aumento do dimero-D refletiria melhor e mais rapidamente as
alteracoes inflamatdrias em éguas susceptiveis a endometrite em relacédo a
eéguas resistentes antes e apos lavagens uterinas seriadas e antibioticoterapia,
estabelecer valores de referéncia para as concentractes de dimero-D no soro
e no liquido uterino de éguas resistentes e daquelas susceptiveis a endometrite
e verificar se o dimero-D pode ser utilizado como um biomarcador para éguas
susceptiveis a endometrite. A quantificacdo de dimero-D foi obtida de amostras
de soro e liquido uterino de doze éguas da raca Quarto de Milha, divididas em
dois grupos: éguas resistentes (grupo controle) e susceptiveis a endometrite
(grupo experimental). Os resultados do presente estudo mostraram que néo
houve diferenca entre as concentracfes de dimero-D séricas ou do liquido
uterino nos animais do grupo controle e experimental. Portanto, o dimero-D n&o
pode ser utilizado como biomarcador para se identificar éguas susceptiveis a

endometrite.

Palavras-chave: cavalos, inflamacéo, endometrite, soro, utero.



QUANTIFICATION OF D-DIMER IN MARES SUSCEPTIBLE OR RESISTANT
TO ENDOMETRITIS

SUMMARY - Endometritis is one of the main causes of fertility reduction
in breeding mares. Therefore, the diagnosis of subfertility in mares becomes
important in attempting to prevent or minimize economic losses. Quantification
of D-dimer in animals with a variety of diseases has been published. The goals
of this study were to determine whether D-dimer concentrations in serum and
uterine fluid suffer changes in mares susceptible or resistant to endometritis
before and after serial uterine washes in association with antibiotic therapy, to
determine in which compartment increased D-dimer concentrations would
reflect better and faster the inflammatory changes in mares susceptible to
endometritis in comparison to resistant mares before and after serial uterine
washes and antibiotic therapy, to establish reference values for concentrations
of D-dimer in serum and uterine fluid of resistant mares and those susceptible
to endometritis, and to verify whether D-dimer can be used as a biomarker in
mares susceptible to endometritis. D-dimer was quantified in serum or uterine
fluid of twelve Quarter Horses mares, divided into two groups: mares resistant
to (control group) or susceptible to endometritis (experimental group). The
results of this study showed no difference between serum or uterine fluid
concentrations of serum D-dimer between groups. We concluded that D-dimer

cannot be used as a biomarker to identify mares susceptible to endometritis.

Keywords: horses, inflammation, endometritis, serum, uterus.
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1. INTRODUCAO

Um dos aspectos mais importantes para que se mantenha a gestacao é
a existéncia de um Uutero sem alteragcBes anatdmicas e histologicas e
particularmente um endométrio sadio (KENNEY, 1978).

ApO6s a cobertura ou inseminagdo em éguas resistentes a endometrite
acontece uma resposta neutrofilica transitéria que, normalmente, se resolve
dentro de 48 horas. Entretanto, em éguas susceptiveis, se desenvolve uma
endometrite persistente, a qual resulta em um acumulo de liquido inflamatorio
dentro do utero, que reduz sua fertilidade causando sérias perdas econémicas
(FUMUSO et al., 2003, 2007). A subfertiidade na égua constitui um dos
maiores problemas na criacdo industrial equina, causando grande perda
econdmica por impossibiliar a producdo de um potro por ano (CONCHA-
BERMEJILLO; KENNEDY, 1982).

A endometrite € uma das principais causas de reducéo da fertilidade em
eguas reprodutoras e pode interferir diretamente com a sobrevivéncia de um
embrido, ou causar lutedlise prematura e perda embrionaria devido a
concentracfes aumentadas de prostaglandina (PGF2a). Atualmente acredita-
se que uma falha mecanica do sistema de defesa uterino seja a principal
contribuinte para o desenvolvimento da endometrite persistente (TROEDSSON,
2008). Desta forma, o diagnostico de subfertilidade em éguas reprodutoras
torna-se de extrema importancia na tentativa de prevenir ou minimizar perdas
econdmicas (MOREIRA et al., 2007).

O endotélio desempenha um papel central em todas as principais vias
envolvidas na patogénese da perturbacdo hemostatica durante a inflamacao
grave. As células endoteliais parecem estar diretamente envolvidas na
iniciacdo e regulacdo na formacdo da trombina e a inibicdo da remocéo de
fibrina. As citocinas pré-inflamatérias sao cruciais para mediar estes efeitos
sobre as células endoteliais, as quais elas mesmas podem também expressar

citocinas, amplificando assim a resposta de coagulacédo. A interacdo entre a
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inflamacé&o e coagulagdo envolve significativo “cross-talk” entre os sistemas
(LEVI et al., 2003).

Mecanismos inflamatérios mudam o equilibrio hemostético para
favorecer a ativacdo da coagulacdo e, em extremos, também a coagulacéo
intravascular disseminada ou trombose. Sabe-se que a coagulacdo pode
resultar ndo somente na trombose, como também na promoc¢éo da inflamacao
e crescimento celular. A trombina pode, assim, promover a coagulacdo, a
anticoagulacéo, a proliferagcéo celular ou inflamacéao, e facilitar a propagacéo da
resposta de coagulacdo e prejudicar a fibrindlise (ESMON, 2005).

Nos ultimos anos, a descoberta de uma série de biomarcadores
possibilitou aos laboratorios clinicos a avaliacdo eficiente do processo da
coagulacdo in vivo. Entre estes biomarcadores destaca-se a pesquisa
sorologica de dimero-D. O dimero-D é o menor fragmento dos produtos de
degradacéao da fibrina (PDF) e é produzido através da acdo da plasmina que
lisa a ligacdo cruzada da fibrina. O dimero-D comporta-se como biomarcador
de ativacdo da coagulacéo e da fibrindlise secundaria, e esta invariavelmente e
precocemente aumentado sempre que houver formacao de coagulo de fibrina
intravascular (CUNHA; ROCHA, 2012).

Como aumentos significativos nas concentracdes plasmaticas de
dimero-D estdo ligados a ocorréncia de processos inflamatérios (BRITISH
THORACIC SOCIETY STANDARDS OF CARE COMMITTEE PULMONARY
EMBOLISM GUIDELINE DEVELOPMENT GROUP, 2003), a técnica de
guantificacdo de dimero-D pode ser uma solucdo para deteccdo precoce de
éguas susceptiveis a endometrite por se tratar de um teste com processamento
e resultado rapido. Além disso, os dados sobre as concentracdes de dimero-D
no liquido uterino de éguas resistentes e susceptiveis a endometrite ndo estéo

disponiveis na literatura.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Endometrite

Endometrite é uma inflamacdo aguda ou crénica-ativa do endométrio,
seus componentes e estruturas celulares associadas (LEY, 2006). A
endometrite pode ser classificada em: 1) endometrite transmitida por doencas
infecciosas, 2) endometrite infecciosa cronica, 3) endometrite persistente
induzida pela cobertura e 4) endometrite degenerativa crénica induzida pelo
acasalamento (TROEDSSON, 1999), sendo esta ultima considerada a forma
mais comum de apresentacdo (ALGHAMDI et al., 2005).

A endometrite persistente em éguas € motivo de preocupacao para 0s
profissionais e criadores, devido a sua associacdo com baixa fertilidade
(CARD, 2005). Antigamente acreditava-se que essa condicdo era
exclusivamente o0 resultado da contaminacdo bacteriana do Utero
(TROEDSSON, 1999). Atualmente, € considerada uma resposta a introducéo
de ar, urina, sémen, bactérias, fungos e levedura no utero de éguas
(WOODWARD; TROEDSON, 2015).

Quando o tecido endometrial recebe um estimulo como sémen ou
bactérias, um rapido processo inflamatério inicia-se com a migracdo de
neutrofilos e acumulo de fluidos com a presenca de mediadores inflamatorios
tais como proteinas plasmaticas, fatores do complemento, 6xido nitrico-sintase
induzida (INOS), oxido nitrico, além de prostraglandinas E e F2alfa
(ALGHAMDI et al., 2005; FUMUSO et al., 2007; TROEDSSON et al., 1993a).

O embrido deixa as trompas em cerca de cinco dias pdés-ovulacao,
portanto, a inflamac&do uterina deve ser controlada por 96 horas apos a
ovulacdo para maximizar a sobrevivéncia deste embrido. A deteccdo precoce
da inflamacdo endometrial ndo-fisiolégica € um requisito para aumentar as

taxas de prenhez, por meio de técnicas como palpacdo transretal,
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ultrassonografia e citologia endometrial, juntamente com a intervengéo
adequada para controlar a inflamacgé&o persistente (CARD, 2005).

A realizacdo de cultura, a partir de uma bidpsia, e a citologia endometrial
sdo o0s métodos mais precisos e praticos para diagnosticar a endometrite.
Porém, uma desvantagem da bidpsia € a demora da emissédo do resultado pelo
laboratério e com isso pode ser que nesse periodo o animal saia do cio. Em
comparacao, culturas bacteriolégicas podem ser feitas em questdo de horas
(NIELSEN, 2005).

Considerando que a endometrite persistente apds cobertura é uma
alteracdo inflamatoria, muitas vezes nao infecciosa, torna-se importante a sua
deteccdo precoce. A escolha correta do procedimento terapéutico deve ser
com base na definicdo da etiologia da endometrite (NOGUEIRA et al., 2007). O
componente mais critico na prevencdo da doenca € a rapida limpeza do
contetdo uterino apds o parto e o acasalamento. Essa eliminagcdo pode ser
dificultada por anormalidades anatémicas como utero penduloso, problemas na
cérvix ou por mudancas degenerativas como diminuicdo da contratilidade
uterina, elastose vascular ou linfangectasia (LeBLANC, 2010).

O aumento da contragdo do miométrio também €& responsavel por
eliminacdo do sémen do (tero através do colo uterino logo apds o
acasalamento. No entanto, outros mecanismos de limpeza sdo necessarios,
pois nem todo o contetdo é removido por meio deste mecanismo. Como uma
resposta imune especifica com memoaria seria prejudicial durante uma posterior
reproducdo, a eliminacdo do excesso de sémen deve ser realizada por uma
combinacdo entre reacdo imune inata e limpeza mecanica (TROEDSSON,
2008).

A degeneracdo de vasos na camada vascular e ao longo da parede
uterina pode estar associada com a funcdo do miométrio e fluxo sanguineo
uterino geral. A associacao entre elastose vascular e baixa perfusao sanguinea
observada em éguas subférteis e inférteis sugere que a perfusdo sanguinea
uterina pode ser um importante fator de fertilidade. Assim, uma degeneracéo

vascular pode comprometer o fornecimento de sangue para o Utero e prejudicar
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a sua funcionalidade, diminuindo a fertilidade do animal (ESTELLER-VICOS et
al., 2012).

Existe uma disfuncdo na atividade miometrial em éguas com infeccao.
Nao ha diferenca na atividade elétrica uterina de éguas resistentes e
susceptiveis na auséncia de inflamagdo. No entanto, uma grande diferenca foi
constatada quando associou-se um desafio bacteriano intra-uterino. Apesar de
ambas apresentarem um aumento na atividade miometrial, nas éguas
susceptiveis essa atividade diminui rapidamente (TROEDSSON et al., 1993b).

A demora na limpeza mecénica do Utero contribui para a
susceptibilidade de éguas em apresentarem endometrite recorrente, entretanto
nem todas as éguas susceptiveis apresentam uma demora na limpeza uterina
se a dilatacdo cervical € adequada (LEBLANC et al., 1994). Dentro de uma
hora da infusdo intra-uterina de sémen ocorre um aumento significativo na
perfusdo uterina. O aumento simultaneo no liquido intra-uterino e 0 seu
acumulo, juntamente com o resultado citologico visto apos a infusdo de sémen,
sugere que o aumento na perfusdo uterina € devido, principalmente, a uma
resposta inflamatéria do endométrio (BOLLWEIN et al., 2003).

Pos-cobertura, uma funcdo quimiotatica dos espermatozoéides implica
em uma inflamacdo transitéria no Utero das éguas. Esse processo €
necessario para que ocorra uma limpeza uterina, eliminando os excessos de
sémen. No entanto, o processo pode evoluir para uma inflamacéo persistente
em éguas que possuem problemas nos mecanismos de defesa uterino
(TROEDSSON, 1999). Para a sobrevivéncia do embrido e manutencdo da
gestacdo € necessario um ambiente uterino estéril e livre de inflamacdo. No
Utero saudavel, a inflamacdo é bem resolvida antes do embrido migrar a partir
do oviduto para o lumen uterino. Os embries normalmente entrardo no utero
como blastocistos cinco a seis dias ap6s a ovulacdo (BETTERIDGE et al.,
1982).

A endometrite também pode ser influenciada por um patégeno agressor
e a resposta imunolégica subsequente a ele. Diferentes bactérias podem

expressar variados fatores de viruléncia e terem diversos modos de evadir a
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resposta imune. Este pode resultar em varios sinais clinicos, ultrassonogréficos
e achados laboratoriais (LeBLANC, 2010).

O isolado bacteriano endometrial mais comum é o Streptococcus equi
zooepidemicus. Portanto, presume-se que em amostras de endométrio onde
mais de 5% de neutro6filos foram identificados e cocos Gram positivos estdo
presentes trata-se de uma endometrite susceptivel de ser causada por uma
infeccdo por Streptococcus ssp (CARD, 2005).

A analise da contagem de neutréfilos uterino pode ser um indicador
precoce da susceptibilidade a endometrite persistente pds-cobertura. Se apoés
16 horas da introducdo do sémen os numeros de neutréfilos permanecerem
elevados pode ser indicativo de susceptibilidade, e a deteccdo de uma
diminuicdo do numero de neutrdfilos indica resisténcia a inflamacgéo persistente
(BROOK, 1985;: NASH et al., 2010).

Uma ampla variedade de protocolos para o tratamento de endometrite
estd sendo utilizada, com a finalidade de controlar a doenca, mas nenhum

tratamento sozinho tem sido aceito como eficaz (WOLF, 2011).

2.2 Dimero-D

Varios estudos tém sido realizados em medicina humana para identificar
gual dos marcadores da coagulacdo e hemostase € mais sensivel e Util para o
diagnostico de complicacbes tromboticas em diferentes situacdes clinicas
(MONREAL, 2003). A partir destes e de outros estudos, pode-se concluir que o
teste mais sensivel para o diagnoéstico de doenca tromboembdlica e de
coagulacdo intravascular disseminada é a quantificacdo de dimero-D no
plasma (CESARINI et al., 2010; MONREAL, 2003; STOKOL et al., 2005).

Atualmente, o dimero-D é reconhecido como o melhor marcador
fisiolégico de fibrindlise (MORESCO, 2005), trombose e fibrindlise fisioldgica
(ROWE et al., 1998). Em virtude do sistema fibrinolitico estar envolvido em uma
série de disturbios, especialmente os tromboembdlicos, a determinacdo

laboratorial de seus niveis constitui uma importante ferramenta para o critério
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diagnéstico de varios quadros (MORESCO, 2005). Uma vez que também foi
demonstrado ser um bom preditor de mortalidade em pessoas, atualmente é o
teste preferido em condig8es clinicas em seres humanos (MONREAL, 2003).

O dimero-D é um biomarcador que possibilita aos laboratérios clinicos a
avaliacdo eficiente do processo de coagulacdo in vivo (CUNHA; ROCHA,
2012). Os dimeros-D sédo produzidos por meio da ac¢do da plasmina que lisa a
ligagdo cruzada da fibrina e sdo os menores fragmentos dos produtos de
degradacao da fibrina, correlacionando-se sericamente com a destruicdo da
fibrina apds estados de hipercoagulabilidade e hiperfibrinogénese (CESARINI
et al., 2010; CUNHA; ROCHA, 2012; MONREAL, 2003; STOKOL et al., 2005).

Quando ocorre um fenémeno tromboembdlico ocorre a ativacdo do
sistema fibrinolitico, com aumento da concentracdo seérica dos produtos de
degradacéao da fibrina, e, consequentemente de dimero-D. Ele é detectado uma
hora apos a formacéo do trombo e permanece elevado em média por sete dias
(CUNHA; ROCHA, 2012).

O dimero-D comporta-se como um biomarcador especifico de ativacao
da coagulacdo e da fibrindlise secundéaria, e esta invariavelmente e
precocemente aumentado quando houver formacdo de coagulo de fibrina
intravascular (ADAM et al., 2009; CUNHA; ROCHA, 2012). Concentracoes
desse biomarcador aumentadas no plasma indicam que quantidades
excessivas de fibrina tenham sido formadas no interior da arvore vascular e séo
submetidas a degradacéo fibrinolitica (MONREAL, 2003).

Niveis plasmaticos de dimero-D aumentados sdo observados em
diferentes situacdes fisioldgicas e clinicas em humanos quando a hemostasia é
ativada (exercicio, doencas sistémicas tais como neoplasia, sepse ou trauma),
e € um indicador muito confidvel de coagulacdo intravascular disseminada,
trombose venosa profunda, embolia pulmonar, e trombose venosa associada
ao uso de cateter. O biomarcador também estd sendo usado na medicina
humana para identificar pacientes com risco de coagulacdo intravascular

disseminada e sua resposta a terapia antitrombaética. Além disso, o dimero-D
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demonstrou ser um marcador sensivel e Util em estudos experimentais com
trombose induzida em animais (MONREAL, 2003).

Em equinos, a mensuracdo de dimero-D tem-se demonstrado uma
ferramenta para a deteccdo de estados de hipercoagulabilidade em animais
com célica, e sao encontradas concentracdes significativamente elevadas em
cavalos com alteracdes gastrointestinais associadas a inflamacédo e isquemia,
sobretudo em animais com peritonite (CESARINI et al., 2010; STOKOL et al.,
2005).

A andlise do dimero-D pode ser realizada pela utilizagdo de anticorpos
contra os produtos de degradacéo da fibrina humana. Estédo disponiveis em kits
comerciais de ELISA, imunofiltracdo, imunoturbidometria e aglutinagdo em
latex, esta ultima técnica se destaca das demais devido a sua disponibilidade,
facilidade de uso, rapido resultado e sensibilidade do teste (STOKOL et al.,
2005). A técnica de aglutinacdo em latex semi-quantitativa € rapida, facil e de
custo acessivel e parece ser uma boa opcao para a primeira exibicdo do status
de concentracdo de dimero-D em situacbes de emergéncia (ARMENGOU et
al., 2008) e para fornecer mais informacdes para o diagndstico de doencas
agudas gastrointestinais (DELGADO et al., 2009). Embora os ensaios de
aglutinacdo em latex sejam faceis de realizar e requerem apenas trés a cinco
minutos para se obter os resultados, a sensibilidade é limitada, e os resultados
sdo semi-quantitativos na melhor das hipéteses. O teste de ELISA, por outro
lado, € sensivel e quantitativo, mas é trabalhoso, demorado, e exige pessoal
treinado para executar (ROWE et al., 1998). Testes de imunofiltracdo
produz resultados dentro de dois minutos, alta sensibilidade e facil de realizar
(ADAM et al., 2009). Além dos testes ja descritos, ha a possibilidade de
guantificacdo de dimero-D em amostras clinicas usando um biossensor de fibra
Optica, sendo um teste rapido (exigindo 11 minutos), facil de realizar, e
comparavel em sensibilidade e exatiddo ao método de ELISA padrdo (ROWE
et al., 1998).

O padrdao de normalidade para o plasma de equinos, determinado por
meio do teste de ELISA, é de 1000 ng/mL (STOKOL et al., 2005). Os valores
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de dimero-D no liquido peritoneal de equinos sem alteracfes gastrointestinais,
obtidos por meio de aglutinacdo em latex variam de 4,0 — 88,0 ng/mL
(DELGADO et al., 2009). Em vacas saudaveis a concentracdo de dimero-D no
liquido peritoneal € < 0,6 mg/L enquanto nos casos clinicos de peritonite ndo-
cirurgica estes valores variam de 9 a 16 mg/L (VAN DE WIELE et al., 2008).
Em cées e gatos o valor de referéncia para o dimero-D é <0,25mg/L usado em
teste para detectar coagulacdo intravascular disseminada, trombose e
hipercoagulabilidade (ONO et al., 1991).

A concentracdo de dimero-D no liquido peritoneal de equinos também é
um metodo Util para a avaliagdo da atividade da fibrindlise peritoneal e para o
diagnostico de distarbios gastrointestinais graves, especialmente nas
condi¢Bes inflamatdrias (como, por exemplo, enterite aguda e peritonite) e
lesbes isquémicas (DELGADO et al.,, 2009). Em cavalos com doengas
articulares concomitantes (osteocondrite dissecante e osteoartrite) as
concentracbes de dimero-D foram significativamente maiores do que nos
animais sem doenca articular (RIBERA et al., 2013).

Assim, determinacdo da concentracdo plasmatica de dimero-D
atualmente é considerada um marcador sensivel na avaliacdo da atividade
fibrinolitica e, consequentemente, da atividade de coagulacdo. Qualquer
aumento na concentracdo de dimero-D esta fortemente relacionado com um
aumento da destruicdo de fibrina (hiperfibrindlise) secundaria a um aumento da
formacédo de fibrina (hipercoagulacéo ou hiperfibrinogenesis) (DELGADO et al.,
2009).

Assim, 0s objetivos do presente estudo foram determinar se as
concentracfes de dimero-D no soro e liquido uterino sofrem alteracdo em
éguas susceptiveis a endometrite em relacao a éguas resistentes antes e apés
lavagens uterinas seriadas e antibioticoterapia, tentar determinar em qual
compartimento o aumento do dimero-D refletiria melhor e mais rapidamente as
alteracoes inflamatdrias em éguas susceptiveis a endometrite em relacdo a
éguas resistentes antes e apos lavagens uterinas seriadas e antibioticoterapia,

estabelecer valores de referéncia para as concentracfes de dimero-D no soro
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e no liquido uterino de éguas resistentes e daquelas susceptiveis a
endometrite, e verificar se o dimero-D pode ser utilizado como um biomarcador

para éguas susceptiveis a endometrite.
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3. MATERIAL E METODO

3.1 Animais

Foram utilizadas 12 éguas da raca Quarto de Milha em programa de
transferéncia de embrides por no minimo duas estacbes de monta
consecutivas, com idade variando entre 10 e 25 anos (15,9 + 4,4 anos),
divididas em dois grupos com seis animais cada.

O Grupo Controle (GC) foi composto por seis animais (14,3 £ 3,6 anos)
considerados reprodutivamente normais (Cl1 a C6), sem histérico de
endometrite, apresentando taxas de recuperacdo embrionaria superior a 70%
por no minimo duas estacdes de monta anteriores, com resultados de exames
ginecoldgicos, citologicos, e hematoldgicos normais. O Grupo Experimental
(GE) foi composto por seis animais (15,5 = 5,4 anos) com historico reprodutivo
insatisfatorio (E1 a EG6), apresentando taxas de recuperacdo embrionaria
inferior a 50%, achados ultrassonograficos compativeis de endometrites
bacterianas confirmadas por citologia associado a cultura e antibiograma. A
caracterizacdo dos grupos foi realizada por Mendonca (2012) e as amostras
séricas e de liquido uterino foram cedidas para a realizacdo deste estudo, o
qual foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) local.

As amostras foram colhidas em uma central de transferéncia de
embribes na cidade de Aracatuba. Todas as éguas receberam alimentacdo a
base de racdo comercial* aproximadamente 1% do peso vivo e pastagem de
Tifton de boa qualidade, além de Agua e sal mineral®ad libitum. Todos os
animais foram vermifugados °* a cada sessenta dias. Enrofloxacina * foi
administrada a todos os animais (5 mg/kg, IM, SID) do 1° até o 7° dia apos o

inicio da colheita das amostras.

! Fertilié, Socil®, Descalvado, SP.

2 Mineral ADE, Socil®, Descalvado, SP.

3 lvermectina Gel Composto, Ourofino Saude Animal®, Cravinhos, SP.
* Zelotril 10%, Agener Unido Saude Animal, Pouso Alegre, MG.
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3.2 Amostras

3.2.1 Soro

Sangue venoso jugular (5 mL) foi colhido das éguas de ambos os
grupos, utilizando-se tubos a vacuo®sem anticoagulante para a quantificacdo
das concentracdes de dimero-D no inicio do cio (dia 0) e nos dias 1, 2, 3 e 4
apos o inicio do cio (logo apés colheita de material microbiolégico, citologia
endometrial e histopatoldgico). As amostras de soro foram aliquotadas em
tubos de polietileno congeladas a -80°C para posterior analise.

3.2.2 Liquido uterino

ApOs a higienizagdo da regido perineal, amostras de liquido uterino
foram obtidas para a determinacéo das concentra¢cdes de dimero-D no inicio do
cio (dia 0) e nos dias 1, 2, 3 e 4 apos o inicio do cio (logo apos colheita de
material microbiolégico, citologia endometrial e histopatologico). O liquido
uterino foi obtido apds a transposicdo da cérvix com o dedo indicador e o
posicionamento da sonda uterina modelo bivona® estéril, cujo balonete foi
inflado com 50 mL de ar e tracionado caudalmente até obstruir o 0stio cervical
interno. Foram infundidos 120 mL de solucdo de Ringer lactato’ no limen
uterino, seguido de sifonagem do liquido em copo coletor estéril. O material foi
acondicionado em gelo para o transporte. As amostras foram aliquotadas em
tubos Falcon de 15 mL e centrifugadas a 10.000 rpm durante 10 minutos. O
sobrenadante foi aliguotado em microtubos de polietieno (1,5 mL) e

congelados a -80°C para posterior quantificacdo de dimero-D.

> Vacutainer, Becton-Dickinson, Plymouth, UK.
® Bioniche Animal Health, Belleville, Ontario, Canada.
7 JP Industria Farmacéutica, Ribeirdo Preto, SP, Brasil.
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3.3 Concentracdes de dimero-D

As concentragfes de dimero-D no liquido uterino de éguas sadias e com
endometrite foram mensuradas com um kit de imunoensaio comercial humano®
validado para equinos e lidas no leitor especifico conforme instrugbes do
fabricante. Brevemente, foi realizada a pré-lavagem do cartdo teste aplicando-
se 50 uL de solucao de lavagem (evitando-se tocar a membrana) no orificio do
teste para essa solugdo ser introduzida no cartdo. Em seguida, 50 pL da
amostra de soro e do liquido uterino foram adicionados ao cartdo teste. Apés
sua absorcéo completa, foram aplicados mais 50 pL de conjugado no mesmo
dispositivo teste e por fim, apds sua absorcao total, mais 50 pL da solucédo de
lavagem. Ao término da absorcdo da solucdo da lavagem, o cartdo teste foi
colocado no equipamento devidamente calibrado obtendo-se um resultado do
valor dimero-D em menos de dois minutos. As amostras que excederam o
limite de deteccdo foram diluidas em 1:2 com PBS seguido da correcdo dos

valores de leitura.

3.4 Andlise Estatistica

A anélise dos dados foi realizada utilizando-se o programa SAS®. Os
dados obtidos foram submetidos ao teste de Friedman para comparar
momentos em cada grupo, e teste de Mann-Whitney para comparar grupos em
cada momento. O coeficiente de correlacdo de Spearman foi calculado entre os
compartimentos (soro e liquido uterino) para todos os momentos avaliados. Os
dados foram apresentados como mediana (minimo e maximo) e considerados

significativos com valor de p < 0,05 para todos os testes.

8 NycoCard (Nycomed), Oslo, Noruega.
® SAS Institute Inc. The SAS System, release 9.3. SAS Institute Inc., Cary:NC, 2015.
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4. RESULTADO E DISCUSSAO

Nenhuma alteracdo nas concentracdes séricas ou no liquido uterino de
dimero-D foi observada ao longo do tempo em éguas resistentes (p = 0,3971; p
= 0,05, respectivamente) ou susceptiveis a endometrite (p = 0,4787; p =
0,6431). Os valores de dimero-D séricos ou no liquido uterino foram
semelhantes entre os dois grupos de animais durante todo o periodo avaliado
(Tabela 1).

Tabela 1 - Concentracdes de dimero-D no soro e no liquido uterino de éguas sadias
(grupo controle) e com endometrite (grupo experimental), do dia O (inicio
do cio) ao 4° dia (ap6s o cio). Os valores estdo expressos em mediana
(minimo e maximo)

Amostras Momentos Dimero-D (mg/L)
(dias) Grupo Controle Grupo Experimental

Sore 0 (0,2%?00,90) (O,l%flflo) 0,5676
! (0,2%—215,20) (0,1%-215,40) 0,7564

2 (0,1%—215,20) (0,1%?00,90) 0,6825

3 (0,2%?00,90) (0,3%-610,00) 0,4142

N (0,2%—310,50) (0,3%?15,60) 0,4184

Uinine 0 0aT0) eon 03601
! (0,6%?1?50) (0,610’-23(330) 0,5174

2 (0,1%—205,80) (0,120’?3(300) 0,1453

i (0,2%?0?40) (0,1%:’33(360) 0.6763

4 (0,1%—205,50) (0,110’?; 40) 0,1445

Auséncia de letras minusculas na coluna indica que ndo houve diferenca ao longo do
tempo (teste de Friedman, p<0,05). Auséncia de letras maiusculas na linha indica que
os grupos nao diferem entre si (teste de Mann Whitney, p<0,05). Dia 0 (inicio do cio) e
dias 1, 2, 3 e 4 ap06s o inicio do cio.



26

Tabela 2 — Relacéo entre a concentragdo de dimero-D quantificada no liquido uterino e
soro de éguas resistentes e susceptiveis a endometrite e coeficiente de
correlacdo de Spearman (rs)

Momentos Dimero-D (mg/L) Rglac_;éo g:or_relagéo
Grupo (dias) Liquid ) Liquido liguido/soro
iquido Uterino Soro Uterino/Soro (rs)
2
0 0,20 0,30 0,67 0,07
(0,10-1,70) (0,20-0,90) (0,50-1,89)
1 0,90 0,25 3,60 0.29
(0160-115) (0120-1120) (3100'1,25)
Grupo 0,25 0,25 1,00
2 0,36
Controle (0,10-0,80) (0,10-1,20) (1,00-0,67)
3 0,30 0,40 0,75 0.25
(0,20-0,40) (0,20-0,90) (1,00-0,44)
2
4 0,25 0,30 0,83 0,43
(0,10-0,50) (0,20-1,50) (0,50-0,33)
0 1,10 0,40 2,75 0.27
(0110_5140) (0110_1110) (1,00'4,91)
1 1,2 0,25 4,80 044
(0,60-3,30) (0,10-1,40) (6,00-2,36)
Grupo 5 2,00 0,30 6,66 -0.46
Experimental (0,10-3,00) (0,10-0,90)  (1,00-3,33) '
3 0,3 0,60 0,50 0,28
(0,10-3,60) (0,30-1,00) (0,33-3,60)
1,00 0,55
4 1,82 0,16
(0,10-2,40) (0,30-1,60) (0,33-1,50)

Correlacdo nao significativa (p > 0,05)

A Tabela 2 mostra os valores de mediana (minimo, maximo), a razao
entre os valores do liquido uterino:soro e o coeficiente de correlacéo entre eles.

Contrariamente ao esperado, ndo houve diferencas entre as
concentragfes de dimero-D séricas e do liquido uterino de animais resistentes
em comparacao a éguas susceptiveis a endometrite. Isso pode ser justificado
pelo fato de que as éguas susceptiveis a endometrite apresentavam grau leve
a moderado de inflamacdo uterina e presenca acentuada de fibrose
periglandular (MENDONCA, 2012). Estas alteracdes no exame histopatolégico
realizado em estudo prévio por este grupo seriam justificadas pela idade
avancada da maioria destes animais submetidos ao programa de transferéncia

de embrido ha muitos anos, além das lavagens seriadas e da utilizacado de
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antibioticoterapia fazendo com que o numero de células inflamatodrias e
bactérias diminuissem.

A idade das éguas e o0 numero médio de anos vazia aumentam
gradualmente, de acordo com a severidade da fibrose endometrial (DOIG et al.,
1981). A fibrose difusa observada normalmente indica um prognadstico ruim, ou
seja, impossibilita a manutencdo de gestacbes (MCCUE, 2008), contrariando a
ideia de que embora a cicatriz fiborosa ndo seja normal, ela proporciona
estabilidade estrutural suficiente para que o tecido lesado seja capaz de
exercer sua funcdo (MITCHELL et al., 2005). Entretanto, a presenca de fibrose
difusa no endométrio néo inviabiliza a utilizacdo destes animais como doadoras
de embrido, portanto ainda que incapazes de manter a gestacao essas éguas
poderiam participar de programas de transferéncia de embrido (MENDONCA,
2012).

A utilizacdo do lavado uterino com baixo volume tem sido proposta como
alternativa para as andlises microbiologica e citologica no diagnéstico de
endometrite para éguas inférteis ou subférteis (LIU; TROEDSSON, 2008). A
realizacdo do lavado uterino com baixo volume em éguas inférteis e subférteis
demonstrou ser um metodo mais efetivo para identificacdo de patdégenos
bacterianos e resposta inflamatéria comparado a histologia, citologia exfoliativa
e cultura bacterioldgica (BALL et al., 1988).

A quantificacdo de dimero-D em liquido uterino de animais susceptiveis
a endometrite por meio de lavagem uterina com volumes baixos parece ser
uma metodologia inédita at¢é o momento. O fato de aumentos nas
concentragfes séricas de dimero-D ndo terem sido detectados nos animais
susceptiveis a endometrite pode ser explicado pelo fato de ndo terem sido
observadas leucocitose ou elevacdes séricas de proteinas de fase aguda em
um estudo prévio realizado por este grupo com estes mesmos animais
(MENDONCA, 2012), o que gerou o desenvolvimento de uma resposta
inflamatdria compartimentalizada. Além disso a utilizacdo de antibioticoterapia
pode ter interferido nos valores de dimero-D no presente estudo, jA que a

7

endometrite muitas vezes € decorrente de um processo infeccioso. Os
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leucocitos, principalmente os neutréfilos, migram do vaso sanguineo para o
tecido adjacente e, dele, para o sitio da inflamacédo (KELLER, 2004). Essa
inflamagdo compartimentalizada pode ser explicada em decorréncia da
utilizacdo de lavagens uterinas seriadas, ja que as mesmas tem a finalidade de
recrutar novos neutrofilos por meio da irritacdo mecénica do endométrio
(PYCOCK, 2007), aparecendo um dia ap6s a infusdo uterina (BENNETT et al.,
1981), diminuindo apos trés dias do inicio do tratamento e retornando ao
normal apds 7 dias (MENDONGCA, 2012).

A quantificacdo do dimero-D é realizada por um teste baseado no
principio de fluxo direto imunométrico, com alta sensibilidade, de
processamento rapido, de facil realizacdo e os resultados sdo obtidos em
menos de dois minutos (ADAM et al., 2009), podendo ser comparado ao teste
de aglutinacdo em latex, também rapido e de custo acessivel, ideal para ser
usado em situacdes de emergéncia mas de sensibilidade limitada (DELGADO
et al., 2009). Diferentemente, o0 método ELISA, é sensivel, porém trabalhoso,
demorado e exige pessoal treinado (ROWE et al., 1998).

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, o dimero-D né&o se
comportou como um biomarcador para a endometrite, independentemente se
avaliado no soro ou no liquido uterino de éguas susceptiveis ou resistentes a
endometrite, pois os valores obtidos foram muito semelhantes.

O valor de corte desempenha um papel fundamental na determinacéo de
decisdes clinicas, sendo necessario que os laboratérios fornecam esses
valores estabelecidos e confiaveis para ajudar a interpretar os resultados com
precisdo (ADAM et al., 2009). Observou-se no presente estudo que o valor
maximo de dimero-D do soro de éguas resistentes e susceptiveis a
endometrite foi de 0,90 e 1,10 mg/L respectivamente, portanto sendo
semelhantes aos valores de referéncia, ja que o padrdo de normalidade para o
plasma de equinos determinado através de ELISA é de 1 mg/L (STOKOL et al.,
2005). Segundo Delgado et al. (2009) os valores de dimero-D obtido através de
aglutinacdo em latex no liquido peritoneal de equinos ndo afetados por

afeccdes gastrointestinais variam de 0,004 a 0,088 mg/L, em contrapartida em
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animais com peritonite variam de 1,62 a 82,2 mg/L. J& no liquido uterino, as
éguas resistentes e susceptiveis a endometrite apresentaram valor maximo de
dimero-D de 1,70 e 5,40 mg/L, respectivamente. Portanto, sugere-se que
concentracbes de dimero-D no liquido uterino maiores que 1,70 mg/L sejam
consideradas como indicadores de endometrite.

Alguns profissionais consideram que a determinagdo de dimero-D deva
ser rotineiramente incluida nos testes de triagem para muitas emergéncias
veterindrias (MONREAL, 2003), esse teste podera ser utilizado como uma
ferramenta diagnostica futura, por exemplo, em animais mais jovens, cujos
endomeétrios ndo apresentem as alteracdes relatadas em idades avancadas.

A cultura, bidpsia e citologia sdo métodos precisos para o diagnéstico da
endometrite, mas apresentam como desvantagem a demora na emissdo do
resultado (NIELSEN, 2005), portanto, apesar de néo ser caracterizada como
uma doenca emergencial, a importancia da identificacdo destas éguas esta na
necessidade do tratamento precoce para obtencdo da prenhez. Entretanto,
sabe-se que qualquer aumento na concentracdo de dimero-D esta fortemente
relacionado com o aumento da destruicdo da fibrina (hiperfibrindlise)
secundario a um aumento da formacdo de fibrina (hipercoagulacdo ou
hiperfibrinbgénese) (DELGADO et al., 2009). Em razdo dos endométrios dos
animais avaliados no presente estudo ndo apresentarem um estado de
hipercoagulacdo ou hiperfibrinogénese, também justificaria os valores
semelhantes de dimero-D entre os dois grupos.

O presente estudo € provavelmente a primeira evidéncia de
guantificacdo de dimero-D em éguas susceptiveis ou resistentes a endometrite,
portanto torna-se necessario ampliar esta investigacdo para melhor entender
0S mecanismos que envolvem o processo inflamatério como a coagulacao,
uma vez que ambos estdo intimamente relacionados, pois o0 sistema de
coagulacao esta dividido em duas vias que convergem para uma via comum,
culminando na ativacédo da trombina e na formacéo de fibrina. A trombina é a
principal ligacdo entre o sistema de coagulacdo e inflamacéo, visto que é a

enzima responsavel pela clivagem do fibrinogénio solluvel circulante em
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coagulo insoltvel de fibrina (MITCHELL et al., 2005). E como, sabidamente, a
endometrite € uma inflamacdo aguda ou crbnica-ativa do endométrio, seus
componentes e estruturas celulares associadas (LEY, 2006) estes
conhecimentos se tornam fundamentais para orientar novas e futuras

estratégias de diagndéstico precoce e tratamento da endometrite equina.
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5. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, foi possivel concluir que ndo houve
diferenca entre as concentracdes de dimero-D séricas e do liquido uterino nos
animais resistentes e susceptiveis a endometrite antes e apds lavagens
uterinas seriadas e antibioticoterapia. Estes achados permitiram demonstrar
gue o dimero-D ndo se comportou como um biomarcador para a endometrite.
Observou também que os animais susceptiveis a endometrite apresentaram
uma resposta inflamatéria compartimentalizada, sendo assim possivel
padronizar valores de referéncia no soro e no liquido uterino nas condi¢des

uterinas encontradas.
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