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RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram determinar e comparar a concentracdo do fibrinogénio por duas técnicas
distintas em 120 eqiinos clinicamente sadios, daragaMangalargaMarchador. A concentracdo do fibrinogénio variou
de 200 2400 mg dL* pelo método da precipitacéo pelo calor ede 129 a424 mg dL ! pel o método cronométrico. Embora
os métodos utilizados tenham fornecido médias diferentes (p<0,05), os valores obtidos em ambos 0s casos estiveram
entre aquel es considerados normais para a espécie eqliina. Além disso, quando a concentragéo do fibrinogénio, pelo
método de precipitacéo pelo calor, foi de 200 mg dL*, pelo método cronométrico amédiavariou de 140 a 150 mg
dL-t. JAquando o valor do fibrinogénio foi de 400 mg dL, avariacéo da médiano método cronométrico foi de
280a310mgdL ™.
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ABSTRACT

PLASMA FIBRINOGEN CONCENTRATION IN MANGALARGA MARCHADOR HORSES
DETERMINED BY DIFFERENT METHODS

The objective of this work was to determine and to compare the plasma fibrinogen concentration using two
different techniquesin 120 clinically healthy Mangalarga Marchador horses. The fibrinogen concentration was 200
t0 400 mg dL " (heat-precipitation method) and 129 to 424 mg dL* (chronometric method). Although the methods used
resulted in different average values (p<0.05), the values obtained with both methods were among those considered
asnormal for the equine. Furthermore, when the fibrinogen concentration by the heat-preci pitation method was 200
mg dL 2, in the chronometric method it ranged from 140 mg dL* to 150 mg dL 1. However, when the val ue was 400 mg
dL, therangein the chronometric method was 280 mg dL* to 310 mg dL .
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INTRODUCAO

A capacidade de reconhecer o inicio eagravidade
de um processo inflamatorio é fundamental na escolha
do tratamento e de sua monitorizagdo. O fibrinogénio é
uma importante glicoproteina de fase aguda, produzida
em maior quantidade pel o figado na presencade afecgdes
inflamatorias (Auer et al., 1989; Cotran et al., 1989; Mills
etal., 1998) einfecciosas (McSherry et al., 1970; Schalm,
1970). Encontra-selivre no sangue e dentro dos grénulos
plaquetérios (Handagama et al., 1990) e constitui
aproximadamente 5% da proteina plasmética total
(Kaneko, 1997), sendo espécie especifica (Stormorken,
1957; Dodds, 1997).

O fibrinogénio atuacomo substrato paraatrombina
na cascata da coagulacéo (Andrews et al., 1994),
resultando na formagdo de monémeros de fibrina. Ha
vériasformas de se determinar o fibrinogénio plasmético.
Historicamente, os dois métodos mais utilizados sdo a
precipitacdo pelo calor e a mensuragdo pela completa
conversdo da fibrina na presenca da trombina (método
do coédgulo de fibrina) (Ratnoff & Menzie, 1951). A
precipitacdo pelo calor (Schalm et al., 1975), apesar de
nao ser um método tao acurado quanto o do coagulo de
fibrina, € mais comumente utilizado em medicina
veterinaria. Essa técnica baseia-se no fato de que o
fibrinogénio se precipitaseletivamente frente asdemais
proteinas plasmaticas, em temperatura de 55° a 58°C
(Coles, 1984).

Em caval os sadios a concentrac&o do fibrinogénio
podevariar entre 200 e 400 mg dL* (Stormorken, 1957),
com limitesminimo eméaximo aceitaveisde 100 a500 mg
dL%, respectivamente (Coles, 1984). Entretanto, uma
concentracéo de 500 a 600 mg dL* pode ser decorrente
de processo inflamat6rio em fase aguda, enquanto valor
igual ou superior a1.000 mg dL* indicainflamagdo em
estagio mais avangado e de pior progndstico (Campbell
etal., 1981).

O valor médio do fibrinogénio plasmatico em
equinos daraga Puro Sangue Inglés, submetidos alesdo
detecidomole, foi de660+120 mgdL-* (Millset al., 1998).
Allen & Kold (1988) estimaram a concentracdo do
fibrinogénio em eqliinos apods traumatecidual cirdrgico,
utilizando técnica de pesagem do coégulo descrita por
Allen & Blackmore (1984). Os valores médios
encontrados no pré-operatério foram de 413 ede 409 mg
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dL"* nos animais com cisto 6sseo subcondral e
osteocondrose, respectivamente. Apésacirurgia, houve
elevacdo nos niveis dessa glicoproteina, o que, na
opini&o dos autores, se deveu ao aumento na sintese
hepética, maior do que a demanda necessaria a
cicatrizacdo daferida, a perda ou ao consumo.

Campbell et al. (1981) compararam aconcentracéo
do fibrinogénio plasmético em equinos das ragas Puro
Sangue Inglés, Percheron, Trote Americano e mesticos
das duas Ultimas, mediante a utilizagdo do método de
precipitacio pelocalor (Millar etal., 1971; Schalmet al.,
1975) e a técnica do coagulo de fibrina, descrita por
Ratnoff & Menzie (1951), que serviu como valor de
referéncia. Segundo os autores, o método de Millar foi
mais preciso e acurado, evidenciando correlagéo
positiva com atécnicade Ratnoff.

A relacdo entre aproteina plasmaticatotal (PPT) e
aconcentracdo do fibrinogénio (F) auxiliaainterpretacdo
dosniveisdestaglicoproteina(Schalm et al., 1970), sgja
guando o eqliino apresenta hipoproteinemia marcante
ou hiperproteinemia, ja que nessas situacoes os val ores
do fibrinogénio podem ser subestimados ou
superestimados, respectivamente (Andrewset al., 1994).
Paraisso, utiliza-se aseguinteférmula:

roteina plasmética total dL%)] —[fibrinogénio (mg dL*
—— p (g L] -1 génio (mg dL™)]

[fibrinogénio (mg dL%)]

Adicionalmente, a proporgdo PPT/F permite
distinguir as possiveis causas da hiperfibrinogenemia,
jaque, durante ahemoconcentracdo, ocorre um relativo
aumento em todos os componentes das proteinas
plasméticas, incluindo o fibrinogénio. Porém, maior
sintese do fibrinogénio em geral ndo esta associada a
€levacdo dosniveisdas demaisproteinas (Jain, 1993). A
relacdo PPT/F acimade 15 é consideradanormal. Ja valor
entre 10 e 15 demonstra significativa elevagéo no
fibrinogénio plasméatico e sugere processos
inflamatorios (Allen & Kold, 1988; Latimer et al., 2003).

Como mencionado, ha diversas técnicas para a
determinagéo do fibrinogénio. A técnicade coagulacéo
das proteinas (Ratnoff & Menzie, 1951), apesar de
acurada e confiével, necessita de equipamento
especializado, o que torna sua aplicacéo limitada na
rotinalaboratorial. O método de precipitacéo pelo calor
(Schalm et al., 1975) é considerado rapido e de simples
execucdo, além de ndo necessitar de equipamentos
especiais. Entretanto, ha davidas quanto & sua eficécia,
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jaque napréticaveterinaria se observa, ocasionalmente,
variacdo deresultados. Em medicinahumana, utiliza-se
com frequiénciaatécnicacronométrica, e aconcentracdo
do fibrinogénio € mensurada mediante aformacéo deum
coagulo pela adicdo de trombina em uma aliquota de
plasma diluido em citrato (Clauss, 1957). Apesar da
eficacia demonstrada em trabalhos realizados em
humanos (Agarwal et al., 1981; Tanet al., 1995), éuma
técnica ainda pouco utilizada em equinos, sendo
importante compara-|aaum método maisrotineiramente
utilizado, para que essa possa ser implantada na rotina
dos laboratdrios clinicos veterinérios. Adiciona mente,
a utilizacdo de um kit da linha humana para a
determinacao devaloresdereferéncianapatologiaclinica
veterinariatem importanciaprética, jaque haregides do
Brasil onde oslaboratériosrealizam andlises apenas para
0 homem. Nesse sentido, 0s objetivos deste trabalho
foram determinar e comparar osval ores daconcentragdo
de fibrinogénio no plasma sangiiineo de caval os sadios
da raca Mangalarga Marchador, utilizando-se as
técnicas de precipitacéo pelo calor e acronométrica.

MATERIAL EMETODOS

Foram utilizados um total de 120 animais daraca
Mangalarga Marchador, sendo 80 fémeas e 40 machos,
com idade entre 4 e 14 anos (7,09+2,80), pesando em
torno de 390,5+48,3 kg e oriundos de Vicosa e
microrregido, de Minas Gerais. Asfémeas eram utilizadas
como reprodutoras ou para passei 0. Ja 0s machos eram
utilizados como reprodutores, para passeio 0u concurso
demarcha.

A limitac&o daregi&o de origem dos animaisteve
como objetivo a obtencdo de uma amostra mais
padronizadacom respeito aalimentagéo (capim - elefante
picado e pasto de graminea nativa) e ao manejo (semi-
extensivo).

Todos osanimai s estavam clinicamente sadios, néo
apresentando histdrico de qual quer problemaclinico até
seis meses antes da colheita do sangue.

A concentracdo do fibrinogénio foi determinada
mediante a utilizacdo das técnicas descritas a seguir.

Técnica de precipitacdo pelo calor (Schalm et al.,
1975)

Amostra de sangue coletada em tubo contendo o
anticoagulante EDTA tripotassico foi aspirada em dois
tubos capilares, que foram fechados em uma das
extremidades. Posteriormente, as amostras foram
centrifugadasa10.000 rpm, por 5 minutos. Um dostubos
foi aquecido em banho-mariaa56'C, durante 3 minutos,
e, entdo, novamente centrifugado (10.000 rpm, durante 5
minutos) para a separagdo do fibrinogénio das demais
proteinas. Do plasmaresultante, foi retiradaumaaliquota
composta por uma gota de cada tubo, que foi colocada
sobre o prismado refratémetro de Goldberg, paraaleitura
direta da concentracédo das proteinas. Os valores da
concentracdo do fibrinogénio foram obtidos pela
diferenca entre os resultados das proteinas plasméticas
totais, obtidas a partir dos dois tubos, com e sem
aquecimento. Essesvaloresforam expressosem mg dL .

Técnica cronométrica (Clauss, 1957)

Para esta técnica, foi utilizado o kit Hemolab
Fibrinomat'. As amostras foram coletadas em tubos
contendo citrato trissddico 0,11M, e centrifugadas
durante 10 minutosa3.000 rpm paraaobtencdo do plasma.
Em seguida, foi adicionado 0,9 mL dasolugéo detrombina
em 0,1 mL de plasma; o tempo necessario para a
coagulacdo daamostrafoi cronometrado. Com o auxilio
deumatabelade correlagéo fornecidapelo fabricante, o
tempo obtido foi convertido parao valor correspondente
a concentracdo do fibrinogénio presente na amostra.

Andlise estatistica

Os valores das concentragdes do fibrinogénio
obtidos pela técnica de precipitacdo pelo calor e pela
cronomeétricaforam avaliados simultaneamente em 120
animais, cujas médias foram comparadas, pelo teste t-
Student, no caso de duas amostras emparel hadas, a 5%

designificancia.
RESULTADOSE DISCUSSAO

E fundamental estabelecer valores de referéncia
de parémetros hematol 6gi cos para animais adaptados ao
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manejo realizado no Brasil. Um método de determinagéo
deum parametro plasmético deve ser eficientee debaixo
custo. A obtencéo dos valores do fibrinogénio pela
técnica cronométrica é répida e confiavel, necessitando
apenas da utilizaco de um “kit”, o que onera muito
pouco o custo de execucdo da andlise. E amplamente
empregada em laboratdrios clinicos humanos,
possibilitando também a sua utilizagéo paraandlises de
animais.

A técnicadaprecipitacéo pelo calor, além dafacil
execucdo, exige menor investimento financeiro e oferece
valores muito semelhantes aos obtidos pela técnica
cronométrica. Neste estudo, o valor do fibrinogénio
obtido pelo método de Schalm et al. (1975) foi de 200 ou
400 mg dL %, enquanto que, pelo método cronométrico,
houveumavariagdo de129a424 mgdL (190+£70mgdL ).
Os valores médios da concentracéo do fibrinogénio
obtidos, em ambos os métodos, estavam de acordo com
osdescritos naliteraturacomo fisiol 6gicos paraaespéecie
equina(Stormorken, 1957; Schalm, 1970; Coles, 1984),
sendo inclusive muito proximos aos encontrados por
Campbell et al. (1981), em equiinos sadios da raga Puro
Sangue Ingléseem animaisde outrasragas, utilizando o
método de Millar et al. (1971). Porém, foram diferentes
dos encontrados por Mills et al. (1998), ao estudarem
animais dessa raga submetidos alesao de tecido mole.

Apesar de os valores alcangcados estarem dentro
doslimites esperados paraanimais sadios, amédiaobtida
pelo método de preci pitacdo pelo calor (263 mgdL ) foi
maior (p<0,05) do que a obtida pelo cronométrico (190
mg dL). Nesse sentido, considerou-se o resultado
obtido pelo método cronométrico como 0 mai's preciso
em funcgéo de aspectos técnicos ligados aos dois
métodos. Como no método de precipitacéo pelo calor,
foram observados apenas os valores de 200 mg dL (82
animais) e de 400 mg dL! (38 animais), entdo foram
estimados os interval os com 95% de confianca para as
médias do fibrinogénio obtidas pelo método
cronomeétrico em fungdo dos animais com 200 mg dL*
(140£m, £150mgdL ") ecom400mgdL™* (280£m, £
310 mg dL?). Assim, € possivel inferir, com maior
precisdo, sobre a concentracéo do fibrinogénio em
equinos pelo método de precipitacéo pelo calor, que
possui custo menos elevado.

Como mencionado, o valor darelagdo PPT/F auxilia
na interpretacdo dos niveis da concentragdo do
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fibrinogénio em eqiinos com hipoproteinemiamarcante
ou hiperproteinemia. Neste estudo, os valores de PPT
variaram de 5,40 a8,80 (7,23+0,60) earelacéo PPT/F de
15,5a41 gdL*(29,35+8,70 g dL ). Como em todos 0s
casos este valor foi superior a 15, considera-se que os
animais do estudo ndo apresentavam um processo
inflamatério no momento da coleta do sangue, caso
contrério este seriad” 15, tal como mencionado por
Latimer et al. (2003).

CONCLUSOES

A avaliacdo do plasma sangiiineo de equinos
sadios daraga Mangal arga M archador demonstrou que:

1. O método de precipitacdo pelo calor, embora
simples, apresenta resultados satisfatorios, ja que os
valores se encontram entre aquel es considerados como
dereferénciapara a espécie eqliina.

2. O método cronométrico, freqlientemente utilizado
em laboratorios de andlises clinicas humanas, pode ser
utilizado namedicinaveterinaria.
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