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Foram comparadas, em oito diferentes momentos,
duas técnicas de determinagdo da concentragdo plasmatica
do fibrinogénio em equinos higidos (GI=20) e com colica
(GII=10): a técnica de Schalm, fundamentada na precipita-
¢do térmica do fibrinogénio a 56°C, ¢ a técnica de Clauss, que
envolve a polimerizagdo da molécula de fibrinogénio. Em
ambos os grupos e em todos os momentos de avalia¢ao os
valores médios obtidos por intermédio da técnica de Schalm
foram superiores (P<0,05) aqueles obtidos pela técnica de
Clauss. A diferenca observada entre os dois métodos avalia-
dos deve-se a interferéncia de inimeros fatores inibidores
do processo cinético atuantes no procedimento de Clauss. A

RESUMO

hiperfibrinogenemia apresentada pelos animais com célica
(GII) entre o segundo e o quinto dias pds-operatorio deve-se
ndo somente ao trauma cirirgico, mas também ao processo
inflamatoério e infeccioso da ferida cirtrgica. A analise se-
riada do fibrinogénio contribui de forma positiva e precoce
no diagnostico de processos inflamatorios e infecciosos em
equinos com colica. Diante de tais observacdes, recomenda-
se o método de Schalm na determinagdo do fibrinogénio em
equinos higidos e com colica, por ser de um procedimento
simples, de facil execugdo, baixo custo ¢ com resultados
coerentes.
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ABSTRACT

COMPARATIVE STUDY BETWEEN PLASMA FIBRINOGEN CONCENTRATIONS DETERMINED BY SCHALM
AND CLAUSS TECHNIQUES IN COLIC AND HEALTHY HORSES

Two different techniques for the determination of
fibrinogen plasma concentration were compared during
eight time points. Twenty healthy horses (GI) and ten horses
with colic (GII) were included in this study. The Schalm’s
technique was compared to the Clauss’s technique. The first
one is based on the thermal precipitation of the fibrinogen
at 56°C. The second involves the polymerization of the
fibrinogen molecule. Both groups of horses during all time
points had mean values of plasmatic fibrinogen higher using
Schalm’s technique compared to the values obtained with
Clauss technique (p<0.05). This difference can be due to the

several inhibitor factors that interfere with the kinetic process
at the Clauss’s technique. The hyperfibrinogenemia seen in
GII, between the 2" and 5™ day post-surgery occurred not only
due to the surgical trauma, but also to the infection process
at the surgical wound. With these finding it is recommended
the use of Schalm’s technique for fibrinogen determination
in healthy and colic horses. This technique is then considered
to be the simplest, of easy execution, low cost and coherent.
The seriated analysis of fibrinogen contributes in a positive
and precocious manner during the diagnoses of inflammatory
and infectious processes in colic horses.

KEY WORD: Colic, equine, fibrinogen, techniques comparison.
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INTRODUCAO

O fibrinogénio ¢ uma glicoproteina dimérica
composta por trés pares de cadeias polipeptidicas
(Aa, BB, e y). Em condi¢des normais, menos
de 70% das moléculas de fibrinogénio possuem
ambas dessas cadeias Ao intactas e de alto peso
molecular (fibrinogénio-HMW). As demais mo-
léculas possuem uma por¢ao C-terminal ¢ uma
molécula de fibrinogénio de baixo peso molecular
(fibrinogénio-LMW), ou ambas de pesos mole-
culares ainda mais baixos (fibrinogénio-LMW ),
resultando em prejuizo na polimerizagao do fibri-
nogénio (CARAPETO et al., 2006).

Durante as reagdes de fase aguda, como as
que ocorrem apos a maioria dos procedimentos
cirtirgicos, a concentracao de fibrinogénio aumenta
rapidamente no plasma, principalmente pelo aumen-
to da sintese do fibrinogénio-HMW. Depois disso, o
aumento da fragdo HMW diminui gradativamente até
atingir o normal, ao passo que a concentracao total
de fibrinogénio permanece elevada por um longo
periodo de tempo (JENSEN et al., 2000).

Outros marcadores da resposta inflamatoria
aguda tais como a proteina C reativa, haptoglo-
bina, ceruloplasmina e a al-glicoproteina 4cida,
além de ndo estarem completamente validados
ou padronizados para a espécie equina, nao sao
facilmente determinados na rotina clinica. Assim,
apesar da falta de especificidade diagnostica, a
determinagao do fibrinogénio, segundo TAMZALI
etal. (2001), torna-se especialmente conveniente,
desde que possa ser facilmente mensurada, mesmo
que por técnicos pouco treinados.

Diante dessas observagdes, o presente es-
tudo objetivou comparar as técnicas de Schalm e
de Clauss na determinacdo da concentragao plas-
matica do fibrinogénio em equinos higidos e com
colica, bem como correlacionar os achados as pos-
siveis causas e consequéncias, € ainda investigar se
tais procedimentos podem auxiliar no diagnostico
de processos inflamatdrios e infecciosos.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se vinte equinos higidos, sete
machos (castrados) e treze fémeas (ndo gestan-

tes), quatorze Brasileiros de Hipismo, um Anglo
Arabe, um Mangalarga Marchador e quatro sem
racas definidas, com idades entre dois ¢ vinte
anos (média= 11.35 anos), os quais constituiram
o grupo GI (controle), e dez equinos com colica,
submetidos a laparotomia exploratdria, os quais
constituiram o grupo GII (Quadro 1).

Nenhum dos animais ensaiados apresentou
alteracdes nos valores dos biomarcadores sangui-
neos da funcdo hepdtica, quais sejam, aspartato
aminotransferase, gamaglutamiltransferase e fos-
fatase alcalina.

As amostras de sangue foram obtidas por
venipuncao jugular, com agulhas 25x8, acopladas
em seringas plasticas descartaveis, em oito dife-
rentes momentos, antes da laparotomia (MO) e,
diariamente (as 8 horas), a partir da cirurgia, até
o sétimo dia pos-operatorio.

Para a realizacdo da técnica de precipitacao
térmica descrita por SCHALM (1970), foram
utilizadas amostras de sangue colhidas em frascos
contendo acido etilenodiaminotetracetato disso-
dico (1 mg/mL™"). Ato continuo, preencheram-se
dois tubos de micro-hematdcrito com a amostra
de sangue, até atingir aproximadamente 75% de
sua capacidade, com subsequente vedacao de
uma de suas extremidades. Posteriormente, foram
centrifugados por cinco minutos a 12000G e, a
partir do sobrenadante, determinou-se em um dos
tubos a concentragao proteica plasmatica total por
refratometria.' Sequencialmente, o segundo tubo
foi submetido a temperatura de 56°C (£1°C) por
trés minutos e recentrifugado por cinco minutos
a 12000G. Apds o que mensurou-se novamente a
concentracao proteica plasmatica total. A diferenca
entre a concentracao proteica inicial (tubo um) e
final (tubo dois) ensejou a obten¢do da concen-
tragdo do fibrinogénio presente na amostra em
mg/dL"!.

No procedimento cronométrico descrito por
CLAUSS (1957), utilizaram-se amostras de san-
gue colhidas em tubos contendo citrato de sédio
(0,13 mol/L) na razao de 9:1. Ato continuo, as
amostras foram centrifugadas a 5000G por cinco
minutos e, em seguida, diluiram-se 200uL do
plasma citratado em uma solu¢ao tampao contendo

1. Biosystems, 301.
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barbital sddico, narazdo de 1:10. Posteriormente,
essa solugdo foi acrescida de 100uL de trombina
(100 NIH U/mL), responsavel pela polimerizagao
do fibrinogénio.> O tempo de formagdo do coagulo
foi determinado a 37°C, por meio de um analisador
especifico.> O tempo obtido foi entdo convertido
em concentragdo de fibrinogénio por meio de
uma tabela especifica fornecida pelo fabricante.
Analisou-se cada amostra quatro vezes e utilizou-
se a média das observacoes na elaboracao da
concentracao final de fibrinogénio. As amostras de

2. Kit Comercial Wiener, Rosario Argentina.
3. Quick timer, Drake.

QUADRO 1. Equinos do grupo II

sangue dos animais-controle foram similarmente
colhidas e analisadas.

Para comparar os diferentes métodos dentro de
cada grupo, foi aplicado o teste t de Student pareado
para amostras dependentes. Para confrontar as médias
dos diferentes grupos em cada método, empregou-se
o teste t de Student para amostras independentes.
Para ambos os métodos estatisticos, considerou-se
o nivel de probabilidade de 5%. Procedeu-se a um
estudo de correlagao entre as variaveis dependentes
por intermédio do célculo dos coeficientes de corre-
lacdo de Pearson por meio do programa Statistical
Analysis of System (SAMPAIO, 2002).

N°e | Raga ldade Sexo Duraggo dos stmais antes da Achados clinicocirargicos
(anos) apresentagao

1 West-Fallen 10 MNC 6 horas Encarceramento nefroesplénico

2 | Brasileiro de Hipismo 3 MC 10 horas de célon maior

3 | Paint-Horse 13 F 48 horas Compactagao de colon maior

4 | Brasileiro de Hipismo 9 F 6 horas Compactacio de fleo

5 | Puro Sangue Lusitano 9 MNC 5 horas pactag

6 | Puro Sangue Inglés 13 MNC 9 horas Compactagdo de jejuno

7 | Brasileiro de Hipismo 10 F 8horas Deslocamento de colon maior

8 | Quarto de Milha 8 MC 10 horas estocamento de colo ©

9 | Puro Sangue Inglés 10 MNC 10 horas Hérnia ineuinoescrotal

10 | Paint-Horse 6 MNC 8 horas J

F= fémea; MC= macho castrado; MNC= macho néo castrado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das concentragdes plasmati-
cas de fibrinogénio, com as respectivas médias,
desvios-padrao e estatistica calculada estao ex-
pressos na Tabela 1.

Na Tabela 1, observa-se que os valores mé-
dios obtidos por intermédio da técnica de Schalm
foram superiores (p<0,05) aos obtidos pela técnica
de Clauss, em todos os momentos de avaliagao, nos
animais dos grupos GI e GII. Ademais, constata-se

que os valores médios apresentados pelos animais
higidos (GI) encontram-se dentro da faixa dos va-
lores de referéncia para a espécie equina (200-400
mg/dL") apenas quando obtidos pela técnica de
Schalm. Resultados semelhantes foram encontrados
por DINTENFASS & KAMMER (1976), CAMP-
BELL et al. (1981), HENRY & MOORE (1991)
e por TAMZALI et al. (2001), os quais obtiveram
valores de fibrinogénio 30% mais baixos quando
fizeram uso da técnica cronométrica, em compara-
¢do a técnica de precipitacao térmica.
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TABELA 1. Média + desvio-padrao da concentragdo plas-
matica de fibrinogénio obtida por intermédio da técnica de
Schalm e de Clauss de vinte equinos higidos (GI) e de dez
equinos com coélica, submetidos a laparotomia exploratoria

(GII)

Momentos Técnica de Técnica de
Schalm (mg/dL"") Clauss (mg/dL™")
0 GI 275,0+61a 186,5+73b
GII 277,1£71a 187,1+55b
1o di GI 298,0+75a 188,5+62b
1@ GII 389,1+78a 204,3£27b
20 dia Gl 255,0+89Ba 171,5+37Bb
GII 571,6£58Aa 240,0+40Ab
30 dia Gl 250,0+10Ba 166,5+73Bb
GII 617,43+63Aa 258,57+28Ab
o di Gl 245,0£76Ba  161,0423Bb
a GII 557,1451Aa  242,8+58Ab
50 dia Gl 310,0+77Ba 171,5+65Bb
GII 454,3+86Aa 250,0+75Ab
6° dia Gl 305,0+22a 188,5+62b
GII 400,0+59a 212,8+32b
7 dia GI 300,0+56a 171,0+£37b
GII 405,7+54a 214,3+30b

Médias seguidas por letras maitsculas distintas, na mesma coluna, indicam
diferengas significativas entre os grupos dentro de cada técnica e momento
(p<0,05). Médias seguidas por letras minusculas distintas, na mesma linha,
indicam diferengas significativas entre as técnicas dentro de cada grupo
e momento (p<0,05).

Essas diferencas, segundo TAMZALI et al.
(2001), guardam estreita relagdo com a grande
diversidade de técnicas laboratoriais utilizadas
na quantificag¢do do fibrinogénio, propiciando que
os valores dessa glicoproteina, tanto em equinos
higidos como naqueles com colica, variem ampla-
mente entre autores ¢ métodos de determinagao.
Entretanto, para JENSEN et al. (2000), as dife-
rengas originam-se principalmente no fato de que
as técnicas em questdo se baseiam em principios
distintos.

A técnica de Schalm determina a quantida-
de total de glicoproteina precipitada pelo calor a
56°C. A de Clauss mensura a por¢ao funcional-
mente ativa do fibrinogénio, que ¢ a molécula
coagulavel e, nesse sentido, muitos fatores tais
como a viscosidade do plasma, a concentragao
de proteinas anormais como as crioglobulinas e

possiveis produtos de degradacdo da fibrina podem
interferir com o processo cinético e contribuir para
a diferenca observada entre os dois métodos.

O estimulo a sintese de fibrinogénio, segun-
do JAIN (1993), ocorre seis a oito horas apos a
injuria, sendo os valores maximos obtidos entre
dois a cinco dias. A semelhanga do obtido por
DATT & USENIK (1974), JENSEN etal. (2000) e
por FEIGE et al. (2003), constatou-se neste ensaio
que os valores maximos de fibrinogénio apresen-
tados pelos animais com coélica foram obtidos
entre o segundo e o quinto dias pds-operatorio.
Entretanto, permaneceram dentro da faixa dos
valores de referéncia quando obtidos pela técnica
de Clauss.

O aumento na concentragdo plasmaética de fi-
brinogénio em equinos com colica, segundo DATT
& USENIK (1974), deve-se a desidratagdo, com
consequente aumento das proteinas plasmaticas to-
tais na corrente sanguinea. Para outros pesquisado-
res, a elevacgao dessa proteina de fase aguda indica
muito mais a existéncia de uma resposta inflama-
toria estimulada pelo ato cirtargico ou decorrente
da propria afeccao intestinal, do que derivado da
desidratacao (FAGLIARI & SILVA, 2002; FEIGE
etal., 2003; SOUTHWOOD, 2006). Equinos com
colica frequentemente apresentam-se desidratados
e hipovolémicos, o que decorre, principalmente, do
movimento de dgua para o terceiro espago, como foi
descrito por BOSCAN & STEFFEY (2007). Neste
ensaio, verificou-se que apenas 0s animais com
colica (GII) encontravam-se desidratados, porém
somente no momento zero.

A hiperfibrinogenemia apresentada pelos
animais do GII foi associada ndo somente ao
trauma cirirgico, como também a um processo
inflamatoério e infeccioso da ferida cirurgica
apresentado por sete dos dez animais avaliados.
Esse processo culminou com o desenvolvimento
de hérnias incisionais e com a necessidade de
reintervensodes cirurgicas. Entretanto, dois desses
animais nao apresentavam alteragao na concentra-
¢ao plasmatica do fibrinogénio, no estagio inicial
do processo inflamatorio. Segundo CAMPBELL
et al. (1981), nesse estagio a quantidade de fibri-
nogénio produzido pode ndo ser suficiente para
acarretar sua alteracao plasmatica.
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Adicionalmente, tem-se que a determinacao
da concentragdo plasmatica de fibrinogénio tam-
bém pode ser utilizada como teste adicional na
interpretacdo do leucograma em equinos (CAM-
PBELL et al., 1981). Segundo esses autores, em
equinos as mudangas na contagem total ou dife-
rencial dos leucdcitos em resposta aos processos
infecciosos ou toxicoinfecciosos ndo sdo tao
intensas como as observadas em caes, em virtude,
sobretudo, do pequeno estoque de granuldcitos na
medula 6ssea dos equinos. Corroborando tais afir-
macgoes, observou-se que os animais com coélica
apresentavam leucopenia, neutropenia e linfopenia
entre o segundo e o quinto dia pds-operatdrio, e
leucocitose por neutrofilia apenas entre o sétimo
e o décimo dia pos-operatorio, quando as feridas
cirurgicas ja demonstravam sinais clinicos carac-
teristicos da evolug@o de um processo inflamatério
e infeccioso.

CONCLUSOES

Neste ensaio, verifica-se que a técnica de
Schalm demonstra maior coeréncia e precisdao
na expressdo de valores de fibrinogénio tanto
em equinos higidos quanto naqueles com colica,
devendo, portanto, ser priorizada na avaliacao de
tal variavel, se comparada a técnica de Clauss.
Ademais, apresenta facilidade e rapidez na sua
execugdo, € menores custos.

Além disso, a determinacao da concentragao
plasmatica do fibrinogénio, de forma seriada, con-
tribui de forma positiva e precoce no diagnostico
de estados inflamatorios e infecciosos em equinos
com colica.
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