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RESUMO

Erliquiose monocitica canina, causada pela bactéria E. canis, pode causar anemia grave
nos cées e afetar diretamente o sistema cardiovascular. Conforme a gravidade e a fase
clinica da erliquiose, lesGes cardiacas como miocardite e arritmias podem ser observadas.
O eletrocardiograma permite o diagnéstico dos disturbios do ritmo cardiaco e o
ecocardiograma auxilia na deteccao de cardiopatias e na avaliacdo das funcdes sistélicas
e diastolicas ventriculares. Além destes, a troponina | é usada como marcador de leséo
cardiaca, pois é liberada na corrente sanguinea quando ocorre lesdo do miocardio,
permanecendo circulante enquanto a lesdo persistir. Assim, o presente estudo teve como
objetivo avaliar possiveis lesbes cardiovasculares em cédes naturalmente infectados com
erliquiose em fase subclinica. O presente estudo avaliou 35 cées, sendo 25 positivos para
erliquiose canina em exame de PCR, dos quais 16 eram fémeas e 9 machos. Todos 0s
pacientes foram submetidos aos mesmos exames e divididos em dois grupos, (GC) grupo
controle e (GD), grupo doente. Animais com comorbidades e doencas cardiacas
estruturais eram excluidos do estudo. Os exames e parametros avaliados foram:
hemograma, contagem de plaquetas e de hemacias, volume globular, ecocardiograma
com as variaveis de funcdo sistolica FE%, FS%, MAPSE, TAPSE e fungdo diastélica TDI
E’/A’L, eletrocardiograma para andlise de ritmo cardiaco e o biomarcador troponina I. A
partir dos resultados foi possivel avaliar as possiveis alteracdes que a E. canis pode causar
no sistema cardiovascular. Pardmetros como ritmo e funcdo sistélica ou diastolica
avaliados ndo apresentaram alteracdes em animais do grupo GD quando comparados com
0 GC. Contudo, quando avaliamos a cTnl neste estudo, os animais do GD apresentaram
valores do biomarcador 12,6 vezes maiores (1C95%=2,09-76,7) quando comparados com

animais ndo infectados do GC.

Palavras chave: caninos, erliquiose monocitica canina, frequéncia cardiaca, miocardio,

biomarcador
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ABSTRACT

Canine monocytic ehrlichiosis, caused by the bacterium E. canis, can cause severe anemia
in dogs and directly affect the cardiovascular system. Depending on the severity and
clinical phase of the disease, cardiac lesions such as myocarditis and arrhythmias may be
observed. The electrocardiogram allows the diagnosis of heart rhythm disorders and
echocardiogram assists in the detection of heart diseases and in the evaluation of
ventricular systolic and diastolic functions. In addition to these, troponin | is used as a
marker of cardiac injury, as it is released into the bloodstream when myocardial injury
occurs, remaining circulating for as long as the lesion persists. Thus, the present study
aimed to evaluate possible cardiovascular lesions in dogs naturally infected with E canis
in the subclinical phase. The present study evaluated 35 dogs, 25 of which were positive
for canine ehrlichiosis on PCR, of which 16 were females and 9 males. All patients
underwent the same tests and divided in two groups, (CG) control group and (GD), sick
group. Animals with comorbidities and structural heart diseases were excluded from the
study. The tests and parameters evaluated were: blood count, platelet and red blood cell
count, globular volume, echocardiogram with the variables of systolic function E%, FS%,
MAPSE, TAPSE and diastolic function TDI E /AL, electrocardiogram for heart rhythm
analysis and the troponin | biomarker. From the results it was possible to evaluate the
possible alterations that E. canis cause in the cardiovascular system. Parameters such as
systolic or diastolic rhythm and function evaluated did not present alterations in animals
of the GD group when compared to the CG. However, when we evaluated the cTnl in this
study, animals of the GD presented biomarker values 12.6 times higher (95%CI1=2.09-

76.7) when compared with healthy not infected animals from CG.

Keywords: canines, canine monocytic ehrlichiosis, heart rate, myocardium, biomarker
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193 CAPITULO 1
194
195 1.1 INTRODUCAO GERAL
196 O controle do sistema cardiovascular é realizado pelo sistema nervoso autdnomo

197 (SNA) e por barorreceptores, quimiorreceptores, receptores atriais, receptores
198  ventriculares, modificacGes do sistema respiratorio, centro vasomotor, sistema renina-
199  angiotensina-aldosterona e sistema termorregulador, que fornecem nervos aferentes e
200 eferentes ao coracdo, na forma de terminacGes simpéticas por todo o miocardio e
201  parassimpaticas no nodo sinusal, miocardio atrial e nodo atrioventricular e que servem
202  diretamente para o controle autonémico da frequéncia cardiaca (AUBERT et al., 2003;
203 PASCHOAL et al., 2003).

204 Eventos hemodindmicos estdo ligados ao aumento da atividade simpética, ja que
205  com a vasodilatacdo e viscosidade sanguinea reduzida, ha a elevacdo do débito cardiaco
206 e reducdo da resisténcia vascular sistémica (AIRD et al., 2000; METIVIER et al., 2000).

207 Uma das desordens bastante comuns na rotina clinica de pequenos animais, a
208 anemia, independente da origem, pode causar alteracfes cardiacas, pelo aumento da
209 demanda metabdlica do coracdo que pode exceder seu suprimento de oxigénio, levando
210  a hipdxia e infarto do miocardio (PORTMAN et al., 1995; SZACHNIEWICZ et al.,
211 2003). Além disso, anemia também pode causar alteracBes na frequéncia cardiaca e
212 remodelamento cardiaco, devido a hipdxia dos cardiomidcitos e ativacdo de outros
213 sistemas inflamatdrios que interferem no sistema cardiaco (METIVIER et al., 2000;
214 HORWICH et al., 2002). As hemoparasitoses, como por exemplo a Erliquiose
215  Monocitica Canina (EMC) causada pela bactéria Ehrlichia canis, sdo doencas que causam
216 anemia e podem promover lesdes cardiacas como a miocardite e assim, causar arritmias
217 (LOBETTI et al., 2005; DINIZ et al., 2008). Essas alteracbes podem ser causadas tanto
218 pela anemia como por hemorragia miocéardica, vasculite e inflamagéo sistémica
219  exacerbada (SCHOBER et al., 2002; SHAW et al., 2004).

220 A ecocardiografia (ECO) é solicitada para obter informacfes anatémicas e

221 morfoldgicas sobre as estruturas cardiacas, fisiologia e repercussdo hemodinamica do
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coracdo. Ajuda no diagndstico de doencas congénitas e adquiridas do coracao, bem como
alteracbes secundarias a diversas doencas sistémicas, incluindo doencas infecciosas.
Através do exame ainda podemos avaliar funcdo sistolica e diastdlica do coracédo
(ABDUCH, 2004).

O eletrocardiograma (ECG) € um exame muito utilizado para diagnosticar
arritmias, e pode sugerir alteracdes das camaras cardiacas e distdrbios eletroliticos e
hipoxia miocérdica, e € um exame que serve como diagnostico complementar a
erliquiose, visto que existem relatos que a doenga interfere no ritmo do coragéo (TILLEY
et al.,1995; DINIZ et al., 2008).

O grau de lesbes no miocardio de origem ndo cardiaca, causadas por
hemoparasitoses, por exemplo, pode ser avaliado de maneira ndo invasiva por
biomarcadores cardiacos: aspartato desidrogenase, creatina quinase, mioglobina e
troponina cardiaca. Em animais com anemia hemolitica podemos verificar o aumento de
concentragOes séricas de troponina I, um biomarcador cardiaco detectado na circulagéo
apos morte ou lesdo de cardiomidcitos. Estudos relatam que a CnTI tende a aumentar em
pacientes com erliquiose ainda na fase aguda (KEFFER, 1996; LOBETTI et al., 2005;
SPRATT et al., 2005; DINIZ et al., 2008; BOSWOOD, 2009; GOW et al., 2011;
GREENE, 2012).

Uma vez que Campo Grande MS é uma regido com alta incidéncia para erliquiose
canina (SOARES et al., 2017) e que muitos animais manifestam grande variedade de
sinais clinicos da doenca, faz-se necessaria a melhor compreensdo da acdo do
microrganismo em diversos 6rgéos, incluindo o coragdo a fim de incluir a erliquiose como

suspeita clinica em animais com arritmias cardiacas e sincopes.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

« Identificar as possiveis alteracdes eletrocardiograficas, ecocardiogréaficas e biomarcador
miocardico em cées portadores de E. canis diagnosticados por Reacdo da Polimerase em
Cadeia (PCR).

2.2 Objetivos especificos

11
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* Avaliar 0 comprometimento do disturbio de conducgdo, estrutural e funcional
miocéardico utilizando a eletrocardiografia e ecocardiografia em cées portadores de E.
canis diagnosticados na PCR.

« Avaliar a presenca de lesdo miocardica por meio da mensuragdo da troponina | cardiaca

em cdes portadores de E. canis diagnosticados na PCR.

3. REVISAO DE LITERATURA

A Erliquiose Monocitica Canina (ECM) € uma doenca muito comum na rotina de
clinica de pequenos animais, sendo relatada em areas subtropicais e tropicais de todo o
mundo, e vem causando altas taxas de mortalidade na populacéo canina (MYLONAKIS
etal., 2004; RANI et al., 2011).

E uma doenca multissistémica, transmitida por carrapatos do género
Rhipicephalus sanguineus, causada por uma alfa-proteobactéria intracelular obrigatdria,
Ehrlichia canis, que se replica dentro de células mononucleares no hospedeiro
(DUMLER etal., 2007; HARRUS & WANER, 2011; EVERMAN et al., 2011). A doenga
pode atingir cdes de qualquer idade ou sexo e comprometer 0s animais de diferentes
formas e levando a diferentes prognosticos (CASTRO et al., 2004; NAKAGHI et al.,
2008).

Laboratorialmente, a trombocitopenia, leucopenia variavel e anemia sdo
comumente encontrados em cées portadores de erliquiose (GREENE,2006). A infec¢do
pode ser classificada em trés fases: aguda, subclinica e crénica. Na fase aguda, o paciente
pode apresentar sintomas de febre, dispneia, anorexia e linfadenopatia. Caso animal entre
na fase assintomatica, pode apresentar alteragdes laboratoriais discretas como
trombocitopenia, leucopenia e anemia. Ja na fase cronica pode apresentar hemorragias,
epistaxe, edema periférico, hipotensdo, podendo evoluir para Obito (RISTIC &
WOLDEHIWET, 1993). Nessa ultima fase, a E. canis promove uma intensa reacéo
inflamatdria, dificultando a eliminacao do patdgeno, levando ao quadro de vasculite e as
lesbes em multiplos 6rgdos, incluindo o coracdo (DUMLER et al., 2001; EVERMAN et
al., 2011; HARRUS et al., 2011; HARRUS, 2015).

12
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No coracdo, ja foram identificados quadros de miocardite, disfuncédo sistdlica
ventricular e aumento das camaras cardiacas. Comumente ocorre o desenvolvimento de
miocardite, inflamac&o do musculo cardiaco, que reduz a forca de contragdo do coragdo
e pode causar cardiomiopatia dilatada e/ou evoluir para insuficiéncia cardiaca congestiva.
Na fase aguda, alteracbes de ritmo podem ser encontradas em exames de
eletrocardiografia em repouso, como arritmias sinusais e taquicardias. Alguns estudos
relatam que complexos ventriculares prematuros podem estar presentes (DINIZ et al.,
2008; ELAMM et al., 2012; KREJCI et al., 2016).

Por meio dos sinais clinicos podemos suspeitar de erliquiose, mas para o
diagnostico € essencial a associacdo de exames laboratoriais como hemograma,
visualizando as morulas de E. canis em esfregagos sanguineos, reacdo de polimerase em
cadeia (PCR) ou mesmo imunofluorescéncia indireta (IFI) (BIRCHARD $ SHERDING,
1998; BABO-TERRA, 2004). PCR tém sido muito utilizada no diagndstico de E. canis
devido a alta sensibilidade, mas resultados falso-negativos em virtude de alteracdes na
coleta ou erros analiticos podem ocorrer (MARTIN et al., 2005; DUMLER et al., 2007).

O exame de ecocardiograma (ECO) é considerado o mais importante no
diagndstico de cardiomiopatias na veterinaria, pois permite avaliar de forma ampla as
estruturas cardiacas, bem como camaras e valvas, a hemodindmica, observar ainda funcao
sistdlica e diastdlica do coracdo, espessura dos musculos, pontos de fibrose, nodulos e
trombos. Ajuda no diagndstico de doencas congénitas e adquiridas do coragdo, bem como
alteracbes secundarias a diversas doencas sistémicas, incluindo doencas infecciosas.
Através do exame, ainda podemos avaliar funcdo sistdlica e diastolica do coracdo
(ABDUCH, 2004).

O eletrocardiograma (ECG) é o teste padrdo ouro para o diagnostico de arritmias,
mas também pode ser usado para demonstrar alteracbes que levem a suspeita de
alargamento das camaras cardiacas e disturbios relacionados a hipdxia miocéardica e é um
exame que serve como diagnostico complementar a erliquiose, visto que existem relatos
que a doenga interfere no ritmo do coragéo, causando alteracbes como bloqueio de ramo
e alteracbes de onda T (TILLEY etal.,1995; DINIZ et al., 2008).

Associado ao ECG para verificar a miocardite, o exame de Troponina (cTn) é
muito importante. A Troponina cardiaca é uma proteina miofibrilar com duas formas

relevantes para o diagndstico, as proteinas Troponina | (cTnl) e Troponina cardiaca T

13
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(cTnT) que regulam a contracéo cardiaca. A cTnl € liberada na corrente sanguinea quando
ocorre lesdo do miocérdio em poucas horas, atingindo o pico méximo em dois dias e
permanecendo na corrente sanguinea enquanto a lesdo persistir. O exame de Troponina |
é o biomarcador conhecido como "padrdo ouro” para verificar lesées no miocardio em
humanos, por ter alta especificidade tecidual, baixa concentracdo sanguinea basal, ser
liberada rapidamente na corrente sanguinea e permanecer por longos periodos na
circulacdo (O’BRIEN et al., 2006; O’BRIEN, 2008; WELLS & SLEEPER, 2008). AcTn
é utilizada para verificar alteracbes cardiacas de diversas formas e de varias causas,
incluindo doencas infecciosas, bem como a erliquiose (CHURCH et al., 2007;
MELLANBY et al., 2007; DINIZ et al., 2008).
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CAPITULO 2
Artigo formatado conforme normas para publicacdo na Revista Ciéncia Rural

SANTOS, R.D. AVALIACAO CARDIOVASCULAR DE CAES NATURALMENTE
INFECTADOS POR Ehrlichia canis. 2022. Mestrado — Programa de Pds-graduacéo em
Ciéncias Veterinarias. Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS. 2022

RESUMO

Erliquiose monocitica canina, causada pela bactéria E. canis, pode causar anemia grave
nos cées e afetar diretamente o sistema cardiovascular. Conforme a gravidade e a fase
clinica da erliquiose, lesbes cardiacas como miocardite e arritmias podem ser observadas.
O eletrocardiograma permite o diagndstico dos distarbios do ritmo cardiaco e o
ecocardiograma auxilia na deteccdo de cardiopatias e na avaliacdo das funcdes sistélicas
e diastolicas ventriculares. Além destes, a troponina | € usada como marcador de lesdo
cardiaca, pois é liberada na corrente sanguinea quando ocorre lesdo do miocardio,
permanecendo circulante enquanto a lesdo persistir. Assim, 0 presente estudo teve como
objetivo avaliar possiveis lesbes cardiovasculares em cédes naturalmente infectados com
erliquiose em fase subclinica. O presente estudo avaliou 35 cdes, sendo 25 positivos para
erliquiose canina em exame de PCR, dos quais 16 eram fémeas e 9 machos. Todos 0s
pacientes foram submetidos aos mesmos exames e divididos em dois grupos, (GC) grupo
controle e (GD), grupo doente. Animais com comorbidades e doencas cardiacas
estruturais eram excluidos do estudo. Os exames e parametros avaliados foram:
hemograma, contagem de plaquetas e de hemacias, volume globular, ecocardiograma
com as variaveis de funcdo sistolica FE%, FS%, MAPSE, TAPSE e fungdo diastélica TDI
E’/A’L, eletrocardiograma para andlise de ritmo cardiaco e o biomarcador troponina I. A
partir dos resultados foi possivel avaliar as possiveis alteracdes que a E. canis pode causar
no sistema cardiovascular. Pardmetros como ritmo e fungéo sistdlica ou diastdlica
avaliados ndo apresentaram alteracdes em animais do grupo GD quando comparados com
0 GC. Contudo, quando avaliamos a cTnl neste estudo, os animais do GD apresentaram
valores do biomarcador 12,6 vezes maiores (1C95%=2,09-76,7) quando comparados com

animais ndo infectados do GC.

Palavras chave: caninos, erliquiose monocitica canina, frequéncia cardiaca, miocardio,

biomarcador
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ABSTRACT

Canine monocytic ehrlichiosis, caused by the bacterium E. canis, can cause severe anemia
in dogs and directly affect the cardiovascular system. Depending on the severity and
clinical phase of the disease, cardiac lesions such as myocarditis and arrhythmias may be
observed. The electrocardiogram allows the diagnosis of heart rhythm disorders and
echocardiogram assists in the detection of heart diseases and in the evaluation of
ventricular systolic and diastolic functions. In addition to these, troponin | is used as a
marker of cardiac injury, as it is released into the bloodstream when myocardial injury
occurs, remaining circulating for as long as the lesion persists. Thus, the present study
aimed to evaluate possible cardiovascular lesions in dogs naturally infected with E canis
in the subclinical phase. The present study evaluated 35 dogs, 25 of which were positive
for canine ehrlichiosis on PCR, of which 16 were females and 9 males. All patients
underwent the same tests and divided in two groups, (CG) control group and (GD), sick
group. Animals with comorbidities and structural heart diseases were excluded from the
study. The tests and parameters evaluated were: blood count, platelet and red blood cell
count, globular volume, echocardiogram with the variables of systolic function E%, FS%,
MAPSE, TAPSE and diastolic function TDI E/A'L, electrocardiogram for heart rhythm
analysis and the troponin | biomarker. From the results it was possible to evaluate the
possible alterations that E. canis cause in the cardiovascular system. Parameters such as
systolic or diastolic rhythm and function evaluated did not present alterations in animals
of the GD group when compared to the CG. However, when we evaluated the cTnl in this
study, animals of the GD presented biomarker values 12.6 times higher (95%CI1=2.09-

76.7) when compared with healthy not infected animals from CG.

Keywords: canines, canine monocytic ehrlichiosis, heart rate, myocardium, biomarker
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INTRODUCAO

Uma das desordens bastante comuns na rotina clinica de pequenos animais, a
anemia, independente da origem, pode causar alteracfes cardiacas, pelo aumento da
demanda metabdlica do coracdo que pode exceder seu suprimento de oxigénio, levando
a hipoxia e infarto do miocardio (PORTMAN et al., 1995; SZACHNIEWICZ et al.,
2003). Alem disso, anemia também pode causar alteracdes na frequéncia cardiaca e
remodelamento cardiaco, devido a hipéxia dos cardiomidcitos e ativagcdo de outros
sistemas inflamatorios que interferem no sistema cardiaco (METIVIER et al., 2000,
HORWICH et al., 2002).

As hemoparasitoses, como por exemplo a Erliquiose Monocitica Canina (EMC)
causada pela bactéria Ehrlichia canis, sdo doencas que causam anemia e podem promover
lesbes cardiacas como a miocardite e causar arritmias (LOBETT] et al., 2005; DINIZ et
al., 2008). Essas alteracOes podem ser causadas tanto pela anemia bem como por
hemorragia miocardica, vasculite e inflamacéo sistémica exacerbada (SCHOBER et al.,
2002; SHAW et al., 2004).

Podemos suspeitar de erliquiose através dos sinais clinicos, porém para chegar ao
diagnostico € essencial a associacdo de exames laboratoriais como hemograma,
visualizando as morulas de E. canis em esfregagos sanguineos, reacdo de polimerase em
cadeia (PCR) ou mesmo imunofluorescéncia indireta (IFI) (BIRCHARD & SHERDING,
1998; BABO-TERRA, 2004).

A ecocardiografia € solicitada para obter informacdes sobre as estruturas cardiacas

anatdmica, fisiologia e repercussdao hemodinamica do coracdo (ABDUCH et al., 2004).

O eletrocardiograma (ECG) é um exame muito utilizado para diagnosticar
arritmias, e pode auxiliar na avaliacdo de sobrecarga das camaras cardiacas e distarbios

eletroliticos e hipoxia miocéardica (TILLEY et al., 1995).

O grau de lesdes no miocardio de origem ndo cardiaca, causadas por
hemoparasitoses, por exemplo, pode ser avaliado de maneira ndo invasiva por
biomarcadores cardiacos: aspartato desidrogenase, creatina quinase, mioglobina e

troponina cardiaca.
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Em animais com anemia hemolitica podemos verificar o aumento de
concentragfes séricas de Troponina | (cTnl), um biomarcador cardiaco detectado na
circulacdo ap6s morte ou lesdo de cardiomidcitos (KEFFER et al., 1996; LOBETTI et al.,
2005; SPRATT et al., 2005; DINIZ et al., 2008; BOSWOOD et al., 2009; GOW et al.;
2011).

Uma vez que Campo Grande MS é uma regido com alta incidéncia para erliquiose
canina (SOARES et al., 2017) e que muitos animais manifestam grande variedade de
sinais clinicos da doenca, faz-se necessaria a melhor compreensdo da acdo do
microorganismo em diversos orgdos, incluindo o coracdo a fim de incluir a erliquiose

como suspeita clinica em animais com arritmias cardiacas e sincopes.
MATERIAL E METODO

Foram selecionados 35 caes, sem critérios em relacéo a idade, raca, Sexo e peso,
que se enquadravam no estudo, provenientes do atendimento do Hospital Veterinario da
UFMS E clinicas particulares da cidade de Campo Grande MS nos periodos de abril de
2021 a junho de 2022 para atendimentos de rotina. Os tutores assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) autorizando a participacdo de seu animal na
pesquisa cientifica (Anexo 1) logo ao ap0ds a suspeita da infeccdo por E. canis. Além
disso, o estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais/fCEUA da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul/UFMS (protocolo n® 1.112/2019). Todos os

esforcos foram feitos para minimizar o desconforto dos animais.

Foram formados dois grupos, grupo controle (GC) composto por 10 (n=10) cées
higidos, machos e fémeas, de racas e idades variadas. Foram considerados higidos em
funcdo da auséncia de alteracbes em exames fisico, laboratoriais e exame de

ecocardiografia.

E grupo doente (GD) composto por 25 caes positivados para E. canis
comprovados por exame de PCR, e exclusdo de Leishmania spp., em exames de PCR,
sem sinais clinicos, e alteragdes laboratoriais importantes, com auséncia de cardiopatias

estruturais em exame de ecocardiograma.

Os critérios de exclusdo dos animais para participar do estudo foram positividade
de leishmaniose, alguma doenga cronica conhecida, alteragdes evidentes em exames

laboratoriais e doenca estrutural cardiaca.
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Ap0s a triagem e realizacdo dos exames de PCR para E. canis e Leishmania spp.,
em todos os cdes do estudo e obtencdo dos grupos, foram realizados hemograma,
contagem de plaquetas e hemécias, e volume globular

O ecocardiograma foi realizado com o aparelho de ultrassonografia com
programacdo exclusiva para cardiologia e transdutores de modelo setorial 6S pediatrico
e 3Sc adulto GE Logiq e. A escolha do transdutor variava de acordo com o porte do
animal e este exame € considerado o padrdo ouro para excluir doengas estruturais
cardiacas no paciente. Os posicionamentos e mensuracdes das variaveis
ecodopplercardiograficas seguiram as recomendacdes de Boon (2011). Para a realizacdo
do exame, os cdes foram posicionados em decubito lateral direito sobre um colchéo
especifico para o exame ecocardiogréafico, onde se acessa a janela paraesternal direita
utilizando o eixo curto, em plano papilar, aplicando o0 Modo-M para mensurar as

variaveis de Fracdo de ejecdo (FE) e Fracao de encurtamento (FS) pelo método Teicholz.

Em seguida os animais foram posicionados em decubito lateral esquerdo para a
obtencdo da janela paraesternal esquerda onde utilizamos as imagens do eixo apical, 4
cameras para obtencdo de MAPSE (excursdo sistolica do plano do anulo mitral) e TAPSE
(excursdo sistolica do plano do &nulo tricuspide). Ainda nesse decubito, obtivemos as
variaveis diastolicas, pelo método Doppler tecidual (TDI), utilizando-se a razdo E"/A” da
parede lateral do ventriculo esquerdo (SHOBER et al., 2001; CHETBOUL et al., 2007;
SCHOBER et al., 2008; PARIAUT et al., 2012; CHETBOUL et al., 2015; VAZQUEZ et
al., 2022).

Apos a exclusdo de doencas estruturais, os animais foram submetidos ao exame
de eletrocardiograma e a coleta de sangue para analise de Troponina I. Os registros de
ritmo e frequéncia cardiaca foram obtidos por um eletrocardiégrafo digital Incardio®
(InPulse) por um periodo maximo de 25 minutos, em todas as derivagdes, bipolares e
unipolares aumentadas, com velocidade de 50mm/s e sensibilidade N=1mV, com o
animal em posic¢do quadrupedal ou em decubito lateral direito (FILIPPI, 2011; SANTILLI
et al., 2020). Os dados eletrocardiograficos foram transcritos para o computador e
analisados posteriormente ao registro. Os exames foram disponibilizados na plataforma
digital de anélise InCardio Duo 2.3.3® (InPulse) de modo a para interpretacdo do tracado

e obter-se o ritmo.
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Para a analise da Troponina I, foi coletado 1ml de sangue venoso em seringa
descartavel do modelo Gasom Hepari litio. Os critérios de rejeicdo das amostras foram
soro hemolisado, ictérico ou lipémico. O kit utilizado para o exame foi o I-STAT
CARTRIDGE TROPONONIN I (CTNI) - Abbott ® para analise quantitativa da
troponina cardiaca, tendo como valores de referéncia 0,00 a 0,03ng/ml seguindo a
referéncia de OYAMA e SISSON (2004).

As informacGes sobre as varidveis hematoldgicas (contagem de plaquetas e de
hemacias, volume globular), varidveis cardiacas como funcgdes sistdlica e diastdlica e
Troponina | foram tabuladas em planilhas eletrdnicas para as anélises estatisticas de
comparagdo entre 0S grupos positivo e negativo para E. canis. Além de estatistica
descritiva para todas as variaveis, os dados quantitativos foram analisados pelos testes de
ANOVA seguida de teste de Tukey ou Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunn.
Variaveis qualitativas foram analisadas através de qui-quadrado ou teste exato de Fisher,
seguido do célculo de odds ratio (OR) para avaliacdo da razdo de chances. Para todas as

analises foi considerado o nivel de significancia de 5% (p=0.05; IC 95%).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 35 animais avaliados, entre os grupos GC e GD 24 eram fémeas e 11 eram
machos, sendo que o grupo GD era composto por 16 fémeas e 9 machos (p=0,36), de
diversas idades e racgas. Estudos relatam que a EMC ndo tem predisposicdo para raca,
sexo ou idade (SOUZA et al., 2010). Alguns autores relatam que ainda ndo existe
concluséo sobre esse dado e a maioria dos trabalhos néo cita diferengas entre géneros
(YARCE et al., 2015). Entretanto, HERNANDEZ et al. (2006) relatam que as fémeas
tendem a ser mais infectadas do que os machos e BORIN et al. (2009) também afirmaram
ter encontrado maior numero de fémeas portadoras de erliquiose. Em nosso estudo, apesar
da andlise estatistica ndo ter apontado diferenca entre sexo, 0 nimero de fémeas incluidas
excedia o de machos, o que pode ter levado a consideracdo de maior predisposicéo de

fémeas a doenga.
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Figura 1. Porcentagem de cdes fémeas e machos e positividade para E. canis em

animais de Campo Grande, MS.

Sexo dos animais

GD GP Total
Fémeas 16 8 24
Machos 9 2 11

Né&o ha diferenca significativa entre os grupos (Qui-quadrado=0,86; p=0,36)

Apds o animal ser infectado, ele passa pela fase aguda e pode ficar na fase
subclinica por alguns meses. Nesta fase, sintomas clinicos e/ou altera¢cdes hematoldgicas
geralmente séo discretos ou ausentes (HARRUS & WANER, 2011).

Pacientes portadores da doenca normalmente apresentam anemia do tipo
normocitica normocrémica. A anemia observada em animais com erliquiose ocorre por
supressdo da atividade eritropoiética, piorando ao longo do tempo (HARRUS et al.,
2015). Os animais diagnosticados com erliquiose no presente estudo eram assintomaticos,
e nos exames hematoldgicos os valores de plaquetas e o volume globular nédo
apresentaram alterac@es significativas, porém os valores de hemacias estavam diminuidos
guando comparados com animais saudaveis, apresentando diferenca estatisticamente

significativa (p=0,017).

Figura 2 Valores médios e desvio padrdo das hemacias em cdes portadores de

EMC em comparacéo ao grupo controle (p=0,017).
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Atuacdo do sistema monocitico-fagocitario, lise celular pela acdo do sistema
complemento e supressdo da eritropoiese na medula 6ssea podem ser 0s mecanismos
apontados como responsaveis pelo quadro anémico da erliquiose (MOREIRA et al.,
2003). Apesar de anemia e trombocitopenia serem caracterizadas como achados
sugestivos para EMC, estes ndo sdo exclusivos, ja que as manifestacBes clinicas e
hematoldgicas apresentadas em cdes com infeccdo por E. canis normalmente sdo
inespecificas (NELSON & COUTO, 2010; SOUSA et al., 2010). Para HARRUS et al.
(1998), a contagem de plaquetas estd diminuida em todas as fases da doenca e é um
indicador para se suspeitar de EMC. Tal fato nédo foi visualizado no presente estudo, no
qual a contagem de plaquetas ndo diferiu estatisticamente entre 0s grupos doentes € 0
grupo controle. No estudo realizado por MATOS et al. (2021) ndo foram encontradas
alteracdes em volume globular, tal como em nosso estudo. Caso 0s cédes desse estudo
venham a evoluir para a fase cronica, é esperado que apresentem diminui¢do nos valores

de hemécias, hematocrito e trombocitopenia.

Figura 3 - Valores médiostdesvios-padrdo da avaliagdo hematoldgica dos grupos

Controle e Doente
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Avaliacdo Hematologica

Plaquetas Volume globular Hemacias
GD 343.880+ 209059,26 35,4+12,9 556 +2,11*
GC 350.300+ 106345,40 40,2+7,33 10,317 +9,05*

Diferenca significativa entre os grupos (Kruskal-Wallis e Dunn corrigido por Bonferroni
p=0,017)

Na avaliacdo eletrocardiografica ndo foram observadas alteragdes em ritmo ou
malignidades em animais com EMC ou animais saudaveis sendo (p=0,52). A arritmia sinusal
foi predominante, seguida de ritmo sinusal e por ultimo, taquicardia sinusal que estava presente

em todos 0s grupos

Figura 4 - Posicionamento dos animais para exame eletrocardiografico demonstrando

derivacdes de membros bipolares e monopolares

T
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Figura 5- Tracado evidenciando arritmia sinusal em um cdo do GD

)
“w

Fonte: acervo pessoal

No estudo realizado por FERREIRA et al. (2017) observando o ritmo cardiaco em cées
com erliquiose e no grupo controle, o ritmo predominante foi a arritmia sinusal, assim como
no estudo realizado por Champion et al. (2013), no qual a arritmia sinusal foi o ritmo mais
frequente. Tais achados corroboram o que encontramos nos pacientes que participaram desse
estudo. Entretanto, nossos resultados diferem dos apresentados por DINIZ et al. (2008), que
citaram que 35% dos animais infectados com E. canis apresentaram alteracGes de ritmo

moderadas e graves, como complexos ventriculares prematuros e taquicardia supraventricular.

Provavelmente essas alteragBes estavam presentes porque 0s pacientes encontravam-
se em fase cronica e/ou possuiam comorbidades naquele estudo ou até mesmo pelo tempo de

realizacdo da pesquisa, ao contrario dos cées deste trabalho, que eram assintomaticos.

Em relacdo ao estudo da funcéo sistdlica do VE e VD, ndo foram observadas
diferencas significativas nas variaveis FE%, FS%, MAPSE e TAPSE entre os cdes do
grupo doente e o controle. Esses achados sugerem que a funcéo sistdlica ventricular

permanece funcional nesses cédes, como descrito na Figura 6.
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Figura 6 - Valores médios e desvio padrao das variaveis ecocardiograficas do estudo

da funcdo sistdlica ventricular em cées doentes e grupo controle.

Avaliacdo Ecocardiografica

Funcdao sistolica Funcéo diastolica
MAPSE  TAPSE FE% FS% a'/e’L
GD 0,78+0,27 12,463 72,8+12,35 40,2+11,89 0,98+1,03
GC 0,89+0,22 13,87+4,44 74+10 41,7+11,28 1,85+3,35

N&o houve diferenca significativa entre os grupos (ANOVA ou Kruskal-Wallis p> 0,05

Entre os métodos mais utilizados para determinar a funcéo sistolica do VE estdo
a fracdo de encurtamento e fracdo de ejecdo. Essas variaveis fornecem informacdes
valiosas das condi¢cbes hemodinamicas do paciente (SCHOBER et al., 2009; BOON,
2011; SARGENT et al., 2015). CHETBOUL & SURESH (2015) explicam que a FE e FS
encontradas pelo modo M, apesar de ser uma das primeiras técnicas obtidas na
ecocardiografia, ainda pode ser utilizada na rotina clinica. Autores como BOON (2011)
concordam que a fracdo de ejecdo também é a mais utilizada, e representa a quantidade
de sangue que deixou o ventriculo esquerdo durante a sistole. Alguns estudos revelam
que a hiperfuncdo sistélica pode estar relacionada a anemia (SPOTSWOOQD et al., 2005).
Vale ressaltar que a funcéo sistdlica do coracdo, por sua vez, depende de fatores como
frequéncia cardiaca, pré-carga, pds-carga e contratilidade (BOON, 1998). Se o paciente
porventura ja apresentar alguma cardiopatia, esses parametros sistélicos podem estar
ainda mais alterados, ou seja, a fragdo de ejecdo serd ainda mais prejudicada devido a
reducdo de bombeamento sanguineo (BAHL et al., 1992). Os pacientes do nosso estudo
estavam em fase assintomatica e ndo possuiam cardiopatia e talvez seja por isso que nas
varidveis avaliadas ndo apresentaram alteracfes na funcdo sistolica dos ventriculos

esquerdo e direito.
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Outro parametro importante e muito utilizado para avaliacdo sistolica do
ventriculo esquerdo pelo modo M é o MAPSE (HU et al., 2012). Quando diminuido, o
MAPSE indica disfuncéao sistolica do ventriculo esquerdo e serve como parametro de
prognostico para alteracdes cardiacas importantes e sugere risco de mortalidade em
pacientes cardiopatas (ALAM et al., 1990; EMILSON et al., 2000; BRANDE et al.,
2002). O MAPSE serve para analisar o movimento gerado pelo anel mitral, que passa a
diminuir com o passar da idade dos animais, mas apenas nos que tem a FE normal
(BOON, 2011; CHETBOUL et al., 2015). Nos animais avaliados no estudo o0 MAPSE
encontrava-se dentro da normalidade, de acordo com o0 peso dos animais e a maioria

estava com a FE normal.

O TAPSE é um dos parametros utilizados para avaliar a funcdo sistdlica do
ventriculo direito, e quando reduzido pode indicar disfun¢éo sistdlica do ventriculo direito
(VAZQUEZ et al., 2022). E uma analise facil de fazer, e é muito confiavel em relacéo a
comprometimento da funcéo sistolica (PARIAUT et al., 2012; VISSER et al., 2014). Os
valores de referéncia do TAPSE séo fixos e de acordo com o peso do animal (VISSER et
al., 2015). Os parametros avaliados no trabalho seguiram os valores de referéncia de
acordo com o peso dos pacientes e ndo demonstraram alteracdes de disfuncao sistolica do

ventriculo direito em animais com ou sem erliquiose.

O Doppler tecidual transmitral foi método utilizado para a avaliacdo da funcéo
diastolica do ventriculo no estudo, sendo a variavel de escolha razao E’/A’ Lateral, em
animais de ambos os grupos, e ndo houve diferencas significativas sendo (p=0,86).
Estudos relatam que a utilizacdo do TDI é ideal para avaliar a funcdo do miocardio, bem
como a correta avaliacdo da funcédo diastolica (SILVA et al., 2002). As mensuracdes do
TDI ndo sédo influenciadas pela idade do paciente (VAZQUEZ et al., 2022). Através do
TDI, é possivel encontrar altera¢cdes na funcao sistdlica e diastolica antes mesmo que 0s
pacientes apresentem sinais de Insuficiéncia cardiaca congestiva ou que apresentem
alteracOes nos parametros do exame de ecocardiograma convencional (CHETBOUL et
al., 2004). Os pacientes do estudo eram clinicamente saudaveis e ndo apresentavam
doencgas cardiacas, sendo essa possibilidade para os pacientes com valores dentro da

normalidade nos parametros avaliados.

A troponina | cardiaca esta presente no musculo miocardio associada as

miofibrilas. E é considerada como biomarcador preferencial para diagnosticar lesdo o
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miocardio (JAFFE et al., 2000; DUNN et al., 2011). O biomarcador cTnl é utilizado para
encontrar lesdes cardiacas iniciais, cardiopatias assintomaticas, insuficiéncia cardiaca
congestiva e determinar o prognostico das doencas (BOSWOOD, 2007; REYNOLDS;
OYAMA, 2008; MACDONALD, 2010; RIBEIRO, 2010; ERIKSSON et al., 2014;
SCHOBER et al., 2010).

Quando avaliamos o biomarcador cTnl no estudo, notamos que o0s pacientes
infectados com E. canis estavam em fase subclinica ou assintomatica e apresentaram
aumento significativo nos indices de troponina (p=0,004) quando comparados com
animais saudaveis, e o resultado do OR foi significativo, indicando que as chances de
animais com a doenca apresentarem troponina elevada, mesmo que em fase inicial, foi

12,6 vezes maior (1C95%=2,09-76,7) quando comparada com animais saudaveis.

Troponina | (ng/ml)

LR |

Posilivos
Troponing
Megativo

Troponina

Grupos

Figura 7 — Valores médios e desvio-padrdo em cdes positivos e negativos para

erliquiose canina. Houve diferencga significativa entre os grupos (p=0,004).
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Alguns estudos com pacientes com erliquiose observaram indices elevados de
troponina cardiaca I, mesmo na fase aguda (GREENE, 2012). Isso deve ocorrer devido
ao fato que a EMC pode causar alteracGes cardiovasculares, como hemorragia
endocérdio, mas ainda ndo estd comprovado se essas lesdes ocorrem pela acéo direta da
bactéria ou se secundarias a coagulacdo intravascular ou ainda devido a resposta
inflamatoria sistémica presente em casos cronicos (PRICE et al., 1983; KITTLESON et
al.,, 1998). No presente estudo, os pacientes infectados encontravam-se na fase
assintomatica da doenca e apresentam indices elevados de troponina, e 0s mesmos nao
possuiam doengas cardiacas ou outras comorbidades, porem poderiam estar iniciando

miocardite.

Figura 8 - Valores médiostdesvios-padrdo da avaliacdo do Biomarcador Troponina |

dos grupos GC e GD.
Avaliacao Troponina
GD* 14772+ 2,17
GC 0,055+ 0,08

*Diferenca significativa entre os grupos (Kruskal-Wallis seguido de Dunn p=0,04)
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CONCLUSAO

Cées infectados com E. canis em fase subclinica demonstraram auséncia de
alteragBes na funcéo sistolica esquerda e direita e diastolica no estudo da ecocardiografia
convencional bem como nas alteracfes eletrocardiogréficas. A Troponina | se mostrou
um biomarcador precoce para a presenca de morte de miocitos em cées naturalmente
infectados por E canis, na fase subclinica assintomatica. Mais estudos relacionados ao

tema com uma populagdo maior de animais sao recomendados.
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ANEXOS

Anexo 1. Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

Servigo Publco Fedenl E!
Minstano da Educaclo
Fundagio Universidade Federal de Mato Grosso do Sul l

ANEXO |
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: Avalisgdo cardiovascular de cles naturalmente infectados por
Ehvlichia canis

O (A) ==. (a) estd sendo convidado (a) a participar em una pesgusa. Este estudo
estd sob responsabiidade pela da Professora Doutora Veronica Jorge Babo-Terra,
vinculada & Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) N3o haverd
despesas financeiras = nem compensacdo de qualguer $po poc sua participagho.
Leia cudadosaments o que s segue & pergunie ao responsdvel pelo estudo
qualquer divida que tiver.

1.Por que o ostudo esta sendo feito?

O estudo visa avakar a variabilidade da frequéncia cardiaca em ches com Doengas
Hormonais

2.Quem participara deste estudo?

Serfio avaliados todos o= cdes atenddos no Hospitad Velerindno da UFMS e em
dimicas particulares que sefam diagnosticados & ratados com doancas harmonais
3.0 que sers solicitado?

O proprietario ird com o animad alé o Hospital Veterindrio onde serd colocado o
Holter 23h. o propnetdrio deverd dispanibdizar o tempo de 24 horas para ficar com o
animal & anolar todas as athidades realizadas.

4.Quem terd acesso s minhas informacdes e respostas ao questionirio?

Se concordar em participar do estudo, seu nome o idenlidade serdo manbdes em
sigilo. Soments os pesquisadores emvolvidos « Comité de Elica lerio acesso ds
suas informagdes pessoais nesse esiudo.

Por fim, AUTORIZO a utiizacho dos dados colelados do meu animal para fins de
pesquisa

Ressalla.se 3 nexsténoa de nleresse comercial ou promocional dos resultados
oblidos neste trabalho.

Voiuntano Pesguesador
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953  Anexo 2. Termo de substituicdo de projeto

SEMITMS - 340078 - Reacucia

Servigo Pinlioe Fede
Miristina dn Eaucagso
Fundagiio Universidade Federal de Mato Grosso do Sul |

RESOLUCAQ N2 75 CPOS/OV/FAMEZ/UFMS, DE 23 DE FEVEREIRD DE 2021,

A PRESIDENTE DO COLEGIADO DE CURSO DOS CURSOS DE MESTRADO E
DOUTORADO EM CIENCIAS VETERINARIAS da Faculdade de Medicna Veterndria e Zootecnia
da Fundagdo Universidade Federal de Mato Geosso do Sul, no wso de suas atribuigdes legais,
msolve, ad referendum:

Marnifestarse favordvel 3 soictacdo de substituicdo do projeto da mestranda

Rejane Dinlz dos Santos, RGA 202000724, constante na RESOLLCAD N® 65, DE 03 DE DEZEMBRD
DE 2020, publicada no BO N" 7431, e 04.12.2020, Pg. 636, conforme s segue.

Onde 1o b Varabildade & fe Caetiacs am cles com homaonas
Leta e AMalaglo Candiovascuiar 29 C3a% Natuadments infectados por Eeichia Cans

THYARA DE DECD SOUZA E ARAUND

Y] ) Y Documento asenado sletroniGamente por Thyars de Deco Souta ¢ Araujo,

3 Seﬂ & Presideste de Coleglado, am 23/03/2021, 35 1405, conforme hoedoe ofoal de

niﬂ uurtes Miato Gernse 0o Sul, com fundamento no St 6% § 1% do Jeunpio nv 3 939 20
- Ade tugen de 2035,

Fags A StenTicade dcte documentn pode sev conferids no ute
s/ el ulms befsaifcomrslador_ aatemno gha?
3 i elorendo o (O8go

Referfreta Frooeos =% J3004 DOJ 78400154 vt DTS

e Dasd utre 20 Y erene A _onpereeerurs salew i Socurmerre 204 | TR Anvs ;j
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