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LUZ, Patrick Eugénio. Parametros hemostaticos e avaliacdo cardiaca em caes
naturalmente infectados por Leptospira spp.. 2022. 69f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

RESUMO

A leptospirose € uma doenga de carater zoonotico com distribuicdo global, sendo
endémica em paises tropicais. Alguns estudos tém demonstrado a associagao entre
a doencga e a ocorréncia de miocardite, que se trata de uma lesdo miocardica aguda
que pode ser causada por diversas doencgas infectocontagiosas, que pode levar a
insuficiéncia cardiaca, arritmias e ao 6bito. Sendo assim, objetivou-se a avaliar os
parametros hemostaticos e os achados preditivos de miocardite em caes com
infeccdo por Leptospira spp.. Foi realizado um estudo transversal avaliando
dezesseis caes, sendo sete saudaveis, constituindo o grupo controle (GC) e nove
caes com leptospirose, constituindo o grupo leptospirose (GL). Foram realizados
afericdo da presséao arterial sistémica (PAS), mensuragdo do tempo de protrombina
(TP) e tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa), dosagem de creatinoquinase
fraggo MB (CK MB) e troponina cardiaca | (cTnl), eletrocardiografia e
ecodopplercardiografia convencional. Os exames foram realizados logo apods a
admissdo dos pacientes. Os valores de dados foram submetidos ao teste
normalidade de Shapiro Wilk e homogeneidade de varidncias Levene. Variaveis
paramétricas foram submetidas ao teste t de Student e, quando significativas, ao
teste de correlagdo de Pearson. Variaveis ndo paramétricas foram submetidas ao
teste de Mann-Whitney e, quando significativas, ao teste de correlagdo de
Spearman. As diferengas foram consideradas significativas quando o valor de p foi
menor que 0,05. A média de idade do GL foi de 6,25 + 3,41 anos e de peso foi de
12.1 £ 4.98 kg, do GC a média de idade foi 2,29 £ 1,5 anos e média de peso de 14,9
1+ 10.1 kg. Caes com leptospirose apresentaram maiores valores de cTnl (GC: 0,004
+ 0,002 ng/ml; GL: 0,22 £ 2,70 ng/ml, p = 0,001), PAS (GC: 130 = 23,8 mmHg; GL:
178 £ 34,1 mmHg; p = 0,009), duragdo do complexo QRS (GC: 41,4 + 3,64 ms; GL:
50,0 £ 5,17 ms, p = 0,002), duracéo do intervalo QT (GC: 164 £ 13 ms, GL: 225 +
24,3 ms, p < 0,001) e espessura do septo interventricular em diastole normalizada
pelo peso (GC: 0,34 £ 0,15 mm; GL 0.54 + 0,20 mm; p = 0,031) quando comparados
ao GC. 5/9 caes apresentaram diagndstico possivel de miocardite. Observou-se
correlagao negativa entre os valores de cTnl e relagdo Em/Am septal (p = 0,007; rho
=-0,601) e cTnl e relagdo Em/Am parietal (p = 0,001, rho = - 0,703). Os valores de
PAS se correlacionaram negativamente com os valores da relagdo Em/Am septal (p
= 0,020; r = - 0,592) e parietal (p = 0,004; r = - 0,693), e positivamente com a
duragcédo do complexo QRS (p = <0,001; r = 0,766). Conclui-se que a leptospirose
gera disturbios de coagulacéo e alteragdes cardiacas, evidenciadas principalmente
pela disfuncao diastdlica e aumento da troponina.

Palavras-chave: Miocardite. Leptospirose. Troponina. Fungdo diastdlica.
Ecocardiografia.
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naturally infected by Leptospira spp.. 2022. 69p. Dissertation (Master’'s degree in
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ABSTRACT

Leptospirosis is a zoonotic disease with a global distribution, being endemic in
tropical countries. Some studies have demonstrated the association between the
disease and the occurrence of myocarditis, which is an acute myocardial injury that
can be caused by several infectious diseases, which can lead to heart failure,
arrhythmias and death. Therefore, the objective was to evaluate the hemostatic
parameters and the predictive findings of myocarditis in dogs infected with Leptospira
spp.. A cross-sectional study was carried out evaluating sixteen dogs, seven of them
healthy, constituting the control group (GC) and nine dogs with leptospirosis,
constituting the leptospirosis group (GL). Measurements of systemic blood pressure
(SBP), prothrombin time (PT) and activated partial thromboplastin time (aPTT),
measurement of creatine kinase fraction MB (CK MB) and cardiac troponin | (cTnl),
electrocardiography and conventional echocardiography were performed. The exams
were performed soon after the patients' admission. The data were submitted to the
Shapiro Wilk normality test and Levene homogeneity of variances. Parametric
variables were submitted to Student's t test and, when significant, to Pearson's
correlation test. Nonparametric variables were submitted to the Mann-Whitney test
and, when significant, to the Spearman correlation test. Differences were considered
significant when the p value was less than 0.05. The mean age of the GL was 6.25 +
3.41 years and the mean weight was 12.1 + 4.98 kg, the mean age of the GC was
2.29 + 1.5 kg and the mean weight was 14.9 + 10.1. Dogs with leptospirosis had
higher cTnl values (GC: 0.004 + 0.002 ng/ml; GL: 0.22 + 2.70 ng/ml, p = 0.001), SBP
(GC: 130 £ 23.8 mmHg; GL: 178 + 34.1 mmHg; p = 0.009), QRS complex duration
(GC: 414 +3.64 ms; GL: 50.0 £ 5.17 ms, p = 0.002), QT interval duration (GC: 164 +
13 ms, GL: 225 + 24, 3 ms, p < 0.001) and interventricular septum thickness in
diastole normalized by weight (GC: 0.34 + 0.15 mm; GL 0.54 + 0.20 mm; p = 0.031)
when compared to GC. 5/9 dogs had a possible diagnosis of myocarditis. A negative
correlation was observed between cTnl and septal Em/Am ratio (p = 0.007; rho = -
0.601) and cTnl and parietal Em/Am ratio (p = 0.001, rho = - 0.703). The SBP values
correlated negatively with the values of the Septal (p = 0.020; r = - 0.592) and
parietal (p = 0.004; r = - 0.693) ratio, and positively with the duration of the QRS
complex (p = <0.001; r = 0.766). It is possible to conclude that leptospirosis
generates coagulation disorders and cardiac alterations, evidenced mainly by
diastolic dysfunction and increase in troponin.

Key-words: Myocarditis. leptospirosis. Troponin. Diastolic function.
Echocardiography.
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1 INTRODUGAO

A leptospirose é uma zoonose de distribuicdo mundial, ocasionada
pelas bactérias do género Leptospira spp., sendo classificadas em mais de 250
sorovares (LEVETT, 2001). A doenca é endémica em paises tropicais,
principalmente devido a fatores como altos niveis de pluviosidade, temperaturas
elevadas e condigdes sanitarias precarias (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA,
2010; JORGE et al., 2017).

Todos os mamiferos domésticos ou selvagens podem ser
reservatorios da doenga (KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009; ANDERSEN-
RANBERG; PIPPER; JENSEN, 2016). Em cdes os sinais clinicos estdo
principalmente relacionados a les&o renal aguda (SYKES et al., 2011; SILVESTRINI;
HEINEMANN; DE CASTRO, 2019). Nos rins as bactérias se replicam nos tubulos,
conduzindo a producdo de citocinas, quimiotaxia de células inflamatérias, necrose,
apoptose de células epiteliais e nefrite aguda. Devido a inflamagdo do 6rgao ha
diminuicdo na perfusdo renal com consequente diminuicdo da taxa de filtragéo
glomerular. Além disso, as lesées no endotélio resultam em isquemia no parénquima
renal (GOLDSTEIN, 2010; GREENE et al., 2012; SCHULLER et al., 2015).

O diagndstico laboratorial se da pela soroaglutinagdo microscopica
(SAM), técnica eleita como padrao ouro pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS),
sendo o teste sorolégico mais utilizado devido a facilidade e baixo custo para
realizacao, porém € necessario cautela e associagdo com os achados clinicos e
laboratoriais para um diagnodstico preciso, visto que a SAM detecta anticorpos e
estes aparecem na circulagdo entre os seis e 12 primeiros dias pos-infecgdo, com
titulos maximos entre a terceira e quarta semana, declinando nas semanas
seguintes e podendo permanecer por meses a anos (FAINE, 1982; BRASIL, 2004;
SIMOES et al., 2016).

Na década de 90, foram publicados dois estudos em humanos
associando as formas graves de leptospirose a miocardite, incluindo com
insuficiéncia renal, com taxa de letalidade de 40% em um dos estudos e sindrome
hemorragica em outro (ESCOSTEGUY et al., 1991, HERDY et al., 1993).

A miocardite se caracteriza por uma lesdo miocardica e pode ser
desencadeada por diversas doengas infectocontagiosas, como a leishmaniose,

parvovirose, toxoplasmose, neosporose, erliquiose, leptospirose e tripanossomiase



15

(MESECK et al., 2005; MASTRORILLI et al., 2007; DINIZ et al., 2008; KJOS et al.,
2008; PALEYEV e PALEYEV, 2009; ROSA et al., 2014; DETMER et al., 2016; FORD
et al., 2017; MEYERS et al., 2019).

Os sinais clinicos da miocardite sao diversos, podendo se manifestar
tanto com disturbios de ritmo como com alteracbes semelhantes a cardiomiopatia
dilatada (GUEDES et al., 2009). Mendes e colaboradores (2014) relataram um caso
de miocardite crénica em um cao infectado por Leishmania (Leishmania) infantum
chagasi, onde observaram desmaio, relatado em anamnese, cardiomegalia
moderada mais pronunciada do lado esquerdo ao exame radiografico, complexos
ventriculares prematuros unifocais e sobrecarga atrial e ventricular esquerda no
exame eletrocardiografico. A andlise de biomarcadores cardiacos revelou niveis
aumentados de troponina cardiaca | (cTnl): 0,22 ng/ml (0 — 0,07 ng/ml),
creatinoquinase fracdo MB (CK MB): 120,2 U/L (11 — 38,8 U/L) e creatinoquinase
(CK): 553 U/L (20 — 220 U/L).

Recentemente, Lakhdhir e colaboradores (2020) avaliaram a
apresentacao clinica, achados cardiovasculares e etiologia em uma série de casos
suspeitos e/ou confimados de miocardite. Tal estudo possibilitou uma proposta de
critérios maiores e menores para o diagndstico de miocardite, dentre eles, elevagéo
dos niveis de troponina cardiaca | (cTnl) acima de 1 ng/ml.

Altas concentracbes de cTnl tem sido associada a inumeras
doencas cardiacas, como nas cardiomiopatias dilatada e hipertréfica, doenca
degenerativa da valva mitral, arritmias graves, miocardites, contusdo cardiaca,
dentre outras (VIDAL et al., 2015). A liberagdo da cTnl na circulagdo esta
relacionada as areas de necrose de cardiomidcitos, sendo que o aumento de sua
concentragdo € proporcional a gravidade da lesdao (COLLINSON; BOA; GAZE,
2001). Outro biomarcador é a CK MB. Em caes, ha relatos de maior atividade da CK
MB devido ao comprometimento do miocardio secundario a parvovirose, dirofilariose,
endocardite e cardiomiopatia hipertrofica (YONEZAWA et al., 2010).

Wagenaar e colaboradores (2010) realizaram um estudo prospectivo
com 52 pacientes humanos positivos para leptospirose em apresentacido clinica
grave, observando que a presenga de sangramento grave estava associada a um
tempo de protrombina (TP) elevado. Ainda em seu estudo, verificaram que o
aumento de TP ou tempo de tromboplastina parcial ativado (TTPa) estava associado

a maior mortalidade. O TTPa é utilizado para avaliacdo de alteragbes qualitativas e
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quantitativas dos fatores da via intrinseca (XII, XlI, IX e VIIl) e da via comum
(fibrinogénio, I, V e X), Ja o TP avalia anormalidades da via extrinseca (VIl) e na via
comum (MCCONNELL, 2000, KAMAL et al., 2007; BOAS, OLIVEIRA, 2014).
Considerando que a leptospirose, uma doenga endémica no Brasil
que possui carater zoonotico, pode resultar em miocardite e, que a miocardite € uma
doenga miocardica grave e pouco estudada, o presente trabalho objetivou avaliar as
alteracbes cardiacas e hemostaticas em caes naturalmente infectados por
Leptospira spp., com a finalidade de descrever as alteragbes cardiacas e

hemostaticas encontradas nesses pacientes.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 LEPTOSPIROSE

A leptospirose € uma doenga de carater zoonotico com distribuicéo
global, ocasionada pelas bactérias do género Leptospira spp., sendo classificadas
em mais de 250 sorovares (LEVETT, 2001). As espécies sado classificadas pela
ocorréncia de aglutinacdo antigeno-anticorpo quando em contato com soro
especifico, sendo o lipopolissacarideo (LPS) bacteriano o principal componente que
induz a aglutinacdo (FRAGA et al.,, 2015). Tal classificagcdo atribui a denominagao
sorovar a um membro do género Leptospira que reaja com um soro monoclonal
especifico. Ja os sorogrupos s&o um conjunto de sorovares cujos antigenos séo
comuns (GREENE et al., 2012; SCHULLER et al., 2015).

Varias tentativas de associar a apresentacéao clinica da infeccido com
um sorogrupo ou sorovar foram realizadas, porém sem sucesso. Isso porque
sorovares pertencentes a um sorogrupo podem apresentar diferengcas genéticas que
determinam patogenicidade diferentes, assim como diferentes hospedeiros e
reservatérios (GREENE et al., 2012; LEVETT, 2015).

2.1.1 Epidemiologia

A doenca € endémica em paises tropicais, principalmente devido a
fatores como altos niveis de pluviosidade, temperaturas elevadas e condigdes
sanitarias precarias (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010; JORGE et al.,
2017).

A transmissdo pode ser direta ou indireta, sendo a primeira pelo
contato com a urina de animais infectados e a segunda pelo contato com agua ou
solo contaminados (TRUEBA et al., 2004; PICARDEAU, 2013). Os animais podem
ser infectados por via oronasal quando entram em contato com fluidos corporais ou
sangue de outros animais que estdo em fase de bacteremia (GREENE et al., 2012;
FRAGA et al., 2015). A infeccdo ocorre quando ha o contato da bactéria com micro
lesdes cutaneas, contato com mucosas, conjuntiva ou inalagao via aerossol (ZAIDI
et al., 2018).

Todos os mamiferos domésticos ou selvagens podem ser
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reservatorios da doenga, sendo que a infeccdo pode ser assintomatica ou
apresentar uma gama de sinais clinicos (KO; GOARANT; PICARDEAU, 2009;
ANDERSEN-RANBERG; PIPPER; JENSEN, 2016).

Os hospedeiros reservatérios sdo adaptados a infeccdo por um
determinado sorovar, desenvolvendo uma infeccdo persistente ou assintomatica
(GOLDSTEIN, 2010). A leptospira permanece nos tubulos renais desses animais de
forma crbnica, sendo excretada por meses a anos, o que contribui para a
perpetuacao da doencga. Os hospedeiros acidentais podem desenvolver a doencga de
forma aguda ou subaguda, e ao contrario dos reservatorios, estes excretam a
bactéria por um curto periodo na urina (FRAGA et al., 2015). A mesma espécie
animal pode ser considerada reservatorio para um sorovar € hospedeiro acidental
para outro sorovar (SCHULLER et al., 2015; GOARANT, 2016).

Um solo de pH neutro ou ligeiramente alcalino permite a
sobrevivéncia da bactéria, podendo sobreviver durante meses nesse ambiente.
Embora possam sobreviver por muito tempo em um solo com tais caracteristicas, a
multiplicacdo dessas bactérias nao ocorre no ambiente, sendo necessario a
presenca do hospedeiro reservatério (GREENE et al., 2012; RAGHAVAN et al,,
2012).

Em caes os sinais clinicos estao principalmente relacionados a leséo
renal e, em casos crénicos, esses animais podem eliminar a bactéria pela urina por
longos periodos (SYKES et al., 2011; SILVESTRINI; HEINEMANN; DE CASTRO,
2019).

2.1.2 Fatores de risco

Varios estudos tém sido realizados a fim de elucidar os fatores de
risco da infeccdo por Leptospirose spp. envolvendo caes. Ward, Glickman, Guptill
(2002) estudaram 677 caes diagnosticados com leptospirose e observaram que caes
com idade entre quatro e 9,9 anos apresentam um risco maior de desenvolver a
doenca. Ainda em seu estudo, verificaram que caes de pastoreio, caca ou trabalho
apresentaram maior risco de desenvolvimento da doenca, independente do sexo.

Varios outros estudos tém demonstrado que caes machos possuem
maior risco de infecgdo quando comparados com fémeas (WARD, GLICKMAN,
GUPTILL, 2002; KIKUTI et al., 2012; LOPEZ et al., 2019; SMITH et al., 2019). Outro
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fator de risco muito comentado é em relacdo ao ambiente e condicdo climatica,
como areas com altos niveis pluviométricos, cheias frequentes e ma condicbes
sanitarias (GREENE et al., 2012; SCHULLER et al., 2015; SMITH et al., 2019).

2.1.3 Patogenia

As bactérias do género Leptospisa spp. sao capazes de infectar os
animais pelo contato com a pele lesionada ou mucosas. Os mecanismos
moleculares envolvidos na infec¢do ainda sao desconhecidos, contudo, sabe-se que
a motilidade da bactéria € um fator crucial na fase primordial da infeccéo, permitindo
que as bactérias penetrem na pele do animal atravessando todas as camadas,
assim como em diferentes tecidos (MURRAY, 2015).

As bactérias possuem a maioria dos genes relacionados a
quimiotaxia, respondendo a varios estimulos, como por exemplo a hemoglobina.
Dessa forma as bactérias sao atraidas por lesdes sanguinolentas, cujas barreiras
cutaneas tenham sido danificadas (LAMBERT et al., 2012; MURRAY, 2015).

Uma vez que a bactéria infecta o animal, o periodo de incubacéao é
variavel, durando em média sete dias. Isso se deve a varios fatores, como a dose
infectante, imunidade do hospedeiro e cepa, o que também ira interferir na gravidade
das lesdes. No sangue, as bactérias se multiplicam e se disseminam rapidamente,
atingindo diversos 6rgaos como rim, figado e baco (GREENE et al., 2012).

A adesao da bactéria as células endoteliais altera a permeabilidade
endotelial, culminando em manifestagbes hemorragicas. Tais lesbes e a ativagao
plaquetaria desencadeada pelo LPS bacteriano podem resultar em edema, vasculite
e coagulacéo intravascular disseminada (CID). Essas alteragdes estdo associadas a
sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS) e sepse (GOLDSTEIN, 2010;
GREENE et al., 2012; DE BRITO, SILVA, ABREU, 2018).

Nos rins as bactérias se replicam nos tubulos, conduzindo a
produgao de citocinas, quimiotaxia de células inflamatorias, necrose, apoptose de
células epiteliais e nefrite aguda. Devido a inflamacdo do 6rgao ha queda na
perfusdo renal com consequente diminuigdo da taxa de filtracdo glomerular. Além
disso, as lesbes no endotélio resultam em isquemia no parénquima renal
(GOLDSTEIN, 2010; GREENE et al., 2012; SCHULLER et al., 2015).

Outro 6rgdao muito afetado pela bactéria é o figado, onde lesbes
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como necrose centrolobular, edema periportal, lesées em hepatdécitos e infiltracdo de
células inflamatdrias podem estar presentes (GOLDSTEIN, 2010; SCHULLER et al.,
2015). McCallum e colaboradores (2018) demonstraram que a lesao hepatica pode
ser a unica alteracdo em animais com leptospirose. Nesse estudo, 10 cides com a
doenca apresentaram apenas hepatite crbnica, sem alteragdes renais, concluindo
que a bactéria deve ser considerada como diagndstico diferencial em cdes com
alteracdes hepaticas.

Com a recuperagao do paciente e eliminagdo completa da bactéria
do organismo, ainda ha a probabilidade de que este apresente lesdes irreversiveis,
culminando na doenca renal cronica (DRC).

2.1.4 Sinais clinicos

Infecgbes hiperagudas frequentemente culminam no obito do
paciente. Ja infecgdes agudas podem iniciar com febre evoluindo para émese,
desidratacao, linfadenopatia generalizada, dor muscular e dor a palpagado abdominal.
Hematémese, hematoquezia, melena, epistaxis e petéquias surgem devido a
alteracbes na hemostasia. Muitas vezes, devido ao rapido desenvolvimento da
doencga, sinais de insuficiéncia renal ou hepatica ndo sao observados (GREENE et
al., 2012; SYKES, 2014).

Caes com infecgdes subagudas apresentam anorexia, apatia,
émese, diarreia, desidratacdo, perda de peso e polidipsia. Muitos desses sinais
estdo relacionados a lesdo renal, como a polidipsia que acontece de forma
compensatéria a poliuria decorrente da insuficiéncia renal. Mucosas congestas
podem estar presentes, contudo, devido ao comprometimento hepatico pode haver
colestase intra-hepatica, o que resulta em ictericia. Mucosas palidas sdo muito
comuns devido a anemia desencadeada pela doenca (GREENE et al, 2012;
SYKES, 2014).

2.1.5 Diagnéstico

A anamnese constitui um ponto de extrema importdncia no

diagndstico da leptospirose, onde é possivel encontrar um historico de acesso a rua,
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contato com fontes de agua possivelmente contaminadas e contato com animais
silvestres ou roedores. Como citado anteriormente, os sinais clinicos apresentados
pelo paciente dependem de varios fatores, como a imunidade e a viruléncia do
sorovar (GREENE et al., 2012).

Anemia e trombocitopenia sdo frequentemente encontradas em caes
com leptospirose. A anemia pode ser decorrente da lesdo renal, com consequente
redugao na producédo de eritropoetina, devido a perda de sangue por hemorragia
pulmonar, gastrointestinal ou lesbes decorrentes de coagulopatias, ou ainda
consequéncia da hemdlise causada pelo processo inflamatério intenso. A
trombocitopenia resulta do consumo plaquetario devido as lesdes endoteliais ou
causas imunomediadas (GREENE et al., 2012). Barthélemy e colaboradores (2017)
relatam que 83% dos cdes com a doenga apresentavam alteragdes de coagulagao,
sendo que 23% apresentavam CID. Casos mais avangados da doenca costumam
apresentar leucocitose com desvio a esquerda, porém durante a fase de
leptospiremia é comum se observar leucopenia (GREENE et al., 2012; REAGAN,
SYKES; 2019).

Na avaliagdo bioquimica, a azotemia pode estar presente em 80 a
100% dos caes com a doenga enquanto a elevacdo de biomarcadores de lesao
hepatica estd presente em cerca de 50% dos casos (McCALLUM et al., 2019;
REAGAN, SYKES; 2019).

As lesbes hepaticas sdo observadas com a elevagdo da alanina
aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), aspartato aminotransferase (AST) e
bilirrubinas, sendo que geralmente a elevagao da FA €& superior a ALT. O aumento
da bilirrubina é proporcional a insuficiéncia hepatica, atingindo a concentragéo
maxima no soro entre o sexto e oitavo dia de infeccdo. Frequentemente observa-se
hipoalbuminemia, que decorre da proteinuria, insuficiéncia hepatica e anorexia
(GREENE et al., 2012; TANGEMAN, LITTMAN; 2013).

Quanto a avaliagao radiografica, cerca de 50 a 70% dos animais
infectados apresentam alteragdes toracicas. Frequentemente observa-se padrao
intersticial, alveolar ou vascular e efusao pleural que podem estar acompanhados de
sinais clinicos respiratorios, como dispneia com padrao restritivo. Tais alteragcdes na
radiografia toracica se correlacionam com uma maior probabilidade de ébito (KOHN
et al., 2010; TANGEMAN, LITTMAN; 2013; KNOPFLER et al., 2017; REAGAN,
SYKES; 2019).
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A ultrassonografia abdominal é a modalidade de imagem mais
utilizada na avaliagcdo de animais com leptospirose, permitindo a deteccdo de
alteragcdes renais e hepaticas. Comumente observa-se renomegalia,
hiperecogenicidade do cértex renal, hiperecogenicidade medular, dilatagdo de pelve
renal e perda da definicdo cortico-medular no rim. Ja no figado € comum encontrar
hepatomegalia e hipoecogenicidade difusa, além do envolvimento da vesicula biliar,
que pode apresentar lama biliar, espessamento de parede e aumento da
ecogenicidade (GREENE et al., 2012; MATTOON, NYLAND, 2014; PENNICK,
D’ANJOU; 2015; SONET et al., 2017; REAGAN, SYKES; 2019).

O bago é outro o6rgdo que pode ser observado durante a
ultrassonografia abdominal, podendo estar aumentado e com o parénquima
heterogéneo nos casos de leptospirose (KNOPFLER et al., 2017; SONET et al.,
2017). Quanto a alteragbes gastrointestinais, 26% dos pacientes podem apresentar
espessamento de parede gastrica, intestino delgado com espessamento de parede,
aumento da ecogenicidade da mucosa e alteragdes peristalticas devido a
inflamagao, podendo contribuir para o surgimento de invaginagdes intestinais
(SCHULZ et al., 2010; SONET et al., 2017).

Quanto ao diagnostico definitivo, a SAM € a técnica eleita como
padrao ouro pela OMS, sendo o teste sorolégico mais utilizado devido a facilidade e
baixo custo para realizagdo, porém € necessario cautela e associagdo com 0s
achados clinicos e laboratoriais para um diagnéstico preciso, visto que a SAM
detecta anticorpos e estes aparecem na circulagdo entre os seis e 12 primeiros dias
pos-infeccdo, com titulos maximos entre a terceira e quarta semana, declinando nas
semanas seguintes e podendo permanecer por meses a anos (FAINE, 1982;
BRASIL, 2004; SIMOES et al., 2016). Portanto, é preciso ficar atento ao periodo de
soroconversao, pois este apresenta uma limitacdo ao diagndstico, pois a SAM pode
apresentar resultados negativos no estado inicial da doenga, sendo o ideal a
repeticdo do teste entre sete a 14 dias apds o primeiro, bem como aumento de
quatro vezes ao valor da titulag&o inicial € compativel com doencga ativa (GREENE et
al., 2012; NILOOFA et al., 2015; SCHULLER et al.,, 2015).

Outro fator importante € a vacinagédo, visto que animais previamente
vacinados podem apresentar titulagao inferior a 1:800 para os sorovares contidos na
vacina, porém sabe-se que essa titulacdo tende a diminuir em até quatro meses

apos a vacinacgdo. Ainda que alguns sorovares nao estejam incluidos na vacinagéo,
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€ possivel encontrar titulagdo mesmo que néo tenha ocorrido exposi¢cao natural, isso
se deve a imunidade cruzada p6s vacinagao (SYKES, 2014; BOUVET et al., 2020).

Outro teste ainda utilizado é a microscopia de campo escuro (MCE),
que possibilita a visualizacdo da espiroqueta, porém deve ser utilizada com cautela
por ser um teste de avaliagdo morfolégica. A urina deve ser analisada em até 30
minutos apos sua colheita, pois o diagndstico € baseado na motilidade e morfologia
das espiroquetas. Vale ressaltar ainda dois aspectos importantes quanto a técnica: o
observador deve ser experiente e que a leptospiruria ocorre de forma intermitente, o
que pode resultar em falsos positivos ou negativos (FAINE, 1982; FAINE et al., 1999;
BRASIL, 2004).

A cultura e isolamento da bactéria € considerado um método
definitivo de diagnéstico, contudo, o processo € muito demorado e de dificil acesso,
0 que inviabiliza sua utilizagdo na pratica clinica. Para que possa ser realizada, o
sangue e a urina precisam ser obtidos de forma asséptica antes do inicio da terapia
antimicrobiana, devendo ser enviados ao laboratério de forma refrigerada (GREENE
et al., 2012; REAGAN, SYKES; 2019).

2.1.6 Tratamento

De modo geral, o tratamento ira depender da apresentagdo clinica
do paciente, com exceg¢ao da antibioticoterapia que devera ser instituida em todos
os casos. O tratamento suporte € voltado a amenizar as consequéncias das
alteracdes renais e hepatica, bem como a reidratagdo do paciente (GREENE et al,,
2012; SCHULLER et al., 2015).

Frequentemente caes com leptospirose apresentam insuficiéncia
renal aguda, com consequente oliguria ou anuria. Nesses casos o protocolo inicial
visa a administragcdo de solucdes cristaldéides. Em situacbes em que apenas a
fluidoterapia nao reverta a baixa produgao urinaria, diuréticos osmoéticos como o
manitol devem ser considerados na tentativa de aumentar a taxa de filtracdo
glomerular. Outra possibilidade é o uso de diurético de alga, como a furosemida, que
também € util em casos de hipercalemia (SCHULLER et al., 2015; LANGSTON,
2017).

Em decorréncia da azotemia pode-se observar a presenca de
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gastrite e @mese, que devem ser tratados com protetores gastricos e antieméticos. A
anorexia por sua vez, pode ser contornada com a utilizacdo de tubos de
alimentacao, que conferem suporte nutricional adequado aos pacientes (GREENE et
al., 2012; SCHULLER et al., 2015).

A antibioticoterapia € fundamental no tratamento da doenga, sendo
recomendados medicamentos derivados da penicilina e a doxiciclina. Varios sao os
protocolos que podem ser utilizados, desde a utilizacdo da doxiciclina via oral
durante todo o tratamento, como a utilizagao inicial de ampicilina intravenosa até que
0 paciente esteja se alimentando normalmente para que entéo seja iniciada a terapia
com a doxiciclina. A utilizagcdo da doxiciclina tem demonstrado a eliminacdo da
bactéria dos tecidos em trés dias de uso, incluindo no rim (TRUCCOLO et al., 2002;
SYLKES et al., 2011; GREENE et al., 2012; ARGYLE et al., 2017).

2.2 MIOCARDITE

A miocardite se caracteriza por uma lesdo miocardica, inicialmente
inflamatdria, desencadeada por diversas doengas infecciosas, como a leishmaniose,
parvovirose, toxoplasmose, neosporose, erliquiose, leptospirose e tripanossomiase
(MESECK et al., 2005; MASTRORILLI et al., 2007; DINIZ et al., 2008; KJOS et al.,
2008; PALEYEV e PALEYEV, 2009; ROSA et al., 2014; DETMER et al., 2016; FORD
et al., 2017; MEYERS et al., 2019). Outras causas incluem drogas, toxinas, doengas
imunomediadas, traumas, insolacdo, choque hemodinamico e miocardite idiopatica
(DINIZ et al., 2008; SCHOBER, 2014; JANUS et al., 2014).

Os sinais clinicos da miocardite sao diversos, podendo se manifestar
tanto com disturbios de ritmo como com alteracbes semelhantes a cardiomiopatia
dilatada (GUEDES et al., 2009). As arritmias sdo comumente observadas em caes
com miocardite, todavia a eletrocardiografia (ECG) apresenta baixa sensibilidade
(MURPHY, NAKAMURA, 2018). Souza e colaboradores (2013) investigaram
disturbios de ritmo em 105 caes com leishmaniose, encontrando 14,3% com parada
sinusal, 4,8% com bloqueio de ramo direito e 4,8% com complexos atriais
prematuros.

Janus e colaboradores (2014), em seu estudo sobre miocardite em
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11 caes, observaram ao exame ecocardiografico sete caes com dilatagdo de camara
cardiaca, sugerindo cardiomiopatia dilatada, um cdo com dilatagdo limitada do
ventriculo esquerdo, um cao com hipertrofia da parede ventricular esquerda com
regurgitacdo mitral, um cdo com massa de etiologia desconhecida no ventriculo
esquerdo e em um cao nao foram encontradas alteragdes cardiacas. Ja no exame
eletrocardiografico quatro caes foram diagnosticados com fibrilagdo atrial, trés com
taquicardia ventricular, um com complexos ventriculares prematuros e trés nao
apresentaram disturbios do ritmo.

Mendes e colaboradores (2014) relataram um caso de miocardite
crbnica em um céo infectado por Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, onde
observaram o0s seguintes sinais clinicos: um episddio de desmaio relatado em
anamnese, cardiomegalia moderada mais pronunciada do lado esquerdo ao exame
radiografico, complexos ventriculares prematuros unifocais e sobrecarga atrial e
ventricular esquerda no exame eletrocardiografico. A analise de biomarcadores
cardiacos revelou niveis aumentados de troponina cardiaca | (cTnl): 0,22 ng/ml (0 —
0,07 ng/ml), creatinoquinase fragado MB (CK MB): 120,2 U/L (11 — 38,8 U/L) e
creatinoquinase (CK): 553 U/L (20 — 220 U/L).

Ribas e colaboradores (2015) descreveram um quadro de
insuficiéncia cardiaca congestiva direita em um c&o de nove anos de idade
apresentando ascite, severa perda de peso, hiporexia e intolerancia ao exercicio.
Neste paciente foi realizada radiografia toracica onde observou-se cardiomegalia
severa, efusao pleural leve e possivel linfoadenopatia esternal. O cao foi tratado com
furosemida e retornou apds quatro dias apresentando linfonodos periféricos
levemente aumentados e sons cardiacos abafados. O exame eletrocadiografico
confirmou ritmo sinusal com complexo QRS de baixa amplitude e o exame
ecocardiografico revelou ecogenicidade homogénea do miocardio, grande
quantidade de efusdo pericardica e moderada quantidade de efusdo pleural, todos
sinais sugestivos de miocardite. Ap6ds a morte do animal foi confirmado, por meio de
cultura e identificagdo fungica, a presenga do fungo /nonotus tropicalis, associando a
miocardite a este agente etiologico.

O diagnéstico da miocardite pode ser dificil, pois as manifestagbes
clinicas e patolégicas normalmente sao inespecificas. Usualmente se obtém um
conjunto de dados, incluindo hemograma, creatininoquinase, concentragao sérica de

troponina cardiaca |, eletrocardiograma, ecocardiograma, hemocultura, triagem
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sorologica para causas infecciosas e exame histopatoldgico. Atualmente a bidpsia
miocardica é a unica forma de se obter um diagndstico ante mortem definitivo
(BURGENER et al., 2006; FONFARRA et al., 2010; HAMACHER et al., 2015;
WARE, 2015).

Na década de 90, foram publicados dois estudos em humanos
associando as formas graves de leptospirose a miocardite, incluindo com
insuficiéncia renal, com taxa de letalidade de 40% em um dos estudos e sindrome
hemorragica em outro (ESCOSTEGUY et al., 1991, HERDY et al., 1993).

Recentemente, Lakhdhir e colaboradores (2020) avaliaram a
apresentacao clinica, achados cardiovasculares e etiologia de 64 caes com suspeita
de miocardite antemortem (sendo 26 confirmados apds o 6bito) e 137 casos
confirmados apenas no post-mortem. Na ocasiao, observaram que 21% dos animais
apresentaram febre, 19% sopro e em 90% dos cées a cTnl excedeu 1,0 ng/ml.
Quanto a eletrocardiografia, os autores relataram que a ectopia ventricular foi a
arritmia mais comum (54%), enquanto na ecocardiografia, a alteracdo mais
observada foi a diminuicdo da funcao sistolica do ventriculo esquerdo. Ainda neste
trabalho, um caso de miocardite foi atribuido a infeccao por leptospirose.

A elaboracdo do trabalho de Lakhdhir e colaboradores (2020)
possibilitou uma proposta de critérios maiores e menores para o diagnostico de
miocardite, levando em consideracdo diversos achados, como a concentracido de
cTnl, resultados positivos em hemocultura ou outros fluidos, presenca de febre e
sopro, hiperecogenicidade do miocardio observada na ecocardiografia, presenca de
efusdo pericardica e arritmias ventriculares. Tais critérios estdo apresentados no

quadro 1.

Quadro 1 — Proposta de critérios maiores e menores para diagnéstico antemortem

de miocardite em caes.

Critérios maiores

A. cTnl > 1,0 ng/ml

B. Hemocultura ou outros fluidos positivos para bactérias tipicas OU teste
positivo para doencgas infectocontagiosas (reacédo da cadeia de polimerase
(PCR), sorologia de anticorpos, sorologia de antigeno, isolamento de virus

ou visualizagdo microscopica) para outros organismos relatados como
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causadores de miocardite em caes:

A) Viral: parvovirus, cinomose, herpesvirus, virus do Nilo Ocidental,
coronavirus

B) Bactérias atipicas: Bartonella, Leptospira, Borrelia, Rickettsia, Ehrlichia

C) Protozoarios: Trypanosoma, Toxoplasma, Neospora, Leishmania,
Babesia, Hepatozoon

D) Fungos/algas: Blastomyces, Coccidioides, Cryptococcus, Asperqillus,
Prototheca

Critérios menores

A) Febre acima de 39,1 °C

B) Presenca de sopro cardiaco novo ou que tenha se agravado

C) Leucograma inflamatério, anemia, trombocitopenia ou hipoalbuminemia

D) Arritmias ventriculares

E) Funcédo sistdlica ventricular esquerda diminuida (FS <25%; FEVE <50%;
VSF > 30% ou hipocinesia focal)*

F) Miocardio ventricular esquerdo heterogéneo

G) Efuséo Pericardica

Possivel diagnéstico

A) Um critério maior e dois menores

B) Quatro critérios menores

Diagnéstico definitivo

A) Confirmagéo histopatoldgica por bidpsia endomiocardica

B) Um critério maior e trés menores

* FS, Fracdo de encurtamento; FEVE, Fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo; VSF, Volume
sistolico final
Fonte: Adaptado de Lakhdhir et al., (2020)

2.3 BIOMARCADORES DE LESAO CARDIACA

Atualmente tem se falado muito da utilizacdo de biomarcadores
cardiacos, como a cTnl e a CK MB, que demonstram ser uteis na avaliagao de
lesdes miocardicas e sua extensao associada a doenga cardiaca isquémica, drogas
cardiotoxicas, trauma toracico e miocardite (SCHOBER, 2010). Terri (2008)
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considera que os biomarcadores de lesdo miocardica sao as cTnl e as troponinas
cardiacas T (cTnT), a mioglobina, a creatinofosfoquinase (CPK) e o lactato
desidrogenase (LDH). Embora cédes e gatos possam nao apresentar cTnl na
circulagdo, alguns animais apresentam tragos, normalmente concentragbes
inferiores a 0,1ng/mL (SANTOS et al., 2011).

Com o tecido lesionado, os midcitos necrosados liberam essas
substancias para o espaco intersticial, que podem ser mensuradas em situacoes
normais ou patolégicas (HENTSCHEL, 2003; OYAMA, REYNOLDS, 2008).

As troponinas cardiacas sao as moléculas que ajudam a regular a
excitagcdo-contragdo nos sarcOmeros cardiacos. Existem trés subunidades principais
dessas troponinas, sendo elas a cTnl, cTnT e cTnC, sendo as duas primeiras
associadas a lesdes cardiacas (MURPHY, NAKAMURA, 2018). A liberacédo da cTnl
na circulagao esta relacionada as areas de necrose de cardiomidcitos, sendo que o
aumento de sua concentragao é proporcional a gravidade da lesdo (COLLINSON;
BOA; GAZE, 2001). Altas concentragbes de cTnl tem sido associada a inumeras
doencas cardiacas, como nas cardiomiopatias dilatada e hipertréfica, doenca
degenerativa da valva mitral, arritmias graves, miocardites, contusdo cardiaca,
dentre outras (FREITAS et al., 2015).

A CPK é a enzima responsavel por tornar a adenosina trifosfato
(ATP) disponivel para a contragdo muscular, por meio da fosforilagdo de adenosina
difosfato (ADP) e creatina fosfato, sendo reconhecidas trés isoformas dessa: CK-BB
(CK1), predominante no cérebro e sistema digestério; CK-MB (CK-2), presente no
tecido cardiaco, rins, intestinos, pulmdes e uma pequena fragdo na musculatura
esquelética, e CK-MM (CK-3), presente no musculo esquelético estriado (AKTAS, et
al. 1993).

Ha relatos em cdes da maior atividade da CK-MB devido ao
comprometimento do miocardio secundario a parvovirose, dirofilariose, endocardite e
cardiomiopatia hipertrofica (YONEZAWA et al., 2010).

A CK-MB pode ser mensurada por meio de sua atividade sérica,
testes bioquimicos ou pela concentragao total (YONEZAWA et al., 2010). Vidal e
colaboradores (2015) utilizaram o método de ensaio imunométrico em fase solida de
quimioluminescéncia para determinagao de CK-MB massa e cTnl.

Em um estudo com 40 caes que sofreram trauma toracico, verificou-

se elevagdo da concentracdo sérica de cTnl em 18 desses animais, enquanto 14
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apresentaram elevacao de CK-MB e somente nove tinham valores aumentados de
cTnT. Com os resultados encontrados, os pesquisadores concluiram que lesdes
miocardicas sao frequentes em caes que sofreram traumas toracicos e que a
troponina | € o biomarcador mais sensivel para detectar essas lesbes (SCHOBER,;
KIRBACH; OECHTERING, 1999).

2.4 TEMPO DE PROTROMBINA E TEMPO DE TROMBOPLASTINA PARCIAL ATIVADA

A hemostasia € um processo fisioldgico do organismo que objetiva a
manutengado do fluxo e integridade vascular e o controle da hemorragia e trombose
(SMITH, 2010). Os disturbios hemostaticos sdo comuns em pequenos animais,
podendo ser congénitos ou adquiridos. Tais disturbios podem ser causados também
por alteragdes vasculares, hepaticas ou renais (BAKER, 2015).

O sistema hemostatico € dividido em: hemostasia primaria,
envolvendo as plaquetas e a parede vascular para formar o tampao plaquetario, a
hemostasia secundaria, responsavel pela formacado do coagulo através de fatores
plasmaticos da coagulagdo e a hemostasia terciaria ou fibrindlise que envolve as
enzimas relacionadas ao processo fibrinolitico e os anticoagulantes naturais
(PETERSON, COUTO, WELLMAN, 1995, VITAL, 2014).

A hemostasia primaria consiste na adesao e agregacao plaquetaria,
e formagao do tampéo plaquetario, anterior a formagéo do coagulo. A aderéncia das
plaquetas no local da lesdo estimula a liberagdo de adenina difosfato (ADP), que
estimula a secregéo de tromboxano A2, causando vasoconstricao e recrutamento de
novas plaquetas no local (WARE, 2015). A adesado plaquetaria ao colageno
subendotelial ocorre pela acdo de proteinas plasmaticas de adesao, fator de Von
Willebrand e fibrinogénio (BROOKS, 2004; WARE, 2015).

O termo coagulopatia diz respeito a hemorragia excessiva
decorrente de uma fungdo anormal ou da auséncia de um ou mais fatores de
coagulacao (SMITH, 2010). Os fatores de coagulagdo sao ativados principalmente
pela exposigao a tromboplastina tecidual. Apos a ativagdo inicial, com a produgao de
pequena quantidade de trombina, os fatores de coagulagdo s&o adicionalmente

ativados por meio de alcas de retroalimentagcao para aumentar o estimulo inicial, o
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que culmina na conversao de fibrinogénio em fibrina e a formagao de um coagulo de
fibrina estavel, juntamente com as plaquetas para ocluir o fluxo sanguineo de um
vaso lesionado (SMITH, 2010).

Lesdes endoteliais resultam em alteracbes vasculares, como a
vasoconstricdo e a ativagdo da hemostasia (liberacdo de endotelina para que ocorra
a vasoconstricdo e tromboplastina para que ocorra a ativagao da via extrinseca da
cascata de coagulagdo), resultando na formagdo do coagulo (BROOKS, 2004;
WARE, 2015).

O tampao plaquetario primario ocorre pela ligacdo entre o
fibrinogénio e receptores de glicoproteinas lIb/llla aderidas a lesdo endotelial. Apos
a formacgao deste tampao a hemostasia secundaria se inicia. A hemostasia possui
trés vias interrelacionadas: intrinseca, extrinseca e a comum (BROOKS, WARE,
2015). As vias intrinseca e extrinseca convergem na via comum, onde € formado o
complexo ativador da protrombina. Este complexo, na presenca suficiente de calcio
iGnico (Ca™™), promove a conversdo da protrombina em trombina. A trombina por sua
vez converte o fibrinogénio em mondmeros de fibrina, que ira envolver as plaquetas
e demais células sanguineas para formar o coagulo (RAND, 1996; TROY, 1998;
HALL; GUYTON, 2002).

Para a avaliagdo dos disturbios hemostaticos € necessario o
levantamento do histérico clinico, exame fisico completo e testes laboratoriais
especificos (DIAZ GONZALEZ; SILVA, 2008). Hemograma, biomarcadores
hepaticos e renais, urinalise, ultrassonografia e radiografias s&o consideradas testes
de triagem para o diagnostico de disturbios hemostaticos (BRITES, 2007).

A avaliacdo laboratorial dos disturbios hemostaticos deve ser
realizada a partir da contagem do numero de plaquetas circulantes para verificagao
de disturbios primarios. Os métodos utilizados para a contagem pode ser o direto,
pela contagem na camara de Neubauer ou por um contador automatizado (LOPES
et al., 2005).

Para a avaliagdo dos disturbios hemostaticos secundarios, segundo
Lubas e colaboradores (2010), os testes realizados sdo o tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPa), tempo de protrombina (TP) e dosagem de fibrinogénio. O
TTPa é utilizado para avaliacdo de alteracdes qualitativas e quantitativas dos fatores
da via intrinseca (XII, XI, IX e VIII) e da via comum (fibrinogénio, Il, V e X), podendo

ser utilizado para diagndstico e acompanhamento da CID em pacientes criticos,
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além de avaliar a possibilidade de estado de hipercoagulabilidade, o que pode estar
associado ao desenvolvimento de trombos. Ja o TP avalia anormalidades da via
extrinseca (VIl) e na via comum (MCCONNELL, 2000, KAMAL et al., 2007; BOAS,
OLIVEIRA, 2014).

As analises de TTPa e TP sao realizadas in vitro, a partir de
analisadores automatizados, utilizando-se reagentes padronizados para cada teste
(PEIXE; RODRIGUES; GALVAO, 2016). Os testes in vitro envolvem partes da
cascata de coagulagdo, permitindo avaliar o tempo até a formagdo do coagulo
(TSENG; HUGHES; GIGER, 2001). Os reagentes utilizados para a determinagédo do
TTPa e TP s&o desenvolvidos para a utilizacdo em plasma humano, sendo
adaptados para o uso em céaes (GREENE et al., 2012). Esses reagentes permitem a
determinacao quantitativa de TTPa e TP, podendo ser utilizados de forma manual ou
através de aparelhos automatizados ou semiautomatizados (MISCHKE, 2001;
TSENG; HUGHES; GIGER, 2001).

Na medicina veterinaria, estudos com a avaliacido de TTPa e TP em
caes com leptospirose sao escassos, entretanto, na medicina humana varios
estudos mostram a relagcédo entre a leptospirose e as alteracbes de TTPa e TP.
Chierakul e colaboradores (2008) realizaram um estudo prospectivo entre outubro de
2000 e setembro de 2001 na Tailandia com 79 pessoas com diagndstico confirmado
de leptospirose com o objetivo de avaliar os fatores de coagulagado e a presenca de
CID. Neste estudo, observaram que os pacientes com a doenca apresentavam
contagem plaquetaria significativamente menor do que o grupo controle (p < 0,001)
e, TP e TTPa mais elevados (p < 0,001). Mais da metade dos pacientes
apresentaram CID, entretanto a trombocitopenia foi o unico fator relacionado a
hemostasia independentemente associado ao sangramento clinico, concluindo que
esta deve ser considerada como preditor de gravidade em pacientes positivos para a
doenga.

Wagenaar e colaboradores (2010) realizaram um estudo prospectivo
com 52 pacientes humanos positivos para leptospirose e em apresentagao clinica
grave, observando que a presenga de sangramento grave estava associada a um
TP elevado. Ainda em seu estudo, verificaram que o aumento de TP ou TTPa estava
associado a maior mortalidade.

Ja Threeswaran e colaboradores (2020) incluiram em seu estudo

101 pacientes humanos com suspeita clinica de leptospirose, destes, 20 tiveram
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confirmacéo laboratorial da doencga, observando também elevagao no TTPa nos
quadros positivos da doencga. Entretanto, quando classificaram a leptospirose em
forma grave ou leve, observaram elevagao do TP, concluindo que alteragdes nas
avaliagbes convencionais para disturbios de coagulacdo estdo presentes nas

infecgdes por Leptospira spp.
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4 HIPOTESE

O presente trabalho teve como hipoteses:

1. Os tempos de tromboplastina parcial ativada e protrombina se alteram em
caes com leptospirose;

2. Os niveis de biomarcadores de lesdao miocardica podem estar elevados em
caes com leptospirose;

3. Caes com leptospirose apresentam alteragdes eletrocardiograficas;

4. Caes com leptospirose apresentam alteragdes nos indices ecocardiograficos
de funcgao sistdlica e diastdlica;

5. Caes com leptospirose podem desenvolver miocardite.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os parametros hemostaticos e os as alteragdes cardiacas em caes
naturalmente infectados por Leptospira spp. atendidos no setor de Clinica Médica de
Animais de Companhia do Hospital Veterinario da Universidade Estadual de

Londrina.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar e comparar os valores de tempo de protrombina e tempo de
tromboplastina parcial ativada em animais com leptospirose e animais
higidos;

2. Determinar e comparar os valores de creatinoquinase fragcdo MB e troponina
cardiaca | em animais com leptospirose e animais higidos;

3. Determinar e comparar parametros eletrocardiograficos e ecocardiograficos
em caes com leptospirose e em caes higidos;

4. Verificar a ocorréncia de miocardite em caes com leptospirose.
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Resumo

Revisao: A leptospirose é uma doencga de distribuicdo global com carater zoondtico,
ocasionada pelas bactérias do género Leptospira spp., enquanto a miocardite € uma
doenca caracterizada pela lesdo miocardica, inicialmente inflamatéria, que pode ser
ocasionada por leptospirose e outras doengas infecciosas.

Hipoteses/Objetivos: Verificar alteragbes de TP, TTPa, CK-MB, cTnl e a ocorréncia
de alteragdes eletrocardiograficas e ecocardiograficas em caes com leptospirose.
Animais: 16 cdes, provenientes do atendimento clinico, constituiram os seguintes
grupos: caes higidos, denominados GC (n = 7) e cées com leptospirose,
denominados GL (n =9).

Métodos: Estudo transversal. Foram realizados afericdo da pressao arterial
sistémica (PAS), mensuracdo de TP e TTPa, dosagem de CK-MB e cTnl,
eletrocardiografia e ecodopplercardiografia. As medidas morfoldégicas foram
normalizadas pelo peso.

Resultados: Caes com leptospirose apresentaram maiores valores de cTnl (GC:
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0,004 + 0,002 ng/ml; GL: 0,22 + 2,70 ng/ml, p = 0,001), PAS (GC: 130 + 23,8 mmHg;
GL: 178 £ 34,1 mmHg; p = 0,009), duracédo do complexo QRS (GC: 41,4 + 3,64 ms;
GL: 50,0 + 5,17 ms, p = 0,002), duragao do intervalo QT (GC: 164 £ 13 ms, GL: 225
24,3 ms, p < 0,001) e espessura do septo interventricular em diastole normalizada
pelo peso (GC: 0,34 £ 0,15 mm; GL 0.54 + 0,20 mm; p = 0,031) do que cées higidos.
5/9 caes apresentaram diagnostico possivel de miocardite.

Conclusoées: A leptospirose gera disturbios de coagulagao e alteragbes cardiacas,

evidenciadas principalmente pela disfungao diastélica e aumento da troponina.

Palavras-chave: miocardite, leptospirose, disfuncéo diastdlica, troponina.
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HEMOSTATIC PARAMETERS AND CARDIAC EVALUATION IN DOGS
NATURALLY INFECTED WITH LEPTOSPIRA SPP..

Abstract

Review: Leptospirosis is a disease of global distribution with zoonotic character,
caused by bacteria of the genus Leptospira spp., while myocarditis is a disease
characterized by myocardial injury, initially inflammatory, which can be caused by
leptospirosis and other infectious diseases.

Hypothesis/Objectives: To verify alterations in PT, aPTT, CK-MB, cTnl and the
occurrence of electrocardiographic and echocardiographic alterations in dogs with
leptospirosis.

Animals: 16 dogs, from clinical care, constituted the following groups: healthy dogs,
called GC (n=7) and dogs with leptospirosis, called GL (n=9).

Methods: Cross-sectional study. Measurements of systemic blood pressure (SBP),
PT and aPTT, CK-MB and cTnl measurements, electrocardiogram and
echodopplercardiogram were performed. The morphological measurements were
normalized by weight.

Results: Dogs with leptospirosis had higher cTnl values (GC: 0.004 + 0.002 ng/ml;
GL: 0.22 + 2.70 ng/ml, p = 0.001), SBP (GC: 130 £ 23.8 mmHg; GL: 178 + 34.1
mmHg; p = 0.009), QRS complex duration (GC: 41.4 + 3.64 ms; GL: 50.0 £ 5.17 ms,
p = 0.002), QT interval duration (GC: 164 £ 13 ms, GL: 225 £ 24 ms, 3, p < 0.001)
interventricular septum thickness in diastole normalized by weight (GC: 0.34 + 0.15
mm; GL 0.54 + 0.20 mm; p = 0.031) than healthy dogs. 5/9 dogs had a possible
diagnosis of myocarditis.

Conclusions: Leptospirosis generates coagulation disorders and activated partial
thromboplastin times and cardiac alterations, evidenced mainly by diastolic
dysfunction and increase in troponin.

Keywords: myocarditis, leptospirosis, diastolic dysfunction, troponin.
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INTRODUGCAO

A leptospirose € uma doenga de distribuicdo global com carater zoonético,
ocasionada pelas bactérias do género Leptospira spp., sendo classificadas em mais
de 250 sorovares.” A transmissdo pode ocorrer de forma direta ou indireta, sendo a
primeira pelo contato com a urina de animais infectados e a segunda pelo contato
com agua ou solo contaminados.?® Estudos em cdes com leptospirose tem
demonstrado tempos alargados de ativacdo da protrombina (TP) e tromboplastina
parcial ativada (TTPa), além de casos de coagulagdo intravascular disseminada
(CID).*>®

A miocardite € uma doenca caracterizada pela lesdo miocardica, inicialmente
inflamatdria, que pode decorrer de diversas doencas infecciosas, como a
leptospirose, leishmaniose, parvovirose, toxoplasmose, neosporose, erliquiose e
tripanossomiase e nao infecciosas.” ' Por se tratar de uma doenca miocardica, o
diagndstico se torna um desafio, sendo a bidpsia endomiocardica o unico meio de se
obter um diagndstico definitivo. Usualmente se obtém um conjunto de dados,
incluindo hemograma, creatininoquinase (CK), concentracdo seérica de cTnl,
radiografias toracicas e abdominais, eletrocardiograma, ecocardiograma,
hemocultura, triagem sorolégica para causas infecciosas. '®°

Recentemente, um estudo propds a avaliacdo de critérios maiores e menores
para o diagnostico de miocardite, considerando diversos achados clinicos, como a
concentragao sérica de cTnl, resultados positivos em hemocultura ou outros fluidos
para agentes infecciosos, presenca de febre e/ou sopro, hiperecogenicidade do
miocardio observada na ecocardiografia, presenca de efusado pericardica e arritmias
ventriculares.?®

Inimeras doencgas cardiacas tém sido associadas a altas concentragdes de
cTnl, como nas cardiomiopatias dilatada e hipertrofica, doengca degenerativa da
valva mitral, arritmias graves, miocardites e contusao cardiaca.?! A liberacéo da cTnl
na circulagao esta relacionada as areas de necrose de cardiomidcitos, sendo que o
aumento de sua concentragao € proporcional a gravidade da lesd0.%

De forma geral, a alteragdo cardiaca mais encontrada em c&es com
miocardite é a disfuncgdo sistolica,”° embora em um estudo de evidéncias de lesdo
cardiaca e arritmias em caes com insuficiéncia renal aguda (IRA) tenha demonstrado

que a fungao sistdlica nesses pacientes estava normal. Contudo, tal avaliacdo foi
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realizada dentro das primeiras 48 horas de apresentacdo e a funcao diastdlica nédo
foi avaliada posteriormente. Neste mesmo estudo, 18/24 pacientes apresentavam
leptospirose (75%) e as concentragdes de cTnl estavam elevadas em 22/24
pacientes inicialmente. A associagao entre a leptospirose e a lesdo miocardica
permaneceu incerta, ndo sendo possivel saber se tais lesbes sdo decorrentes da
IRA ou da leptospirose.?®

Na década de 90, foram publicados dois estudos em humanos associando as
formas graves de leptospirose a miocardite.?*?° Especificamente em caes, estudos
objetivando tal associagcdo s&o escassos. Dessa forma, os objetivos desse estudo
foram avaliar TP e TTPa, caracterizar os achados eletrocardiograficos e
ecocardiograficos em cdes com doenga clinica ocasionada por leptospirose, bem

como os valores de cTnl e creatinoquinase fragdo MB (CK MB) nesses pacientes.

MATERIAL E METODOS
O presente estudo obteve aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da instituicdo onde o estudo foi executado.

Animais

Foram avaliados 27 caes de diversas racgas, idades e sexo, sendo destes 20
com suspeita de infeccdo por leptospirose e sete animais saudaveis que
constituiram o grupo controle (GC). Dos 20 animais suspeitos de possuirem
leptospirose, 11 foram excluidos devido a soroaglutinagédo microscépica (SAM) e/ou
microscopia de campo escuro (MCE) negativas, e/ou presenga de outras doengas
concomitantes (doenca renal crénica, pielonefrite, insuficiéncia renal aguda,
erliquiose cardiopatia ja diagnosticada ou presenca de neoplasias), permanecendo
nove animais no grupo leptospirose (GL).

Parametros hematologicos e bioquimicos foram obtidos pelo prontuario

clinico de cada paciente suspeito. Em seguida, os pacientes foram submetidos a
afericdo de pressao arterial sistdlica (PAS) e a eletrocardiografia e ecocardiografia.
Amostras de sangue foram obtidas por puncédo venosa jugular para realizagdo de
testes de coagulagédo e dosagem de CK-MB e cTnl. Resultados da SAM e MCE
foram obtidos posteriormente.

Para o GC, foi realizado avaliagao fisica inicial de cada paciente, seguido da

afericdo da PAS. Em seguida, os pacientes foram submetidos a eletrocardiografia e
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ecocardiografia. Por ultimo, obteve-se sangue por pung&o venosa jugular para
realizagcdo dos testes de coagulacdo e dosagem de CK-MB e cTnl.

Afericao da Pressao arterial

A afericdo da PAS foi realizada pelo método Doppler vascular, segundo
Camacho e Mucha (2014) seguindo as recomendagbes do consenso sobre
hipertensao arterial do American College of Veterinary Internal Medicine.?® Apoés
ambientacdo do paciente no ambulatério, realizou-se a selegdo do manguito
apropriado, sendo este colocado no membro anterior esquerdo do paciente, na
regidao de radio e ulna. A aferigdo foi realizada cinco vezes, procedendo-se com a
exclusdo do menor e do maior valor, considerando a média dos trés valores

restantes como o valor da PAS de cada paciente.

Eletrocardiografia

O exame eletrocardiografico foi realizado por meio do eletrocardiografo
computadorizado (Médulo de Aquisicdo de ECG para computador (ECG-PC verséao
2.07®) — Tecnologia Eletronica Brasileira (TEB)).

Os animais foram posicionados em decubito lateral direito, seguindo as
recomendacgdes de TiIIey.27 Para as derivagdes de membros polares e unipolares
aumentadas, os eletrodos toracicos direito e esquerdo foram posicionados acima do
olécrano no seu aspecto caudal e os eletrodos pélvicos direito e esquerdo, acima
dos ligamentos patelares no aspecto anterior de cada membro. Para melhorar a
condutividade elétrica, foi utilizado alcool 70% entre os eletrodos e a pele de cada
animal. Os registros foram gravados em sensibilidade N durante cinco minutos para

posterior interpreta(;éo.27

Ecocardiografia

Todos os animais foram submetidos a tricotomia da regido toracica, na
regidao do ictus cordis. Para a realizagdo do exame ecocardiografico foi utilizado o
ecocardiégrafo DC-7 Mindray Bio-Medical Eletronics Shenzen.

Os animais foram posicionados, inicialmente, em decubito lateral direito para
localizagdo da janela paresternal direita, cujo seguintes parametros foram obtidos
em milimetros (mm): espessura do septo interventricular em diastole (ESIVd),

diametro interno do ventriculo esquerdo em diastole (DIVEd), espessura da parede
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livre do ventriculo esquerdo em diastole (EPLVEd), espessura do septo
interventricular em sistole (ESIVs), didmetro interno do ventriculo esquerdo em
sistole (DIVEs) e espessura da parede livre do ventriculo esquerdo em sistole
(EPLVEs). A fracdo de encurtamento (FS) e a fracdo de ejecédo (FE) foram
calculadas a partir da obtencdo desses valores. As médias das mensuragdes de
ESIVd, DIVEd e EPLVEd foram normalizadas pelo peso corporal conforme formulas
propostas pelo método de Cornell.?®

A imagem da aorta e do atrio esquerdo foi obtida no modo bidimensional,
para posterior calculo da relagc&do atrio esquerdo/aorta (AE/AQO). Posteriormente, foi
obtida a imagem da via de saida do ventriculo direito para obtengdo do pico de
velocidade do fluxo transpulménico (PVPUL), com a utilizagdo do Doppler pulsado.

Em seguida, os animais foram posicionados em decubito lateral esquerdo,
para obtengdo das imagens apicais quatro e cinco cameras, para registro dos
valores de velocidade de onda E (enchimento ventricular rapido) e onda A (sistole
atrial) do fluxo mitral e posterior céalculo da relagao E/A. Posteriormente, foi obtida a
imagem da via de saida do ventriculo esquerdo, para mensuragdo do pico de
velocidade do fluxo transaortico (PVAQO), com o Doppler pulsado.

A imagem apical quatro camaras foi obtida para a realizagdo do Doppler
tecidual do ventriculo esquerdo, posicionando o gate as margens septal e lateral do
anel mitral, para as mensuragdes de medida de enchimento rapido (Em) e a
velocidade de enchimento na fase de contragao atrial (Am), para posteriormente ser
realizado o calculo da relagdo Em/Am. A classificagdo da fungéo diastélica seguiu os

critérios descritos por Boon.?*

Dosagem de cTnl e CK MB

Para a dosagem de cTnl e CK-MB, 2 ml do sangue total de cada paciente foi
colhido e acondicionado em tubo seco e posteriormente centrifugado a 10000 rpm
na centrifuga CENTRIBIO 80-2B®, por cinco minutos para obtengdo do soro, sendo
divididas em aliquotas em microtubos para posterior dosagem. A dosagem de cTnl
foi realizada pelo método enzimaimunoensaio (ELISA) no autoanalisador bioquimico
Dimension (Dade Behring, Deerfield, IL, USA). A dosagem de CK-MB foi realizada

pelo método biocromatico em laboratério terceirizado.
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Avaliacao de TP e TTPa

Para a determinacdo de TP e TTPa, 1,8 ml de sangue total de cada paciente
foi acondicionado em tubo contendo citrato de sédio como anticoagulante. As
amostras foram centrifugadas a 10000 rpm por dez minutos para obtencédo do
plasma e divididas em aliquotas em microtubos e, posteriormente, os tempos de TP
e TTPa foram determinados por meio de analise automatica no coaguldometro

Coagmaster 4.0 (Wama®) com a utilizacdo de kits comerciais (Wama®).

Anidlise estatistica

Os valores referentes a eletrocardiografia, ecocardiografia, PAS, cTnl, CK
MB, TP e TTPa foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e teste
de homogeneidade de variancias Levene. Dados paramétricos e homogéneos foram
submetidos ao teste t de Student para comparagéo entre os dois grupos, dados n&o
paramétricos e com variancias ndo homogéneas foram submetidos ao teste de
Mann-Whitney. Todos os dados foram submetidos a analise descritiva e, as
interpretacbes dos resultados a avaliacdo de frequéncias. As diferencas foram
consideradas significativas quando o valor de p foi menor que 0,05. Resultados
significativos foram submetidos ao teste de correlagdo de Pearson, quando
parameétricos, ou ao teste de correlagdo de Spearman, quando ndo paramétricos. As

andlises estatisticas foram realizadas com o software Jamovi® versio 1.6.23.

RESULTADOS

Dos 27 cées avaliados, 6 animais foram excluidos do estudo devido a
presenca de doengas concomitantes e outros 5 foram excluidos por apresentarem
resultado negativo na SAM e/ou MCE, 16 foram incluidos no estudo, atendendo a
todos os critérios estabelecidos previamente. Nove caes constituiram o GL e o GC
foi constituido por sete animais higidos, sem histérico de doengas crénicas e/ou em
curso e todos possuiam o esquema vacinal atualizado.

Dos caes do GL, 6/9 (66,7%) eram machos e 3/9 (33,3%) eram fémeas, a
média de idade foi de 6,25 + 3,41 anos e a meédia de peso foi de 12.1 + 4.98 kg. A
maioria dos caes eram sem raga definida (SRD) 7/9 (77,8%), seguido de 1/9 Pittbull
(11,1%) e 1/9 Chow Chow (11,1%). Nenhum cédo do GL estava com o esquema
vacinal atualizado, 6/9 (66,7%) estavam com o esquema vacinal desatualizado (ha

mais de um ano ou haviam recebido apenas as doses do primeiro ano de vida) e 3/9



51

(33,3%) nunca haviam sido vacinados. Entre os cédes do GC, 5/7 (71,4%) eram
fémeas e 2/7 (28,6%) eram machos, com média de idade de 2,29 + 1,5 e média de
peso de 14,9 + 10.1. Dentre as racas do GC, a maioria 5/7 (71,4%) eram SRD e
outros 2/7 (28,6%) eram Shih-Tzu.

A SAM foi realizado nos nove cées do GL apds a admissao no internamento,
sendo positiva em 5/9 (55,6%). Destes cinco animais positivos, 3/5 (60%)
apresentaram titulagdo para o sorovar canicola, 1/5 (20%) apresentou titulagdo para
mais de um sorovar (canicola, grippotyphosa e icterohaemorrhagiae) e 1/5 (20%)
para dois sorovares (canicola e icterohaemorrhagiae). A MCE foi realizada nos
mesmos cées, sendo positiva em 6/9 (66,7%) caes, trés foram positivos apenas na
SAM.

Parametros hematologicos e bioquimicos

Os valores hematologicos e bioquimicos foram acessados apenas no GL, em
que se observou um valor médio de hematocrito (%) de 27.88 + 13.23, hemoglobina
(g/dl.) 9.77 + 4.95, plaquetas 225.000 + 178.084, leucocitos totais (mm?) 21089 +
14046, bastonetes (mm®) 3058 + 3592, neutréfilos (mm?) 17320 + 10134, linfécitos
(mm?®) 1569 + 1525 e mondcitos (mm?>) 1927 + 1435. Na avaliagdo bioquimica, os
seguintes valores meédios foram encontrados: creatinina (mg/dl.) 5.71 + 4.40, ureia
(mg/dl.) 308.5 + 168.8, alanina aminotranferase (U/L.) 65 + 42.15, fosfatase alcalina
(U/L.) 198.6 £ 189.1, proteina total plasmatica (g/dl.) 7.28 + 1.96, albumina (g/dl.)
2.03 £ 0.75 e glicose (mg/dl.) 99.89 + 28.45.

Tempo de protrombina e Tempo de tromboplastina parcial ativada

A mensuracao de TP e TTPa foi possivel nos sete animais do GC e sete
animais do GL. O TP médio no GC foi de 6,60 + 0,80 segundos, enquanto no GL a
meédia foi de 6,90 + 1,59 segundos, ndo havendo diferenga estatistica entre os
grupos (p = 0,608). Quanto ao TTPa, o tempo médio no GC foi de 25,60 + 7,98
segundos e no GL 32,63 + 20,50, nao havendo diferenga estatistica entre os grupos
(p=0,414).

No GL, trés animais (42,9%) apresentaram aumento dos valores TP e trés
(42,9%) diminuicdo desses valores. Quanto ao TTPa, seis animais (85,7%)
apresentaram tempos acima dos valores de referéncia.®® Trés animais preencheram

os critérios para o diagnostico de CID (trombocitopenia e aumento de duragdo de TP
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e TTPa).”

Creatinoquinase fragdao MB e Troponina cardiaca |

Nao houve diferenga estatistica entre os grupos nos valores de CK MB (GC:
24,7 + 717; GL: 27,0 £ 46,3; p = 1,000) (Figura 1A). Contudo, os valores de cTnl
foram significativamente maiores no GL, quando comparados ao GC (GC: 0,004 +
0,002; GL: 0,22 + 2,70, p = 0,001) (Figura 1B).
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Figura 1. Representacgéo grafica dos valores de creatinoquinase fragdo MB (CK MB)
(A) e troponina cardiaca | (cTnl) (B) de caes saudaveis (GC: Grupo Controle) e caes
com leptospirose (GL: Grupo Leptospirose).

Pressao arterial sistémica

No GL, apenas em uma paciente ndo foi possivel aferir a PAS, devido a
gravidade do estado clinico, havendo hipotensao grave no momento da avaliagao.
Logo, considerou-se a PAS de oito animais no GL e sete animais no GC, verificando
que a PAS dos pacientes do GL foi significativamente maior que a PAS do GC (GC:
130 + 23,8; GL: 178 + 34,1; p = 0,009) (Figura 2).
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Figura 2. Representacao grafica dos valores de pressao arterial sistémica (PAS) de
cdes saudaveis (GC: Grupo Controle) e cades com leptospirose (GL: Grupo
Leptospirose). * p = 0,009.

Eletrocardiografia
Todos os pacientes de ambos os grupos foram submetidos a avaliagao

eletrocardiografica. No GL, 5/9 (55,6%) apresentaram ritmo sinusal e 4/9 (44,4%)
apresentaram arritmia sinusal, enquanto no GC, 3/7 (42,9%) apresentaram ritmo
sinusal e 4/7 (57,1%) taquicardia sinusal. A FC variou de 73 a 148 batimentos por
minuto (BPM) no GL e de 108 a 178 BPM no GC.

A duragdo do complexo QRS foi maior no GL, quando comparado ao GC,
apresentando diferenca estatistica significativa (GC: 41,4 + 3,64; GL: 50,0 + 5,17, p
= 0,002) (Figura 3A), contudo, o complexo estava com duragdo normal em todos os
animais de ambos os grupos. Ja o intervalo QT, apresentou maior duragdo no GL
(GC: 164 £ 13, GL: 225 + 24,3, p < 0,001) (Figura 3B), sendo que apenas 2/9

(22,9%) do GL apresentavam aumento de duracao dessa variavel.
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Figura 3. Representacao gréafica da duragdo (ms) do complexo QRS (A) e segmento
QT (B) de caes saudaveis (GC: Grupo Controle) e cades com leptospirose (GL: Grupo

Leptospirose).

Outra alteracdo observada foi o aumento de duracdo da onda p em 4/9
(44,4%) pacientes e o aumento da amplitude da onda T em 3/9 (33,3%) pacientes do

GL. As demais variaveis eletrocardiograficas nao apresentaram diferenga estatistica.

Ecocardiografia
A mensuragao da espessura do septo interventricular em diastole normalizada

pelo peso (ESIVDN) demonstrou diferenga estatistica entre os grupos, sendo maior
no GL quando comparado ao GC (GC: 0,34 + 0,15; GL: 0.54 + 0,20; p = 0,031),
sendo que 3/9 (33,33%) dos pacientes do GL apresentavam aumento da ESIVD e os
demais (66,7%) estavam com a espessura dentro dos limites de normalidade.?® As
demais variaveis nao apresentaram diferenga estatistica significativa. Os valores das

variaveis ecocardiograficas estdo apresentados na tabela 1.
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Tabela 1. Variaveis ecocardiograficas de caes higidos (GC) e caes com leptospirose

(GL)
GC GL I

(n=9) (n=7) p valor
ESIVDn (mm) 0,34 £ 0,15 0.54 + 0,20 0,031*
DIVEDn (mm) 1,16 £ 0,19 1,31 +£0,23 0,207
EPLVEDnN (mm) 0,43+0,17 0,47 £ 0,28 0,210
ESIVSn (mm) 0,69 +0,19 0,88 + 0,36 0,142
DIVESNn (mm) 0,59 £ 0,16 0,69 £ 0,24 0,367
EPLVESNH (mm) 0,70+ 0,18 0,67 £ 0,32 1,000
FS (%) 46,50 £ 7,93 44,10 £ 15,90 0,730
FE (%) 79,10 £ 8,20 74,10 £ 18,40 0,515
AE/AO 1,31+£0,18 1,33+ 0,14 0,832
PVPUL (cm/seg) 90,9 £ 32,90 111 £ 37,30 0,272
PVAO (cm/seg) 116 £ 13,20 92,50 £ 28,70 0,536
Vmax mitral (cm/seq) 113 + 26,90 150 + 154 0,071
Vmax tricuspide (cm/seq) 122 + 26,70 134 + 69,70 0,152

* p < 0,05. Abreviagdes: ESIVDn: espessura do septo interventricular em diastole normalizada pelo
peso; DIVEDn: diametro interno do ventriculo esquerdo em diastole normalizado pelo peso;
EPLVEDnN: espessura da parede livre do ventriculo esquerdo em diastole normalizada pelo peso;
ESIVSn: espessura do septo interventricular em sistole normalizado pelo peso; DIVESn: didmetro
interno do ventriculo esquerdo em sistole normalizado pelo peso; EPLVESN: espessura da parede
livre do ventriculo esquerdo em sistole normalizada pelo peso; FS: fragcdo de encurtamento; FE:
fracdo de ejecdo; AE/Ao: relagéo atrio esquerdo/aorta; PVPUL: pico de velocidade transpulmonar;
PVAO: pico de velocidade transadrtico; GC: grupo controle; GL: grupo leptospirose; Vmax: velocidade
maxima.

Avaliagao da funcgao diastoélica

Doppler espectral e tecidual foram realizados em todos os pacientes e os
valores da relacdo Em/Am septal e Em/Am parietal diferiram entre os grupos. A
relacdo Em/Am parietal foi menor no GL (p < 0,001) e a relagdo Em/Am septal foi
maior no GL (p = 0,005) (Tabela 2). Curiosamente, apenas um animal do GL
apresentou funcao diastdlica normal, 3/9 (33,3%) apresentaram disfuncao diastdlica
do tipo pseudonormal e 5/9 (55,6%) apresentaram disfungdo diastolica do tipo 1,
enquanto no GC todos os sete pacientes apresentaram funcdo diastdlica
preservada. As demais variaveis de fungao diastélica ndo apresentaram diferenca

estatistica entre os grupos.
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Tabela 2. Avaliagcdo da funcdo diastélica de caes higidos (GC) e caes com

leptospirose (GL)

GC GL |

(n= 9) (n=7) p valor
Onda E (cm/seq) 75+13 73,2+16,9 0,824
Onda A (cm/seq) 59,1+ 17,1 70,4 £ 25,9 0,337
E/A 1,32+ 0,33 1,18 + 0,54 0,577
Em parietal (cm/seQ) 13,7 £ 8,35 8,97 £ 3,23 0,141
Am parietal (cm/seg) 9,32+8,14 11,5 + 2,41 0,204
Em/Am parietal 1,19 £ 0,37 0,76 £ 0,17 <0,001*
Em septal (cm/seq) 11,4 +7,55 7,46 + 2,86 0,265
Am septal (cm/seQ) 7,46 £ 7,24 10,3 £ 2,23 0,112
Em/Am septal 1,34 £ 0,24 0,67 £ 0,26 0,005*

Onda E: enchimento ventricular rapido; Onda A: contragdo atrial; Em: velocidade tecidual diastdlica
precoce; Am: velocidade tecidual diastélica tardia.

Miocardite

Todos os animais do GL foram submetidos a analise de probabilidade de
miocardite com base na tabela de critérios maiores e menores proposta por Lakhdhir
e colaboradores (2021),%° onde um possivel diagnéstico de miocardite é dado
quando ha a presenca de um critério maior ou dois menores, ou quando ha quatro
critérios menores, e o diagndstico de miocardite é confirmado quando ha a presenca
de um critério maior e trés menores ou quando ha a confirmagao histopatolégica
apods bidpsia endomiocardica.

Dos nove animais do GL, cinco (55,55%) apresentaram diagnostico provavel
de miocardite. Todos 0s cinco animais apresentaram miocardio hiperecogénico a
ecocardiografia e anemia. Quatro animais apresentaram hipoalbuminemia, trés
apresentaram efusdo pericardica leve, trés apresentaram trombocitopenia, dois
apresentaram leucocitose e um animal apresentou disfungéo sistdlica (FS: 16%).
Destes cinco animais com diagndstico provavel, trés apresentaram um critério maior
e trés menores, confirmando o diagndstico de miocardite.

Curiosamente, dois animais do GL apresentaram valores de cTnl acima de
1,0 ng/ml, considerado como critério maior, sendo um com 8,33 ng/ml e o outro com
2,38 ng/ml, tendo como desfecho alta e 6bito, respectivamente. Tais animais n&o
apresentaram critérios menores suficientes, sendo considerados como livres de

miocardite.
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Correlagoes

Nao houve correlagao significativa dos valores de cTnl com hematdcrito (p =
0,108; rho = 0,583), hemoglobina (p = 0,108; rho = 0,583), creatinina (p = 0,270; rho
= 0,417) ou ureia (p = 0,882; rho = 0,071). Observou-se forte correlagdo negativa
entre os valores de cTnl e relagdo Em/Am septal (p = 0,007; rho = - 0,601) (Figura
4A) e cTnl e relagdo Em/Am parietal (p = 0,001, rho = - 0,703) (Figura 4B).
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Figura 4. Representagdo grafica da correlagdo negativa existente entre os valores
de troponina cardiaca | (cTnl) e os valores da relagdo Em/Am septal (A) e da cTnl
com a relagdo Em/Am parietal (B), em cées saudaveis (GC: Grupo Controle) e caes
com leptospirose (GL: Grupo Leptospirose).

Os valores de PAS se correlacionaram negativamente com os valores da
relacdo Em/Am septal (p = 0,020; r = - 0,592) (Figura 5A) e parietal (p = 0,004; r = -
0,693) (Figura 5B). Foi observada uma correlagéo positiva e significativa entre os
valores de PAS e a duragdo do complexo QRS (p = <0,001; r = 0,766) (Figura 6).
Nao houve correlagao significativa entre a PAS e a ESIVDn (p = 0,313; r = 0,280).
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Figura 5. Representagdo grafica da correlagdo negativa existente entre os valores
de pressao arterial sistémica (PAS) e os valores da relagdo Em/Am septal (A) e da
PAS com a relagdo Em/Am parietal (B), em caes saudaveis (GC: Grupo Controle) e
caes com leptospirose (GL: Grupo Leptospirose).
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Figura 6. Representagéo grafica da correlagédo positiva entre os valores de pressao
arterial sistémica (PAS) e os valores da duragdo do complexo QRS (ms), em caes
saudaveis (GC: Grupo Controle) e caes com leptospirose (GL: Grupo Leptospirose).

Discussao

Neste estudo, ndo foi observado diferenga estatistica significativa entre os
grupos quando comparados os valores de TP e TTPa, entretanto, os valores de
ambas as variaveis estavam alterados em oito dos nove animais com leptospirose.
Ainda, trés animais com leptospirose apresentaram resultados compativeis com CID,
0 que demonstra que cédes com essa doenga apresentam disturbios de coagulagéo.
Semelhante aos resultados aqui apresentados, uma pesquisa foi realizada em 2019
com nove caes com leptospirose, em que apenas trés apresentaram alteracdes nos
tempos de coagulagédo, sendo um com aumento leve a moderado de TP e TTPa, um

com aumento prolongado de TTPa e um com sinais sugestivos de CID.* Na
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Inglaterra, um estudo retrospectivo de 2019 observou que de 38 cdes com
leptospirose, nove tiveram TP e TTPa mensurados, sendo que trés apresentaram
alteragcdes, um cao com aumento de TP, um com aumento de TTPa e outro com
aumento de ambas as variaveis.® Entretanto, um estudo retrospectivo realizado em
Sidney incluiu 17 cdes com leptospirose, dos quais nove animais tiveram os tempos
de coagulagdo mensurados, resultando em 33% com aumento de TP e 83% com
aumento de TTPa, destes, trés apresentaram elevagao nos tempos de TP, TTPa e
trombocitopenia, preenchendo os critérios para CID.® Tais resultados demonstram a
importdncia da mensuragdo dos tempos de coagulagdo em animais com
leptospirose.

Estudos anteriores tém demonstrado que cdes com doengas
infectocontagiosas, como dirofilariose, leishmaniose e parvovirose, apresentam
niveis elevados de CK MB,** 3 diferindo dos achados desse estudo, em que apenas
um animal do GL apresentou elevagdo no valor de CK MB (161,8 U/L) e ndo houve
diferenga estatistica entre os grupos. Por outro lado, diversos estudos tém revelado
a associagao entre diversas doencas miocardicas e a elevacado dos niveis de cTnl.
20,21, 33, 34 De fato, alguns estudos ja relataram a elevacdo sérica de cTnl em cdes
com leptospirose, como em 2007, em que 11 de 16 cades com leptospirose
apresentaram aumento dos valores de cTnl, enquanto em um estudo mais recente,
avaliando o diagnéstico de miocardite, apenas um paciente apresentava
Ieptospirose.20 De fato, a cTnl apresentou valores maiores no GL quando comparado
ao GC, sendo que dos nove animais, seis (66,7%) apresentaram valores acima dos
intervalos de referéncia encontrados em estudos anteriores, e nenhum animal do GC
apresentou elevacao dessa variavel.*® Tal resultado reforca o papel da avaliacdo de
biomarcadores cardiacos em animais com leptospirose.

Sabe-se que a hipertensdo arterial sistémica € comum em casos de
insuficiéncia renal aguda e que, a leptospirose é uma das principais causas de lesao
renal aguda em cées." %% Este estudo demonstrou que, de fato, a PAS foi maior no
GL, corroborando o descrito na literatura. Ainda, demonstrou correlagdo negativa
existente entre os valores de PAS e a relagdo Em/Am, tanto septal, quanto parietal,
destacando-se que, 8/9 (88,88%) animais do GL apresentaram algum grau de
disfuncao diastolica. Essa correlagao pode ser explicada pelo aumento excessivo da
pré-carga ventricular, o que promove aumento consideravel do consumo de oxigénio

pelo miocardio e trabalho cardiaco, e alteragbes na microvasculatura cardiaca,
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contribuindo para a redugdo do fluxo sanguineo para o miocardio, resultando em
isquemia e, consequentemente, disfuncdo diastdlica.>® ~*' Ainda é possivel que a
disfuncao diastolica encontrada seja agravada pelo quadro inflamatdrio sistémico,
decorrente da infeccdo por leptospirose, o que também explicaria o aumento
significativo da ESIVD, encontrado no GL quando comparado ao GC. Diversos
estudos tém reportado o papel da inflamac&o no aumento transitério da espessura
do septo interventricular em humanos e em animais, mostrando correlacdo entre
citocinas inflamatdrias e até mesmo a presenca de miocardite.*?4°

Estudos anteriores em humanos e em modelos experimentais tém
demonstrado que o aumento da duracdo do complexo QRS esta associado a

hipertensdo sistémica,*® 4’

corroborando os achados apresentados, uma vez que foi
demonstrada correlagao fortemente positiva entre os valores de PAS e duracéo de
QRS, sendo tal duracdo maior no GL.

O prolongamento do intervalo QT esta presente em diversos disturbios
eletroliticos, como a hipocalemia, hipocalcemia e hipomagnesemia.‘“"s3 Os animais
do GL apresentavam maior duracdo do intervalo QT no GL, porém apenas dois
animais estavam com os valores acima dos intervalos de referéncia.?’

Atualmente a unica maneira de se obter um diagndstico definitivo de
miocardite ante mortem é pela bidpsia endomiocardica.'®?° Neste estudo, baseando-
se na avaliacdo proposta por Lakhdhir e colaboradores,® 5/9 (55,55%) dos animais
se enquadraram como possivel diagndstico de miocardite e apenas trés animais
como diagnostico definitivo, demonstrando que animais com leptospirose devem ser
avaliados quanto a possibilidade do desenvolvimento de miocardite. Em
contrapartida, a presenca de disfungao sistdlica € comumente observada em casos

de miocardite,?® %*

e como citado anteriormente, 8/9 (88,88%) dos animais do GL
apresentaram disfuncao diastdlica. Isso mostra que, a depender da doenga base,
como a leptospirose, que frequentemente resulta em hipertensao arterial e
inflamacao sistémica, a disfungao diastdlica deve ser considerada na avaliacdo da
presenca de miocardite.

Como limitagcdes do estudo, acredita-se que um numero maior de animais
com leptospirose seria interessante, inclusive para caracterizar os diferentes
sorovares de Leptospira spp. Ainda, a realizagdo de histopatologia poderia confirmar
a presenca de miocardite, o que nao foi possivel nesse estudo devido a

impossibilidade de realizagcdo de bidpsia endomiocardica.
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Com os achados do presente estudo, conclui-se que caes com leptospirose
podem apresentar alteragdes nos tempos de protrombina e tromboplastina parcial
ativada, CID e aumento dos valores de cTnl. A disfungcdo diastdlica encontrada
parece ser multifatorial, com contribuicido da hipertensdo arterial, aumento da

espessura do septo interventricular e possivel miocardite.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo foi construido a partir de dois fatores importantes: a alta
incidéncia de leptospirose no Brasil e a escassez de estudos voltados a miocardite
em caes com leptospirose. Pouco se sabe sobre a patogenia da leptospirose quanto
aos diferentes sitios de lesdo, sendo um deles o coragao e, ainda pouco se fala
sobre a miocardite em caes, onde a maioria dos estudos sao voltados a doencas
como parvovirose e leishmaniose.

No conhecimento dos autores, este € o primeiro estudo onde se
avaliou o protagonismo da leptospirose no desenvolvimento de alteragcbes cardiacas
sem a realizagdo de bidpsia endomiocardica, trazendo resultados esclarecedores e
com importante correlacao clinica.

Nossos resultados despontam a necessidade de se olhar para a
possibilidade de disturbios de coagulagdo, como a CID e para o funcionamento
cardiaco de caes com leptospirose, que em sua maioria encontram-se internados em
estado critico com risco de obito iminente. A possibilidade de miocardite e a
inflamacado sistémica decorrentes da infeccdo sao fatores de risco com
comprometimento miocardico, assim como a lesdo renal aguda, mostrando a
necessidade do controle imediato da hipertensdo nesses pacientes.

A despeito das dificuldades encontradas, destaca-se o momento
atual em que vivemos. A pandemia foi responsavel pelo fechamento parcial da rotina
do Hospital Veterinario da UEL, o que diminuiu drasticamente o numero de casos de
caes com suspeita de leptospirose e, consequentemente, o numero de casos
confirmados. Outra dificuldade encontrada € em relagdo a sorologia pareada, uma
vez que muitos animais vao a o6bito antes dos 12 dias preconizados para a repeticao
do exame e, muitos outros ndo retornam apods a alta.

Ressalta-se que, pesquisas futuras precisam compreender maiores
numeros de animais positivos e que, a avaliagado histopatoldgica, comparada aos
achados preditivos dos animais que forem a Oobito, traria resultados mais

consistentes quanto a presenca de miocardite.
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Universidade
Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 72/2020
Londrina, 9 de junho de 2020.

Prezado (a) professor (a),

Certificamos que o projeto intitulado: "Parimetros hemostiticos e avaliagio cardiaca em cies
naturalmente infectados por Leptospira spp.” protocolo CEUA n° 003.2020 sob a responsabilidade de
Patricia Mendes Pereira, que envolve a produgio, manutengio e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA),
e foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Londrina
(CEUA/UEL) no dia 09/06/2020.

Este projeto tem por objetivo avaliar os parimetros hemostaticos ¢ os achados preditores de
miocardite em cdes naturalmente infectados por Leptospira spp. atendidos no Hospital Veterindrio da
Universidade Estadual de Londrina. Grau de invasividade: 1.

Finalidade () Ensino (X)) Pesquisa cientifica

Vigéncia da autorizagio 09/06/2020 a 28/02/2022

Espécie/ linhagem/ raga Cées

N° de animais 110

Peso/ Idade Variavel / adulto

Sexo Machos ou fémeas

Origem Hospital Veterinario e Laboratorio de Medicina Transfusional da
Universidade Estadual de Londrina

Amostras a serem coletadas Sangue

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo experimental aprovado, deve-se
submeter o novo protocolo a apreciagdo da CEUA/UEL anteriormente a execugfio das modifica¢des.

Em cumprimento as exigéncias do Conselho Nacional de Controle de Experimentag¢io Animal
(CONCEA), em até 30 dias da finalizagio do projeto de pesquisa ou extensio envolvendo o uso de animais
(verificar periodo de vigéncia expresso neste oficio), é necessario encaminhar relatério da descrigio de uso de
animais para ceua@uel.br, conforme modelo disponivel no site da CEUA:
http://www.uel.br/comites/ceua/pages/relatorio-de-projetos.php

Coloco-me a disposigo para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessarios. Sem mais para o

momento, subscrevo-me, cordialmente,

AT, 4. )Z e Prof* Dré Maria Fernanda

Prof® Dr* Maria Fernanda Rodrigue: Rodrigues Graciano

Coordenadora da CEUA/UEL Coordenadora da Comissao de
Etica no Uso de Animals
Universidade Estadual de Londrina
ceua@uel.br / (43) 3371-5454

Iimo.(a) Sr.(a)

Prof. (a) Dr (a). Patricia Mendes Pereira

Responsavel pelo projeto

C/C para a Chefia do Departamento de Clinicas Veterindrias
C/C para a Diregdo do Centro de Ciéncias Agrérias/ CCA
C/C para o Hospital Veterinario da UEL/ CCA

Campus Universitirio: Rodovia Celse Garcia Cid (PR 445), km 380 - Fone (043) 3371-4000 PABX - Fax 3328-4440 - Caixa Postal 10011 - CEP 86057-970 - Internet hitp://www.uel.br
LONDRINA - PARANA - BRASIL

Aprovacao CEUA
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PLEASE NOTE that, for all types of manuscripts, word count includes text starting at the beginning of the
introduction and ending at the end of the discussion; it does not include title page, abstract, references, tables or
figure legends.

Standard Paper
Maximum length: 5,000 words

Abstract (structured): The abstract should stand alone (i.e. accurately convey the essential features of the study
without the necessity of having read the entire article). It must be included in the manuscript document and be
uploaded to the submission website. The abstract must be < 250 words and formatted using the following
subheadings:

Background — Brief explanation of why the study was performed.

Hypothesis/Objectives — A brief statement of the principal hypothesis tested in the study, the major objectives of the
study, or both.

Animals — A concise description of the number of animals used in the study including the population from which they
were drawn (e.g., research colony, hospital population) and any special characteristics of the animals (e.g., disease
status).

Methods — A statement of overall study design (e.g., randomized, blinded, placebo-controlled clinical trial; cohort
study; case-control study; case series; ) and principal interventions or methods.

Results — All important results of the study, along with summary statistics (a measure of central tendency and
variation such as mean and standard deviation or median and range), confidence intervals (where appropriate) and P
values for all important numerical results. For studies comparing = 2 interventions, the effect size and 95% (or
similar) confidence intervals for the effect size should be reported.

Conclusions and clinical importance — A summary of the study’s conclusions and a statement of the clinical
importance of these conclusions. Do not restate the results.

Introduction (titled as such)
Length maximum: 500 words
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