Universidade
Estadual de LondRrina

WESLEM GARCIA SUHETT

DETERMINACAO DE BIOMARCADORES CARDIACOS E
INFLAMATORIOS EM CAES COM DIFERENTES GRAUS DE
ANEMIA NATURALMENTE ADQUIRIDAS

Londrina
2015



WESLEM GARCIA SUHETT

DETERMINACAO DE BIOMARCADORES CARDIACOS E
INFLAMATORIOS EM CAES COM DIFERENTES GRAUS DE
ANEMIA NATURALMENTE ADQUIRIDAS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
Graduagao em Ciéncia Animal da Universidade
Estadual de Londrina como requisito parcial para
a obtencao do titulo de Mestre.

Orientadora: Prof* Dr” Patricia Mendes Pereira

Londrina
2015



Catalogacao elaborada pela Divisao de Processos Técnicos da Biblioteca Central da
Universidade Estadual de Londrina

Dados Internacionais de Catalogagéo-na-Publicagéo (CIP)

S947d  Suhett, Weslem Garcia.
Determinagdo de biomarcadores cardiacos e inflamatérios em cdes com
diferentes graus de anemia naturalmente adquiridas / Weslem Garcia Suhett.
— Londrina, 2015.
94 f. :il.

Orientador: Patricia Mendes Pereira.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina,
Centro de Ciéncias Agrarias, Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia Animal, 2015.

Inclui bibliografia.

1. Céo — Doengas — Teses. 2. Cdo — Anemia — Teses. 3. Corag¢do — Marcadores
bioldgicos — Teses. 4. Inflamacdo — Teses. 5. Cardiologia veterinaria — Teses.
I. Pereira, Patricia Mendes. Il. Universidade Estadual de Londrina. Centro de
Ciéncias Agrarias. Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal. 111, Titulo.

CDU 619:636.7




WESLEM GARCIA SUHETT

DETERMINACAO DE BIOMARCADORES CARDIACOS E
INFLAMATORIOS EM CAES COM DIFERENTES GRAUS DE
ANEMIA NATURALMENTE ADQUIRIDAS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncia Animal da Universidade
Estadual de Londrina como requisito parcial para a
obtencao do titulo de Mestre.

BANCA EXAMINADORA

Orientadora: Prof* Dr® Patricia Mendes Pereira
Universidade Estadual de Londrina -UEL

Prof* Dr* Danielle Venturini
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof* Dr® Karina Preising Aptekamann
Universidade Federal do Espirito Santo - UFES

Londrina, 31 de Marco de 2015.



Este trabalho ¢ dedicado primeiramente a Deus
quem me fortaleceu, a cada amigo de quatro patas
que me motivou a aprender e aos amores de minha

vida que fizeram tudo ter sentido.



AGRADECIMENTOS

Ao elaborar essas palavras muitas pessoas vieram a minha lembranga,
momentos e situacdo que foram fundamentais para que hoje eu estivesse aqui. Nao tenho
como, em simples palavras, em poucas paginas e neste momento agradecer a cada um por
isso, entdo inicio agradecendo a vocé que sabe que de alguma forma fez parte de minha vida.

Entre todas e tudo o meu maior agradecimento ¢ a Deus e seu filho Jesus
Cristo que além de me salvar, foi meu refiigio, minha fortaleza, foi quem me trouxe consolo
nos momentos de tristeza, foi quem esteve nos momentos de alegrias, foi com quem sempre
pude contar.

Agradego também com um carinho gigante a minha familia que sempre foi
minha maior apoiadora em cada sorriso, em cada palavra de orgulho, me ensinando a cada dia
o significado da palavra amor. Em especial ndo poderia deixar de agradecer pessoas
fundamentais para esse sucesso como minha Mae Doriza, meu Pai Idelson e meu irmao e
cunhada Wevison e Dayanne muito obrigado por suas preocupacdes, apoio, oracdes €
sobretudo amor.

Quando se fala em familias existem sempre aqueles que nos inspiram com
sua sabedoria de vida, por isso dedico estas simples palavras a vocés meus queridos avos
Wilson e Druzila e Ananias e Fany, que mesmo sem entender o que fagco sempre falam com
orgulho do neto com frases como “Quantos diplomas vocé ja tem meu filho? Tem que colocar
na parede para todo mundo ver que vocé € importante”, onde na realidade importante sao
voceés por construirem familias honradas.

Poderia parar por aqui, pois nada disso seria real sem uma pessoa em minha
vida que chegou como presente de Deus e se tornou fundamental nos meus dias, da mesma
forma que comida e agua, sim amor ¢ essencial e por isso que agradeco a vocé Lais que soube
tornar os dias longe da familia mais brandos, que soube me modelar, reforcar meus melhores
comportamentos, que me fez entender meus defeitos, que foi sempre a pessoa a qual corria
quando precisava.

Agradeco a minha orientadora nao sé pela constante orientagdo neste
trabalho, mas sobretudo pela sua amizade. Hoje entendo que a historia académica ¢ outra
vida, onde encotramos maes, pais, irmaos, amigos como se diz cientificos. Por isso decidi
conduzir estes agradecimentos em uma ordem cronoldgica portanto posteriormente retorno

com minha orientadora genial Patricia Mendes Pereira.



Hoje cada silaba que se forma, cada palavra lida deve-se a uma fase muito
importante de nossa formacgao que ¢ o ensino fundamental, onde com certeza foi formado meu
carater, pois foi onde aprendi a ser forte, enfrentar os meus medos, a sonhar alto, a entender
que todo bullying era por inveja e isso so foi possivel gragas a uma grande profissional Tia
Sonimar.

Como tudo passa, o tempo passou e o ensino médio chegou e com ele veio
uma paixdo pelas areas biologicas, tudo me encantava, mas sem entender meu destino o reino
animal era o que mais gostava e foi a querida Juliana Meneguelli a responsavel por isso.

Assim tentando escrever minha historia com erros e acertos foram-se uma,
duas e trés faculdades, até me encontrar como profissional, amar o que fago e essa decoberta
se veio através da pessoa que foi aluna e professora, a madezona Lenir Cardoso, que me
introduziu na vida academica, minha primeira orientadora, meu primeiro painel e resumo em
congresso obrigado.

Agora ja sabia o que me dava alegria, mas veterinaria ¢ tdo vasta que me via
perdido, até encontrar vocé Karina que recém chegada me acolheu me ensinou a amar clinica
médica, se tornou minha eterna mae cientifica, minha orientadora um exemplo a seguir por
isso sempre em todos os momentos agradeco ndo s6 seus ensinamentos, a sua amizade e
carinho.

E hoje o degrau do mestrado ndo seria possivel sem os momentos vividos na
residéncia, periodo dificil, de descobertas, de aprendizado, mas periodo onde nasceu uma
pessoa que tenho como irmao cientifico, aquele que foi meu orientador, amigo, que aprendeu
comigo e colega de residéncia Leandro Yamamoto, obrigado por cada momento que vivemos
juntos.

Agora sim neste momento de mistura de sentimentos, alegria, ansiedade,
medo, realizagdo, orgulho, incerteza ndo poderia deixar de prestar uma homenagem, pois ¢
mais que um simples agradecimento o sentimento que tenho pela professora Patricia, pois foi
vocé quem me trouxe a realidade, que deu um norte a seguir, em cada corre¢do, em cada
critica tirei o melhor e minha maior alegria foi receber seu elogio quanto ao meu crescimento,
fruto de seus conselhos. Em varios momentos nossas opnides divergiram e acredito que tudo
que passamos faz parte do processo de aprendizado da vida académica, e com certeza o mais
importante que aprendi com vocé € o amor pelos animais, a luta pelo extensionismo na vida
académica e a forca de vontade em realizar um sonho e fazé-lo dar certo através do Projeto

Vida.



Como ndo agradecer a cada pessoa que fez parte desse Projeto lindo, nao
tenho como mensionar todos mas espero que sintam-se agradecidos por tudo que fizeram por
mim e por todas as vidas que foram salvas, mas nesse periodo algumas se tornaram
importantes e gostaria de agradecer a minha primeira dupla Adama quem me ensinou tudo, a
Sabrina que mesmo com mil coisas sempre tinha vontade e disposi¢do em ajudar, ao Patrick e
ao Victor que diretamente fizeram parte desse Estudo. E por fim agradecer Lais, Barbara e
Marina pelas horas juntos em cada transfusao.

Nao poderia deixar de agradecer ao laboratorio clinico veterinario do HV-
UEL que foi apoio fundamental para conclusdo deste mestrado, assim atravéz das professoras
Mara e Karina agradego a cada funcionario, cada estagiario, cada residente que de alguma
forma me ajudaram, mesmo que seja tendo paciéncia ao levar uma reagdo cruzada.

Agradeco também através dos professores Jair e Danielle toda equipe do
Laboratério de Bioquimica e através da professora Helena toda equipe do Laboratério de
Imunologia do Hospital Universitario da UEL, que com muita prontidao, educagdo e carinho
abriram as portas para que tudo se tornasse possivel.

Agradeco a todos os professores, pos-graduandos, funcionarios, residentes e
estagiarios que diretamente ou indiretamente me ajudaram. Em nome dos funcionarios
agradeco as enfermeiras Neuza, Rose e Vilma que sempre foram um suporte, em nome dos
professores agradego a professora Silvia que foi uma grande amiga e ao professor Lucas. Em
nome dos residentes ndo poderia deixar de mensionar aqueles que em pouco tempo se
tornaram mais chegados que irmaos, amigos para sempre Fernanda, Mariah e Valdair.

Por fim, mas nd3o menos importante gostaria de dedicar este ultimo
paradgrafo a um ser que ndo sabe ler, conhece meus sentimentos melhor que todos, me acorda
com uma lambida de bom dia, que me afaga quando estou trite e se diverte comigo quando
estou alegre, a minha filha de quatro patas e pélos, a razdo por querer sempre aprender mais

para poder cuidar dessa joia que tanto amo, Nuit.



“Que os vossos esforcos desafiem as impossibilidades,
lembrai-vos de que as grandes coisas do homem foram
conquistadas do que parecia impossivel.”

Charles Chaplin



SUHETT, Weslem Garcia. Determinacéo de biomarcadores cardiacos e inflamatdorios em
cdes com diferentes graus de anemia naturalmente adquiridas. 2015. 94 f. Dissertagdo
(Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

A anemia ¢ uma alteracdo clinica comum que pode causar disfun¢do cardiovascular, risco de
insuficiéncia cardiaca congestiva e consequente aumento da mortalidade. Na maioria das
vezes, a anemia ndo ¢ uma doenca primdria, mas sim uma consequéncia de um estado
patoldgico. Podem-se dividir as causas da anemia em trés: perda sanguinea, hemolise e
reducdo da producdo de hemacias. As alteracdes clinicas geralmente estdo relacionadas a
menor oxigenacdo dos tecidos ou aos mecanismos compensatorios associados. A mensuracao
de biomarcadores de lesdo miocardica tais como a troponina I cardiaca, mioglobina, creatina
fosfoquinase (CK) e lactato tem sido empregada, principalmente no homem, para avaliar
precocemente lesdes, mesmo antes de causarem alteracdes em outros exames cardiacos,
sobretudo relacionadas a hipoxia e isquemia. Assim, este trabalho objetivou a verificar a
presencga de lesdo cardiaca através de biomarcadores cardiacos e alteracdo eletrocardiografica
em caes com diferentes tipos de anemias naturalmente adquiridas. Também visou estabelecer
o envolvimento do processo inflamatério como um indicador de severidade do quadro
anémico. Deste modo foram avaliados 108 cdes anémicos em diversos graus de intensidade,
acometidos por diferentes enfermidades e 30 cdes saudaveis, sendo estes utilizados como
grupo controle. Os animais foram submetidos a avaliacdo laboratorial (hemograma e
bioquimica), avalia¢do eletrocardiografica e aferi¢do da pressdo arterial. O eletrocardiograma
evidenciou que 34,05% (47/138) dos animais apresentaram uma ou mais alteragdes possiveis
de serem encontradas nos casos de hipdxia. Entre os biomarcadores cardiacos, obteve-se
diferenca significativa com relacdo a severidade da anemia na avaliacdo de CK (p=0,003)
sendo que seus valores mantiveram-se dentro dos niveis de referéncia para a espécie e
troponina I cardiaca (p<0,001), enquanto mioglobina (p=0,248) e CKMB (p=0,211) ndo
demonstraram diferencgas significativas entre os grupos. A troponina I evidenciou valores
maiores a medida que o volume globular reduzia, assim, a mediana do grupo de anemia muito
grave foi 0,385 ng/mL, bem acima do grupo controle que apresentou mediana 0,04 ng/mL
(p<0,001). Na avaliagdo do processo inflamatorio por meio da concentragdo sérica da proteina
C reativa (PCR), observou-se que o aumento de suas concentragdes foi inversamente
proporcional aos niveis de hemoglobina, mostrando ser um importante marcador da
severidade do processo anémico. Assim conclui-se que a troponina I cardiaca ¢ um importante
marcador de lesdo cardiaca em quadros de hipdxia anémica, evidenciando a relacdo entre os
eventos. Conjuntamente a andalise de troponina I cardiaca, os niveis de PCR podem ser
indicadores da severidade da anemia.

Palavras-chave: Biomarcadores cardiacos. Hipoxia. Coragdo. Anemia. Inflamagéo.



SUHETT, Garcia Weslem. Determination of cardiac and inflammatory biomarkers in
dogs with varying degrees of anemia naturally acquired. 2015. 94 f. Dissertation (Master’s
in Animal Science) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

ABSTRACT

Anemia is a common clinical disorder that may cause cardiovascular dysfunction, risk of
congestive heart failure and increase risk of mortality. In most cases, anemia is not a primary
disease but rather a consequence of a disease state. The causes of anemia can be divided into
three categories: blood loss, hemolysis and reduction of red blood cell production. The
clinical abnormalities are usually related to the lower tissue oxygenation or associated
compensatory mechanisms. The measurement of myocardial injury biomarkers such as
troponin I, myoglobin, lactate and creatine kinase (CK) have been used, especially in humans,
to evaluate the presence of diseases, earlier than other cardiac tests specially the ones related
to hypoxia and ischemia. Therefore, this study aims to evaluated the presence of cardiac
injury in dogs with different types of anemia naturally acquired in order to assist the clinician
in therapeutic decision-making of anemic patients. It also aims to establish the link between
the inflammatory process as an indicator of severity of the anemic frame. Hence upon, it was
evaluated 108 anemic dogs in varying degrees of intensity, affected by different diseases and
30 healthy dogs, which were used as controls. The animals were evaluated by laboratory tests
(hemogram and serum biochemistry) and electrocardiographic assessment as well. The
electrocardiogram showed that in 34.05% (47/138) of the animals, one or more changes could
be found in cases of hypoxia. In the case of the cardiac markers significant results in the
evaluation of CK (p=0.003) and troponin I (p=<0.001) were found where as the values were
within the reference range for the species, while myoglobin (p=0.248) and CKMB (p=0.211)
did not show significant differences between groups. Troponin I expressed higher values as
the hematocrit has being reduced, thus the median of very severe anemia group was 0.385
ng/ml, well above the control group whose median was 0,04 ng/mL. About the evaluation of
the inflammatory process using the C-reactive protein (CRP) serum levels measurement, it
has been observed that the increase of its concentration was inversely correlated with
hemoglobin levels, showing that it can be considered as an important marker for the severity
of anemic process. Thus it is concluded that Troponin I is an important marker of cardiac
damage in hypoxia conditions such as those that occur in anemia, displaying the relationship
between these circumstances. Along the analysis of troponin I, CRP levels may be indicative
of the severity of anemia.

Key words: Biomarkers. Hypoxia. Heart. Anemia. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

A anemia ¢ uma alteracdo clinica de ocorréncia comum em medicina
veterindria acometendo muitos caes. Diversos graus de gravidade sdo observados em muitas
situacdes clinicas, sendo que a hipdxia tecidual e a diminui¢do da viscosidade sanguinea
exercem efeitos importantes na hemodinamica cardiovascular (CHAMPION et al., 2013). Na
maioria das vezes, a anemia ndo ¢ uma doenca primdria, mas sim uma consequéncia de um
estado patolégico (PAGE, 2003). Ela ¢ caracterizada pela diminui¢do do nimero de hemacias
circulantes, diminui¢do da concentragdo de hemoglobina e do volume globular (DUNN,
2001). Podem-se dividir as causas da anemia em trés categorias: perda sanguinea, hemolise e
reducdo da produgdo de hemacias (PAGE, 2003).

As alteragdes clinicas geralmente estdo relacionadas a menor oxigenagdo
dos tecidos e a mecanismos compensatérios, tais como aumento no débito cardiaco,
diminui¢do da viscosidade do sangue, diminuicao da afinidade do oxigénio a hemoglobina e
vasoconstricdo periférica. O paciente pode apresentar apatia, fraqueza, anorexia, sopros
cardiacos, dispneia e membranas mucosas palidas ou ictéricas, podendo parecer normal
ocasionalmente. Animais sedentarios apresentam frequentemente anemia moderada que
passam despercebidas por longos periodos. Frequentemente estes sinais sdo acompanhados
por esplenomegalia em resposta ao aumento na hemdlise extravascular ou a hematopoiese
extramedular (PAGE, 2003).

A hipodxia tecidual e a diminui¢do na viscosidade sanguinea determinam
taquicardia reflexa em anemia grave de inicio rapido, aumento na velocidade de fluxo
sanguineo e estdo relacionadas aos sopros cardiacos, sendo audiveis sobre o apice cardiaco
esquerdo (DUNN, 2001).

Em anemias crdnicas intensas ou em anemias em que se perde sangue mais
lentamente, o fluido se move dos tecidos para a circulagdo, e com isso mantém o volume
circulatorio. Nesses casos, a frequéncia cardiaca pode ficar normal ou apenas ligeiramente
elevada e a pressao de pulso pode ficar aumentada. O aumento no débito cardiaco provém de
aumento de volume sistélico acarretado por dilatagdo e hipertrofia ventriculares. (DUNN,
2001). Alteragdes eletrocardiograficas em ritmo, frequéncia ou na conformacao das ondas e
segmentos, podem indicar lesdes hipoxémicas organicas importantes, decorrente de hipdxia
do miocardio (CURTI, et al., 2010).

O celetrocardiograma (ECG), além de avaliar distarbios eletroliticos e

hipoéxia miocardica, em quadros anémicos pode demonstrar alteragdes como: arritmias
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ventriculares, alteracdes no segmento S-T, aumento da frequéncia cardiaca (FC), alteragdes na
onda T e do segmento Q-T (TILLEY, 1992; CHAMPION et al., 2013).

A anemia esta relacionada com disfuncdo cardiovascular, com o risco de
insuficiéncia cardiaca congestiva, infarto do miocérdio e consequente aumento da mortalidade
em seres humanos (BAHL et al., 2002). A utilizagdo dos biomarcadores cardiacos auxilia o
clinico veterinario no diagnodstico de diversas cardiopatias, mas, para uma interpretacdao
adequada dos resultados, sdo necessarios exame fisico detalhado e exames complementares,
como eletrocardiograma, ecocardiografia, radiografia tordcica e a mensuragdo da pressao
arterial. Os biomarcadores sdo indicadores de processos bioldgicos normais, processos
patogénicos ou de intervencao farmacoldgica que fornecem informacdes considerando a
exposi¢ao da doenga, a extensdo da lesdo e o prognodstico (OYAMA e SISSON, 2004).

Sendo assim, em busca de uma avaliagdo precisa dos danos cardiacos muitas
vezes ¢ necessario a determinagdo dos niveis de mais de um biomarcador cardiaco, onde os
principais sdo a creatina fosfoquinase (CK) e sua isoenzima creatina fosfoquinase-MB
(CKMB), mioglobina (MIO) ¢ a troponina I cardiaca (Tnlc) (FERNANDEZ, et al., 2012).

A mioglobina ¢ uma proteina, encontrada no musculo cardiaco e
esquelético. Seu peso molecular bastante baixo permite que seja um dos primeiros
marcadores séricos identificaveis apds lesdo isquémica do miocardio, entretanto, como nao
apresenta proteina de ligagdo plasmatica especifica possui rdpido metabolismo retornando a
valores basais horas ap0s o inicio da lesio (CAVALCANTI et al., 1998)

A creatina fosfoquinase ¢ uma molécula constituida por duas subunidades,
M e B, que sao imunologicamente distintas e sintetizadas por genes diferentes (AKTAS et al.,
1993). Possui a funcdo de tornar adenosina trifosfato (ATP) disponivel para a contragdo
muscular, por meio da fosforilacdo de adenosina difosfato (ADP) e creatina fosfato. Sao trés
as isoenzimas formadas: CKBB (CK1), predominante no cérebro e sistema digestorio, CKMB
(CK2), presente no tecido cardiaco, nos rins, nos intestinos € nos pulmdes; e CKMM (CK3),
presente no musculo estriado esquelético (AKTAS et al., 1993).

A troponina I, que ¢ uma subunidade do complexo de troponina, que ¢é
modulada pelo célcio e regula a interacdo de actina e miosina no musculo cardiaco e tem sido
reconhecida como o marcador mais sensivel e especifico de necrose miocardica em seres
humanos (ADAMS et al., 1993). As troponinas vém recebendo aten¢do crescente como
marcadores altamente especificos de lesdo celular cardiaca (GODOY et al., 1998) essa
atualmente vem sendo considerada o melhor marcador de lesdo miocardica em mamiferos,

por ter maior especificidade cardiaca que a CKMB (FREDERICK et al., 2001).
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O lactato sérico foi um dos primeiros marcadores de hipoxia tecidual, apesar
de alguns limitantes em sua interpretagdo clinica, este proporciona a avaliagdo do grau de
oxigenagdo dos tecidos. (ALLEN e HOLM, 2008). A producgdo de lactato ¢ inversamente
proporcional a oxigenacdo tecidual, sendo resultado do catabolismo anaerobico da glicose
(HOLAHAN, BROWN, DROBATZ, 2010). A utilidade clinica dos niveis plasmaticos de
lactato € importante principalmente quando este ¢ avaliado de forma seriada (BARROSO et
al., 2006), sendo citado como sinais de bom prognodstico a normalizacdo ou redugdo
significativa da lactatemia em 24 horas (HUGHES, 2010).

Na rotina do clinico veterinario, sio muito comuns os casos de cdes anémicos, porém ainda
sao poucos os estudos a respeito do resultado da hipdxia no sistema cardiovascular. As
analises comparativas entre caes e humanos em relacdo a fun¢do cardiovascular na anemia
ndo sdo eficazes, uma vez que o cdo responde de forma diferente aos humanos. Com este
estudo serd possivel obter novos parametros a respeito da situagdo clinica do paciente
anémico, além de compreender melhor a eficacia dos marcadores cardiacos, como auxilio

diagnodstico em casos de hipdxia de miocardio.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FISIOLOGIA DO TRANSPORTE DE OXIGENIO

O oxigénio (O;) ndo ¢ uma substincia de depdsito e armazenamento,
portanto as células demandam um suprimento continuo para gerar energia nas mitocondrias e
sustentar forcas vitais, como o gradiente eletroquimico das membranas celulares, as
contracdes musculares e a sintese de macromoléculas complexas. Todo esse mecanismo s se
torna possivel gracas a capacidade do sistema cardiovascular de suprir continuamente os
tecidos com nutrientes e outras substancias garantindo a homeostase (BARTLETT, 1996).

Para que o oxigénio atinja seu objetivo final, a mitocondria, este passa pela
cascata do oxigénio altamente dependente dos diferentes gradientes de pressdo parcial de O,
(pO,), sendo progressivamente menores quando comparados ao meio externo, o trato
respiratorio, alvéolos, capilares e células (HABLER ¢ MESSMER, 1997). A pO, do ar
ambiente ao nivel do mar ¢ de 159 mmHg. Entretanto, & medida que o vapor de agua ¢
adicionado nas vias aéreas superiores esse valor tem decréscimo, de forma que o ar inspirado
apresenta uma pO; de 149 mmHg. Esse processo ¢ progressivo garantindo que o oxigénio
alcance seu destino (GUYTON e HALL, 1997; NUNN, 2010).

A diferenga alvéolo-arterial de O, ¢ responsavel por sua difusao do espago
alveolar para os capilares sanguineos pulmonares. Apos passar a membrana alvéolo-capilar, o
O, ¢ transportado no sangue por dois meios: ligado a hemoglobina e dissolvido no plasma.
Desse modo, quando o sangue do capilar pulmonar se equilibra com ar alveolar, a quantidade
de oxigénio fisicamente dissolvida no plasma ¢ de apenas 0,3 ml de O,/100 ml de sangue
(0,3%), portanto, a quantidade de O, livre no plasma ¢ infima quando comparada
proporcionalmente com O, transportado por ligagdo reversivel com a hemoglobina, visto que
0 oxigénio possui baixa solubilidade no plasma (WEST, 1995; BARTLETT, 1996). Todavia,
segundo Tucker (2003), em condi¢des especificas, mesmo com baixa solubilidade o O,
dissolvido no plasma, pode representar 3% do O, transportado mediante a necessidade do
organismo.

Quase todo o O, transportado pelo sangue esta reversivelmente ligado a
hemoglobina contida dentro das hemadcias, aproximadamente 98% do O, contido no sangue
apresenta este tipo de ligagdo (BARTLETT, 1996; WEST, 1995). A hemoglobina (Hb) ¢ um
tetramero em que cada cadeia contém um grupo heme com uma molécula de ferro central que

carreia O,. Quando o O, combina-se com a Hb, ela é apropriadamente denominada de
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oxihemoglobina (oxi-Hb). A interacdo entre O, e o grupo heme sao descritas pela curva de
dissociacao da oxihemoglobina (figura 1), que apresenta formato sigmoidal em decorréncia da
diferenca de afinidade da hemoglobina totalmente livre de O,, quando comparada com
cadeias de polipeptideos da Hb que interagem com a primeira molécula de O, aumentando a
afinidade com o oxigénio, facilitando assim a unido com outras moléculas de O, (HABLER ¢

MESSMER, 1997; TUCKER, 2003; NUNN, 2010).

Figura 1 — Curva de dissociagdo da oxihemoglobina obtida em condigdes de pH 7,38, pressao
parcial de dioxido de carbono (pCO,) e a 38°C. Também é mostrado o contetido
total de O, em uma Psy de aproximadamente 27 mmHg.

[x]
SO,% pH = 7,40
onto A
100+ P »
80+ T
pH = ?,38 DI:EI-‘Mr SOZ
80 ponto V
+— D(av)PO, —»
70
60+
50—/ [TH*.PCO,
! Temp.
40+ ! 172,3DPG
I
30- i
|
20 i P50 =
| 27 mmHg 0, fisicamente
10 i 38°C dissolvido no plasma

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110120 130

PO, (mmHg)

Ponto V Ponto A
(Arteria pulmonar) (Veia pulmonar)
PVO, = 40 mmHg PaQ, = 100 mmHg
SvQ0, = 75% S5a0, =97.5%
CvO, = 15 ml/dl Ca0, = 20 ml/di

Fonte: Nunn ( 2010) modificada.

Com isso, o sistema cardiorrespiratorio desempenha um papel fundamental
de garantir adequado suprimento de O, aos tecidos. A quantidade de oxigé€nio entregue por

minuto aos 6rgdos denomina-se oferta de O, (DO,), sendo definida pelo produto do débito
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cardiaco (DC) e do conteudo arterial de O, (CaO, ): DO, = DC x CaO,. Do mesmo modo em
analogia a DO,, o consumo de oxigénio (VO,) também pode ser calculado da seguinte
maneira: VO, = DC x (CaO;, — CvO,), onde CvO; ¢ o conteudo de oxigénio do sangue venoso
apos mistura venosa de todos os 6rgaos (HABLER e MESSMER, 1997).

Diversos fatores interferem no valor real da CaO,, sendo utilizados em sua
determinagdo, dentre eles temos a concentragdo de hemoglobina no sangue, saturacao arterial
de oxigénio da Hb, capacidade da Hb de se ligar ao oxigénio, pO, arterial renal e solubilidade

de oxigénio no plasma (HABLER e MESSMER, 1997).

2.2 ANEMIA

A anemia pode ser definida como reducdo do numero de eritrdcitos com
consequente piora na oferta de oxigénio tecidual. Na rotina clinica esta definicdo ocorre
mediante avaliagdes laboratoriais correlacionadas ao mecanismo de transporte de oxigénio, ou
seja, a anemia trata-se da diminui¢do no volume globular (VG) ou hematdcrito (Ht), redugao
da concentracdo de hemoglobina (Hb) e contagem de hemacias (He) abaixo dos valores de

referéncias para espécie (TRALL, 2007; NELSON e COUTO, 2010).

2.2.1 Fisiopatologia da Anemia

A anemia geralmente ¢ decorrente de uma desordem priméria que
desencadeia destruicdo de hemacias ou hemolise, perda de sangue através de hemorragia e
menor producdo de hemadcias, podendo ser eventos independentes ou associados (TRALL,
2007; NELSON e COUTO, 2010).

A classificacao fisiopatologica baseia-se na disfungao primaria, podendo ser
regenerativa, causada por hemorragia ou hemdlise, mas com resposta medular, ou
arregenerativa, quando a eritropoiese esta deficiente ou diminuida, podendo ser associada a
desordens enddcrinas, doenga renal cronica, enfermidades inflamatdrias, quadros infeciosos e
destruicao medular imunomediada ou por sustancias quimicas (TRALL, 2007).

A anemia arregenerativa se relaciona geralmente com uma intoxicagdo
direta dos precursores eritroides na medula éssea ou uma supressdo secundaria da
eritropoiese. Frequentemente, afetam-se também leucocitos e plaquetas (PAGE, 2003). A

anemia arregenerativa se desenvolve lentamente, sendo quase sempre cronica (BUSH, 2004).
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Na anemia aplasica ocorre uma substitui¢ao quase que total de elementos
hematopoiéticos por tecido adiposo. Os reticulocitos podem estar ausentes ou presentes em
pequena quantidade, com exce¢do de alguns casos de deficiéncias nutricionais associados a
uma moderada anemia e em algumas anemias por depressao (neoplasia ou doenga hepatica),
pode haver uma fraca tentativa de regeneragdo, resultando em pequeno aumento no numero
de reticuldcitos (BUSH, 2004).

As anemias arregenerativas cronicas podem ndo exigir uma transfusdo
sanguinea até que o volume globular (VG) caia para menos de 15% em caes ou o paciente
apresente sinais clinicos compativeis com hipdxia tecidual (PAGE, 2003).

Em contrapartida as anemias regenerativas geralmente se estabelecem como
quadros agudos associados como consequéncia a hemorragias ou hemolise. Quadro de anemia
regenerativa cronica pode ser verificada na fase de recuperagdo de disfungdo de medula 6ssea
ou em hemorragias cronicas (TRALL, 2007; NELSON e COUTO, 2010).

Entre as causas mais comuns de hemorragias temos os traumas, lesdes
hemorrdgicas tumorais, ulceras e distirbios hemostaticos como trombocitopenia,
coagulopatias hereditarias e coagulopatias adquiridas, e intoxica¢do por warfarina (TRALL,
2007). Portanto, as hemorragias podem ser extracorporais, incluindo quadros gastrointestinais
onde se perde componentes sanguineos, como ferro e proteinas e as hemorragias cavitarias
onde as proteinas sdo reabsorvidas em horas e grande parte das hemadcias é reabsorvida pelo
sistema linfatico em alguns dias, sendo posteriormente destruidas pelo sistema reticulo
endotelial (SER) e fagocitadas com reutilizacao do ferro (TRALL, 2006).

O processo de perda por hemolise envolve um mecanismo mais complexo
podendo ser intra ou extravascular, decorrentes de fatores intrinsecos ou primarios, como nas
membranopatias, hemoglobinopatias ou fatores extrinsecos como hemoparasitoses e hemolise
imunomediada (PAGE, 2003).

A anemia hemolitica ndo imunomediada ¢ a forma menos comum de anemia
em pequenos animais. Na maioria dos casos ocorre anemia hemolitica imunomediada (BUSH,
2004), que ¢ causada pela destruicdo dos eritrécitos por agdo do sistema imune e resulta em
uma diminui¢ao acentuada do volume globular (LEITE e PEREIRA, 2010; BUSH, 2004). Em
alguns casos, a anemia pode ocorrer tdo rapidamente que o animal pode ter um periodo
demasiadamente pequeno para obter uma resposta regenerativa no momento em que a afec¢ao
é reconhecida. E necessario um periodo de dois a trés dias para a maturagio das hemacias,
quando j& ocorreu uma estimulagdo a partir de hipoxia ou esgotamento eritrocitario severo

(PAGE, 2003).
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Quanto ao local da hemdlise, essa pode ser intravascular, isto €, enquanto as
hemacias estdo na circulacdo, ocorrendo repentinamente como resultado de lesdo na
membrana das hemadcias, ou extravascular, nos tecidos por fagocitose, principalmente bago e
figado (BUSH, 2004). Dependendo da severidade ou da agudeza da destruicdo e da
capacidade do figado em conjugar a bilirrubina, pode ou n3o ocorrer ictericia. As
concentragdes de proteinas séricas permanecem geralmente normais (NELSON e COUTO,
2010). Este tipo de anemia pode ocorrer como evento idiopatico ou secundario a uma
variedade de desordens infecciosas, neoplésicas entre outras (LEITE e PEREIRA, 2010). Este
tipo de anemia deve ser reconhecido como emergéncia médica. Em despeito das elevadas
taxas de mortalidade e recidiva, o diagnostico precoce ¢ a intervengao terapéutica adequada
sdo fundamentais para o sucesso do tratamento (LEITE e PEREIRA, 2010).

A gravidade do quadro anémico ndo pode se limitar aos resultados
laboratoriais, pois fatores como a causa primaria, adaptacdo e resposta aos mecanisSmos
compensatorios, sinais clinicos, afec¢des aditivas associadas entre outras devem ser
consideradas, sendo por sua vez determinada mediante ao tempo de evolucdo, propor¢ao da
diminui¢dao do volume circulante e pela adaptagdo cardiopulmonar do animal (AIRD, 2000).
Em cées, a gravidade da anemia aceita-se utilizar a porcentagem de hematdcrito como base,
sendo considerada anemia discreta ou leve os valores compreendidos entre 30 a 35%,
moderada entre 20 a 29%, grave entre 13 a 19% e muito grave ou critico valores inferiores a
13% (TVEDTEN e WEISS, 2000; WEISS e WARDROP, 2010).

Para os seres humanos costumam-se utilizar classificacdes com base nos
valores de hemoglobina, apresentando diferentes classificacdes, mediante as particularidades
de idade, sexo, padrdes raciais e periodo fértil (STANOJEVIC e STANKOV, 1998,
JAMNICKI et al., 2003). Segundo Lauscher e colaboradores (2011) em um estudo de
correlagdo da frequéncia cardiaca com niveis criticos de hemoglobina em suinos como
modelo experimental para humanos, os individuos que apresentavam niveis de hemoglobina
entre 9g/dL a 7g/dL apresentavam anemia leve, aqueles que apresentavam valores entre 6,9
g/dL a 5,0 g/dL apresentavam anemia moderada, os que apresentavam valores entre 4,9 a 4,0
como anemia grave e inferiores a 4,0 g/dL. como anemia critica.

Diariamente 1% dos eritrocitos circulantes sdo perdidos, sendo que essas
perdas sdo compensadas pela eritropoiese desempenhada em condi¢des normais pela medula
Ossea, entretanto, nos quadros anémicos, este mecanismo se torna insuficiente demandando de

outros meios para compensar a hipdxia tecidual (AIRD, 2000).
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As manifestacdes clinicas em decorréncia ao quadro de anemia podem ser
cronicas ou agudas, sendo determinadas pela sua origem, tempo de evolucao e patogénese.
Esses sinais sdo atribuidos a reducdo da capacidade do sangue de carrear oxigénio em
consequéncia aos baixos niveis de hemoglobina, levando ao quadro de hipoxia que
automaticamente desencadeia mecanismos compensatorios (AIRD, 2000; FELDMAN et
al.,2000). Palidez de mucosas, apatia, anorexia, fraqueza, intolerancia ao exercicio, dispneia,
taquicardia, taquipnéia e sopros sistolicos sdo os sinais clinicos mais comumente observados
em cdes anémicos (ETTINGER e FELDMAN, 2014).

Um dos primeiros mecanismos compensatérios a hipdxia ¢ a diminui¢do da
afinidade da hemoglobina ao oxigénio. A quantidade de O, liberado para os tecidos sdo
regulados pelo 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG), na sua presenca a hemoglobina pode liberar o
oxigénio aos tecidos periféricos com maior facilidade (FELDMAN et al., 2000). Portanto, ha
um aumento da producdo de 2,3-DPG inversamente proporcional aos niveis de hemoglobina,
ocorrendo um deslocamento da curva de dissociacao de oxihemoglobina a direita apés 12 a 36
horas, facilitando a liberagao de oxigénio aos tecidos a fim de melhorar a oxigenagao tecidual
e diminuir os sinais clinicos inerentes a hipdxia (AIRD, 2000; VAN DER LINDEN, 2007).

Adicionalmente, ocorre redistribuicdo da perfusdo sanguinea para 6rgaos
vitais como cérebro e coragdo. Durante o quadro anémico regenerativo a producao de
eritrocitos pode estar aumentada de seis a dez vezes quando comparada a producdo em
condi¢des ndo anémicas, decorrente do aumento da sintese de eritropoietina pelo rim em
resposta a hipoxia tecidual e a capacidade de resposta da medula 6ssea ao estimulo da
eritropoietina (FELDMAN et al., 2000; HEBERT et al, 2004; VAN DER LINDEN, 2007).

Em decorréncia da diminui¢do da capacidade de transporte de O,
consequentemente, ocorre o aumento do débito cardiaco (DC) com a finalidade de manter a
oferta de O, aos tecidos periféricos. Este aumento ocorre em consequéncia ao aumento no
volume de ejecao e da frequéncia cardiaca (VAN DER LINDEN, 2007).

A reducdo gradativa da viscosidade sanguinea decorre da diminuicao
proporcional da hemoglobina, evento fundamental no aumento do volume de ejecdo em
decorréncia ao aumento do retorno venoso com consequente redugdo da resisténcia vascular
periférica total (VAN DER LINDEN, 2007).

A frequéncia cardiaca ¢ controlada pelo sistema auténomo, deste modo,
acredita-se que mediante os estimulos de quimiorreceptores adrticos e pela liberagdo de
catecolaminas, ocorra a resposta fisiologica de aumento na frequéncia cardiaca (FELDMAN

et al., 2000; HEBERT et al., 2004). O aumento da frequéncia cardiaca ¢ diretamente
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proporcional ao aumento do consumo de O, pelo miocardio, que associado a presenca de
anemias moderadas ou graves, pode diminuir o suporte de O, para o musculo cardiaco
causando hipoxia desse tecido (LEUNG et al., 2000).

A pré-carga ventricular esquerda ¢ o fator determinante da resposta
cardiovascular, quando o volume intravascular ¢ preservado, a redugdo do conteudo de O, ¢
tolerada em maior grau comparada a anemia hipovolémica. Assim, entende-se 0 maior risco
em quadros anémicos agudos por perda de sangue levando a quadros de hipoxia tecidual ou
at¢é mesmo andxia em decorréncia a diminui¢do do fluxo sanguineo e diminui¢do da

capacidade de transporte de O, (HABLER e MESSMER, 1997; HEBERT et al.,2004).

2.2.2  Hipoxia Tecidual

Define-se hipoxia o processo desencadeado pela diminui¢do da oferta de
oxigénio (DO,) aos tecidos abaixo do ponto critico, nos quais 0s mecanismos compensatorios
tornam-se insuficientes e o consumo de oxigénio (VO,) diminui. Na anemia, inicialmente o
quadro hipoxémico ou VO, ¢ mantido sobre controle via mecanismos compensatorios mesmo
com a diminui¢do da DO, (JAMNICKI et al., 2003).

As reservas de O, venosa sdo utilizadas para manter inalteradas por certo
periodo o VO, quando a DO, diminui. A extragdo de O, (EO,) € expressa como o quociente
do VO, e da DO,. Quando ¢ ultrapassado o valor critico da DO,, 0 VO, comeg¢a diminuir de
forma a se tornar ineficiente a entrega de O,, assim ndo suprindo as demandas dos tecidos
(HABLER e MESSMER, 1997).

A curva de dissociagdo da oxihemoglobina saturada e a pressdo parcial de
O, (Pa0,) apresenta forma sigmoide, com um platd nos valores de PaO, mais altos. A
hipoxemia esta presente quando a PaO, for menor que a variacdo normal. A hemoglobina
normal ¢ quase totalmente saturada com oxigénio quando a PaO, ¢ igual ou superior a 80
mmHg, um valor inferior a 60 mmHg corresponde a saturacdo de hemoglobina considerada
perigosa e o tratamento para hipoxemia ¢ indicado (NELSON e COUTO, 2010).

Entretanto, os diferentes tecidos apresentam demandas diferentes de
oxigénio, consequentemente, tolerando mais ou menos mudangas na DO,. Assim, uma
“margem de seguranga” para a DO, estd presente, o que permite alteracdes nas demandas
metabodlicas sem mudanga no fluxo sanguineo, sendo esta “margem de seguranga” peculiar a
cada tecido, visto que orgdos como o rim e a pele, com grandes fluxos de sangue e

relativamente com baixas demandas de O, extraem apenas de 7 a 10 % de sua DO, total em
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repouso, enquanto o coragao, em que um aumento na demanda de O, deve ser atendido em

grande medida pelo aumento do fluxo sanguineo coronariano (WADE e BISHOP, 1962).

2.2.2.1 Hemoglobina e volume globular criticos

Quando a concentracao de hemoglobina, onde o VO, se torna dependente da
DO, denomina-se hemoglobina critica (JAMNICKI et al., 2003). Mediante o modelo de
hemodilui¢do normovolémica aguda, alguns pesquisadores objetivaram determinar a
concentragdo de hemoglobina critica (LAUSCHER et al., 2011). Jamnicki e colaboradores
(2003) relataram que em caes anestesiados, a DO, sistémica critica varia entre 4 a 10
mL/Kg/min, dependendo do tipo e da profundidade anestésica, valores estes compativeis a 2,5
e 4,1 g/dL de hemoglobina.

O valor do volume globular critico ou hematdcrito critico apresenta diversas
controvérsias na literatura, alguns dos primeiros estudos como hemodiluicio em caes
anestesiados trazem como valores criticos para oxigenagdo do miocardio os volumes
globulares de 20% (GEHA, 1976), 12% (BAGGER, 1978), 10% (CAIN, 1977) e 9% (LEVY
et al., 1993) valores estes que conflitam com estudo de Habler et al. (1998) onde ao realizar
hemodiluicdo em cades anestesiados com isofluorano sob ventilagdo hiperdxida, nao
demonstrou sinais evidentes de dependéncia da DO, pelo miocérdio, apesar da redugdo dos

valores de VG a 8-9%.

2.2.3 Fungao Cardiaca na Anemia

A fungdo cardiaca em animais anémicos demanda especial atencdo, pois
mediante a mecanismos compensatorios fisioldgicos ocorre uma maior exigéncia desse 6rgao
com a finalidade de manter a oxigenagdo tecidual (YAPHE et al., 1993). Entretanto, este
orgdo também necessita de demandas de oxigénio e nutrientes que nos quadros anémicos
aumenta-se a necessidade e diminui a oferta. Vatner e colaboradores (1972) comprovaram
este dado quando observaram um aumento do fluxo coronariano ¢ diminuicao da resisténcia
vascular sistémica, ocorrendo maior extragdo de oxigénio no leito coronariano, de forma
proporcional ao grau de anemia em caes.

Em seres humanos observa-se o volume diastdlico final do ventriculo

esquerdo elevado nos quadros anémicos, portanto, para manutencao do débito cardiaco ocorre
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o aumento da pré-carga ¢ a diminui¢do da pos-carga, que na sua perpetuacao podera acarretar
insuficiéncia cardiaca congestiva (AIRD, 2000).

A hipoxia cronica pode levar a faléncia na contratilidade cardiaca atribuida
ao desequilibrio entre a demanda e a oferta de oxigénio ao miocérdio, quadro esse agravado
pela elevagdo da frequéncia cardiaca contribuindo com aumento da demanda de oxigénio,
resultando em eventos isquémicos (LEUNG et al., 2000).

Em humanos, alteracdes nas func¢oes cardiacas em decorréncia da anemia
vém sendo amplamente discutidas na literatura em suas diversas apresentacdes como anemia
ferropriva, anemia falciforme, talassemia, hemodilui¢do e insuficiéncia renal cronica
(MEHTA et al., 1983; BAHL et al., 1992; KIKUCHI e INAGAKI, 1999; LEUNG et al.,
2000; AESSOPOS et al., 2004). Deste modo, nos humanos ja ¢ consenso a influéncia da
anemia sobre a fun¢do sistolica e a possibilidade de desencadeamento de insuficiéncia
cardiaca (BAHL et al., 1992). Entretanto, em cdes e gatos poucos estudos descrevem a

influéncia da anemia na funcao cardiovascular (NOZAKI et al., 2002; CHAMPION, 2013).

2.3 ELETROCARDIOGRAMA

O eletrocardiograma (ECG) ¢ um registro grafico da voltagem produzida
pelas células do musculo cardiaco na despolarizag¢do e na repolarizagdo por periodo de tempo
determinado, sendo util no diagnostico de arritmias cardiacas, determinando a origem do
ritmo e a frequéncia de geragdo de impulso. Além disso, sugere informagdes a respeito do
miocardio, uma vez que as deflexdes P, QRS e T do tracado eletrocardiografico sao
frequentemente alteradas tanto por fatores tanto patologicos quanto fisiologicos (TILLEY,
1992).

O eletrocardiograma (ECG) assim como um hemograma, ndo ¢ um
indicador absoluto de normalidade ou doenga, pois apresenta baixa sensibilidade e
especificidade para determinadas inferéncias sobre a morfologia, anatomia e funcionamento
cardiaco, sendo que sua maior aplicabilidade ¢ avaliar o estado elétrico do coragdo
(ETTINGER e FELDMAN, 2014).

Durante o registro grafico dos potenciais elétricos produzidos pelo coragdo
durante as diferentes fases do ciclo cardiaco, a onda P corresponde a despolarizacdo atrial,
podendo ser positiva, negativa ou bifasica. O complexo QRS ¢ inerente a despolarizagdo ou
contragdo ventricular, onde a onda Q ¢ a primeira deflexdo negativa, a onda R ¢ a primeira

deflexdo positiva e a onda S ¢ a deflexdo negativa que sucede a onda R. A onda T representa a
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repolarizagdo ou relaxamento ventricular podendo apresentar diversas conformagdes
(TILLEY e BURTNICK, 2004).

Para uma melhor compreensdo do todo, a atividade elétrica cardiaca ¢
avaliada por diferentes angulos, onde cada angulo ¢ chamado de derivagdo. Assim temos as
derivagdes bipolares de membros (DI, DII e DIII) e as unipolares aumentadas de membros
(aVR, aVL e aVF) que representam as derivagdes basicas a serem utilizadas no cdo, formando
o sistema hexaxial do plano frontal. Para maior acuricia dos resultados as derivacdes pré-
cordiais (rVy, V,, V4 e Vio) em condigdes especificas se fazem necessarias (CAMACHO et

al., 2010; LEITAO et al., 2011).

2.3.1 Aplicacdo do eletrocardiograma em pacientes com anemia

Anormalidades eletrocardiograficas tém sido registradas em humanos
anémicos com incidéncia variando 10 a 80% dependendo da intensidade, tempo de evolucao e
adaptagdo organica frente a anemia. Um estudo demonstrou que 64% de pacientes com
anemia cronica apresentavam anormalidades eletrocardiograficas, sendo que em repouso
apenas 3% destes pacientes demonstraram infradesnivel em segmento ST enquanto que apos
teste de estresse foram observadas as outras alteracdes eletrocardiograficas, tais como:
infradesnivel do segmento ST (33%), inversao de onda T (10%) e prolongamento do intervalo
QT (27%) (STANOJEVIC e STANKOV, 1998; KIKUCHI e INAGAKI, 1999; BAILEY et
al., 2003).

Assim, segundo Tilley (1992), as alteracdes eletrocardiograficas em
decorréncia dos quadros de hipoxia ndo sdo exclusivas para esta condi¢do, podendo ser
encontradas taquicardia sinusal, extrassistole atrial, extrassistole juncional, extrassistole
ventricular, taquicardia atrial, taquicardia juncional, taquicardia ventricular, fibrilagdo atrial,
fibrilagdo ventricular e onda T acima do limite de 25% da amplitude da onda R. Também
podem ocorrer alteragdes em seguimento ST, principalmente em seres humanos sendo
representados por supra e infradesnivelamento e presenca de slurring (LEITAO et al., 2011).

Algumas alteragdes podem ndo se correlacionar ao quadro de hipoxia e ser
em decorréncia a exercicios, ou contencdo ou patoldgica associada a doenga valvar
degenerativa, doenca cardiaca congénita, insuficiéncia cardiaca congestiva, infarto ou
isquemia do miocardio, pericardite, neoplasia cardiaca, doenga pulmonar, febre, choque,
inflamacdo, infec¢do, sepse, endocrinopatias, pancreatite, hipercalemia, farmacos, dentre

outras causas (TILLEY, 1992; KIKUCHI e INAGAKI, 1999; LEITAO et al., 2011).
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Aessopos e colaboradores (2004) descreveram alteragcdes em tragado
eletrocardiografico compativel a sobrecarga ventricular esquerda e direita, com desvio para a
direita, bloqueio de ramo direito, bloqueio atrioventricular de terceiro grau, contracdo atrial
prematura e fibrilagdo atrial em seres humanos com anemia grave, entretanto Singh e Sood
(1996) em estudo semelhante concluiram que apesar de cardiomegalia, ndo ocorre o desvio de
eixo cardiaco em pacientes anémicos.

A correlagdo entre o quadro anémico e alteragdes no seguimento ST em
humanos foi comprovada através de estudos que relataram que apds a terapia com ferro ou
transfusdo sanguinea, os pacientes apresentaram retorno progressivo do segmento ST a linha
de base mediante ao aumento do volume globular (MEHTA et al., 1983; BAILEY et al.,
2003).

Kikuchi e Inagaki (1999) estudaram a relagdo entre a concentragdo de
hemoglobina e a presenga de extrassistoles em pacientes idosos com anemia ferropriva, onde
em concentragdes baixas de Hb com valores entre 6 a 5 g/dL houve um aumento significativo
das extrassistoles supraventriculares e ventriculares.

Em cdes e gatos os estudos sdo mais escassos, mas algumas alteracdes
eletrocardiograficas ja foram associadas a anemia, tais como taquicardia sinusal (BAHL et al.,
1992) e complexos ventriculares prematuros (TILLEY, 1992) e extrassistoles atriais, aumento
de amplitude de onde T, infradesnivelamento e slurring (PINCELLI, 2012). Em gatos, a
anemia também pode promover padrio eletrocardiografico sugestivo de sobrecarga de pressao
ventricular esquerda, visto que a anemia cronica apresenta associa¢ao com hipertensao arterial
sist€émica nesta espécie (TILLEY, 1992).

Em 121 caes anémicos com babesiose, as alteragdes encontradas foram onda
T com amplitude aumentada, desvio do eixo cardiaco, complexo QRS largo, depressdo do
segmento ST, baixa amplitude da onda R, onda R chanfrada, onda Q proeminente, bloqueio
sinoatrial ou parada sinusal e extra-sistole ventricular, alteracdes essas semelhantemente
descritas em quadros de miocardite e isquemia miocardica (DVIR et al., 2004).

Em um estudo que avaliou 21 cdes com anemia naturalmente adquirida por
diferentes causas divididos de acordo com o grau de anemia, onde o grupo um os animais
apresentavam VG entre 21 a 29,9% (n=9), grupo dois VG entre 13 a 20,9% (n=5) e grupo trés
com VG abaixo de 12,9% (n=7) observou uma maior incidéncia de arritmias representadas
por extrassistole ventricular e taquicardia ventricular no grupo de maior gravidade do quadro

anémico, ou seja, grupo trés (CURTI et al., 2010).
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Champion e colaboradores (2011) submeteram cdes a hemodiluicao
normovolémica aguda até a obtencdo de hematodcrito abaixo de 18% onde ndo foram
encontradas alteragdes sugestivas de hipdxia, infarto do miocérdio, desequilibrio eletrolitico,
exceto a ocorréncia de slurring do segmento ST em 20% dos pacientes. Por outro lado,
Pincelli (2012) avaliando caes com anemias naturalmente adquiridas, acometidos por diversas
afeccdes evidenciou a ocorréncia de extrassistole atrial em 7,8%, presenca de extrassistole
ventricular em 6,7%, taquicardia sinusal em 7,8%, taquicardia ventricular 1,1%, infradesnivel
em 3,3% e slurring em 3,3%, de forma a demonstrar a importancia da avalia¢ao cardiaca de
caes anémicos.

Em outro estudo onde avaliaram animais anémicos em decorréncia de
hemoparasitoses, as alteragcdes apresentavam correlagdo com o grau de anemia onde foram
encontrado aumento de amplitude da onda P em 42,86% do grupo com anemia leve, 14,29%
com anemia moderada, 28,57% em caes com anemia severa e 14,29% e pacientes com anemia
muito severa. Também foram observados QRS largo em 42,86% dos animais do grupo com
anemia muito severa, presenca de infradesnivel do segmento ST de 42,86% dos animais com
anemia moderada e 14,29% dos animais com anemia severa, presenca de supradesnivel do
segmento ST de 14,29% dos animais com anemia severa. Os disturbios do ritmo s6 foram
observados nos animais que apresentavam anemia muito severa perfazendo 14,29% dos

pacientes (CHAMPION et al., 2013).

2.4 BIOMARCADORES CARDIACOS

Os biomarcadores cardiacos tém apresentado certo destaque,
particularmente como testes ndo invasivos para a diferenciacdo entre doenca respiratoria e
cardiaca ou insuficiéncia cardiaca em seres humanos, cies ¢ gatos (OYAMA e SISSON,
2004; BOSWOOD et al., 2008). Essas substancias sao indicadoras de processos biologicos
normais, patogénicos ou de intervengdo farmacolédgica fornecendo informagdes a respeito da
extensdo da les@o e do prognostico (OYAMA e SISSON, 2004; YONEZAWA et al., 2010).

Assim, sdo diversas as utilidades dos biomarcadores, como na distingdo de
causas cardiacas e ndo cardiacas de dispneia e tosse, lesdo miocardica associada a doenca
cardiaca isquémica, trauma tordcico, miocardite, uso de farmacos cardiotdxicos; ou ainda, no
diagnostico de doencas cardiacas assintomdticas ou minimamente sintomaticas, permitindo

que a intervengao terapéutica seja estabelecida mais precocemente (SCHOBER et al., 1999 ).



31

O marcador cardiaco ideal precisa atender a varios critérios, dentre eles alta
sensibilidade, sendo detectado precocemente mesmo em baixa quantidade em injuria
miocérdica leve; e alta especificidade, ndo sendo detectavel pela lesdo em outros 6rgdos ou
tecidos; ser facilmente quantificado a baixo custo; apresentar boa janela diagnostica, ou seja,
aumentar mais precocemente, € o retorno aos niveis basais ser mais demorado, conferindo
maior tempo para detec¢do da alteracdo pelo clinico (SHINDE et al., 2004). Atualmente,
nenhum dos marcadores cardiacos disponiveis apresenta todos os critérios. Por isso, pesquisas

devem ser realizadas em busca do preenchimento dessas lacunas (YONEZAWA et al., 2010).

2.4.1 Troponina

A troponina ¢ o biomarcador de escolha mais indicado para a deteccdo de
lesdo cardiaca, sendo a Troponina Cardiaca-I (¢Tnl) um marcador sensivel e especifico de
injuria no miocardio, embora eles ndo fornecam qualquer informagao sobre o mecanismo de
lesao (SPRATT et al. 2005).

As troponinas compreendem um complexo protéico que forma parte do
aparato contratil, o complexo troponina-tropomiosina, encontrado dentro dos sarcomeros dos
musculos estriados. Esse complexo age na regulagdo da contracdo muscular e ¢ composto pela
tropomiosina e por trés troponinas: troponina C (TnC), I (Tnl) e T (TnT) (COLLINSON et al.,
2001).

As subunidades formadoras da troponina sdo polipeptidios com fungdes
especificas no processo de contracdo muscular célcio dependente. Assim a TnT subunidade
ndo especifica ¢ responsavel pela interagdo com a tropomiosina no processo de contracao
muscular, a Tnl que liga-se a actina, possui fung¢do inibitdria por formar um complexo com a
TnT e tropomiosina inibindo a interacdo da actina com a miosina, mesmo na presenga de
calcio. A subunidade TnC ¢ a porcao sensivel ao célcio, ligando-se a quatro moléculas desse
ion liberando a inibi¢do da ligacdo da miosina a actina favorecendo desta forma a contragdo
muscular (GUYTON e HALL, 1997).

A liberagdo de cTnl na circulacdo parece estar relacionada as areas de
necrose de cardiomiocitos de maneira irreversivel, sendo o aumento da concentracao
proporcional a severidade da lesdo. A maior parte da cTnl ¢ encontrada no aparato contratil e
¢ liberada por degradacdo proteolitica. O rompimento das proteinas contrateis intracelulares
como resultado de isquemia ocorre rapidamente, causando um pool citosélico (COLLINSON

et al., 2001). A c¢Tnl ¢ liberada em trés formas: livre, complexo Tnl-TnC e complexo TnT-
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Tnl-TnC, que apresentam diferentes graus de degradacao, e a parte predominante de cTnl
circula na forma de complexo (YONEZAWA et al., 2010).

Outro mecanismo de liberacdo ¢ explicado pelo aumento da permeabilidade
da membrana dos midcitos ocasionado por hipdxia, permitindo que somente a fragdo
citosolica seja liberada de maneira reversivel (COLLINSON et al., 2001).

As isoformas da troponina podem ser detectadas no plasma por meio de
técnicas de imunoensaio ¢ quimiluminecéncia; suas caracteristicas sao conhecidas, as massas
das troponinas cardiacas livres T e I possuem respectivamente 37 e 24 Kda, sendo de grande
importancia como diagnostico diferencial (WU e FORD, 1999). Rishinw e colaboradores
(2004) estudando os genes que codificam cTnl em caes e gatos, sequenciaram e clonaram os
mesmos, observando-se semelhanca de 95% e 96 % respectivamente, comparando-se aos
genes humanos.

Os ensaios desenvolvidos para dosagem de troponina humana ja foram
validados para varias espécies animais. O aumento de seus niveis foi descrito em cdes com
cardiomiopatia dilatada (OYAMA e SISSON, 2004), trauma cardiaco (DINIZ et al., 2007),
erliquiose (DINIZ et al., 2008), além de outras enfermidades como a sindrome dilatacio-
tor¢ao gastrica, piometra, doengas sistémicas, miocardites, infarto do miocardio, dirofilariose,
babesiose e valvulopatias (O’BRIEN et al., 1997; NUNES, 2001; SCHOBBER, 2002;
LOBETTI et al., 2002; OYAMA ¢ SISSON, 2004; LINKLATE et al., 2007; SANTOS et al.,
2011).

Um dos estudos pioneiros dosando a ¢Tnl em caes da raga dobermann com
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) secundaria a cardiomiopatia dilatada, encontrou-se
diferenca de 30% a mais de cTnl no grupo com ICC quando comparado com cdes normais
(O'BRIEN, 1997).

Infecgdes parasitarias sdo frequentes na rotina clinica veterinaria. Algumas
em especial possuem grande importancia pelo fato de comprometerem o sistema circulatorio,
tanto fisicamente quanto fisiologicamente (LOBETTI et al., 2002). Como exemplos, temos a
babesiose e a erliquiose, hemoparasitas que podem promover quadros anémicos por diferentes
mecanismos, ¢ a dirofilariose, parasita que compromete a circulagdo sanguinea causando
danos a musculatura cardiaca, portanto podem promover alteragdes nos niveis de troponina
(DINIZ et al., 2008; CARRETON et al., 2013).

Portanto essa ferramenta pode ser utilizada em medidas diagnésticas e
prognosticas de lesdes cardiacas, sendo uma importante fonte para prevencdo de diversas

morbidades cronicas decorrentes de injuria, ou agudas decorrentes de lesdes miocardicas
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tromboticas (MORROW, 2001). A sensibilidade do teste depende essencialmente da
qualidade dos anticorpos utilizados ¢ do método utilizado por cada fabricante para
padroniza¢cdo do mesmo, lembrando que testes muitos sensiveis podem induzir o resultado a
falsos positivos (MARTINS, 2009). Deve-se prestar muita atengdo nos testes analiticos, pois
os resultados podem softrer interferéncia de substdncias como anticorpos heterofilicos, fator
reumatoéide sérico positivo e substancias ndo identificadas (KHAN, 1999; FLEMING, 2002).

A mensuracdo das troponinas cardiacas possibilita um novo método que
auxilia na detec¢do das lesdes cardiacas e permite ao clinico uma identificagdo precisa para
pacientes que possuam sindromes corondrias com risco de eventos de isquemia
antecipadamente (MORROW, 2001), com base nos dados clinicos dos exames realizados para
deteccdo da elevacdo dos niveis de c¢Tnl resultantes de necrose dos miocitos (MORROW e
LEMOS, 2007).

A deteccdo de altas concentracoes de cTnl no plasma circulante
¢ visto como um indicador especifico de lesao do miocardio (FISHBEIN et al. 1981), sendo
que a troponina I tornam-se mensuravel de trés a quatro horas ap6s o inicio da lesdo cardiaca
(GODOY et al., 1998).

Esta ferramenta também pode ser utilizada para determinar uma isquemia
silenciosa em pacientes com lesdo cronica (BURGENER, 2006), nessas condi¢des a troponina
I ¢ capaz de identificar lesdes decorrentes de tromboembolismo, auxiliando o clinico a adotar
estratégias terapluticas para doengas ainda ndo manifestadas, utilizando assim um
antitrombotico eficiente que acarretara na solu¢do do problema (GOLDMANN, 2001)

Além da deteccdo de danos nas células do miocardio, a cTnl pode ser
utilizada como pardmetro progndstico para monitorar injurias cronicas no miocardio
(FONFARA et al., 2010). Atualmente, ela vem sendo muito enaltecida devido a sua alta
sensibilidade e importancia clinica (MARTINS, 2009), sendo utilizada no estudo e
prognostico de varias afecgdes de importancia clinica ligadas a danos no miocardio
(BURGENER, 2006).

Fonfara e colaboradores (2010) estudaram as concentragdes de cTnl em caes
da raca english springer spaniels que apresentavam bradiarritmia ¢ foram submetidos a
implante de marcapassos. Os resultados encontrados revelaram que ndo houve diferenca
significativa das concentragdes e comparando-se a outras racas, mas os resultados revelam
diferencas antes e apds o implante.

Linklater e colaboradores (2007) estudando lesdes cardiacas de cdes com

insuficiéncia cardiaca classe IV e doenca da valva mitral, compararam a diferenga dos niveis
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de troponina com a magnitude das lesoes e a severidade dos parametros clinicos encontrados.
Neste estudo observaram que 40% (6/15) dos caes avaliados apresentavam niveis detectaveis
e apesar de ndo se correlacionar com prognostico, a curto prazo os caes com niveis de
troponina detectaveis tiveram menor sobrevida a longo prazo (390 dias) quando comparado
aos que ndo apresentavam niveis detectaveis (912 dias).

Uma das finalidades dos biomarcadores cardiacos € que estes permitem
distinguir com alta sensibilidade e especificidade os animais com doenca cardiaca e
insuficiéncia cardiaca muitas vezes subclinica, daqueles animais com doenga respiratéria,
sendo minimamente invasivo e rapido (ADANS et al., 1993; SPRATT et al., 2005). De
acordo com Thrall (2006), o sucesso do tratamento da anemia estd em reconhecer a causa
primdria, os mecanismos desencadeadores de lesdo tecidual e estabelecer o prognoéstico, assim

os biomarcadores podem se tornar importantes aliados na avaliagdo de pacientes anémicos.

2.4.2 Mioglobina

A mioglobina ¢ uma hemeproteina de 17700 daltons, encontrada no
musculo cardiaco e esquelético, sem proteina de ligagdo plasmatica especifica e que ¢ filtrada
livremente pelo glomérulo. Seu peso molecular bastante baixo permite que seja um dos
primeiros marcadores séricos identificdveis ap6s lesdo isquémica do miocérdio, entretanto s
torna-se detectdvel na urina com concentragdes séricas superiores a 300 ng/mL e vindo a
produzir alteracdo na coloracdo da urina com concentragcdes urinarias de 100 mg/dL
(MARKS, 1971; GILKESON et al., 1978; MCCOMB et al., 1984; CAVALCANTI et al.,
1998; ROSA, et al., 2005).

A mioglobina sérica tem um metabolismo hepatico e excre¢ao renal rapidos
e ndo previsiveis, o que a torna um marcador de necrose muscular pouco sensivel, sendo
assim, a concentragao sérica de mioglobina retorna aos valores normais aproximadamente seis
horas, apos o inicio da lesdo (LOPEZ et al., 1995; VANHOLDER et al., 2000; ROSA et al.,
2005).

Apesar da aplicabilidade da mioglobina como marcador precoce no infarto
agudo do miocardio existir hd alguns anos, apenas recentemente foram desenvolvidos
métodos de dosagem capazes de fornecer medidas quantitativas de mioglobina sérica de modo
rapido, viabilizando seu uso no ambiente de emergéncia (MAIR et al., 1992).

Cavalcanti e colaboradores (1998) avaliando a sensibilidade e especificidade

da mioglobina em pacientes com infarto agudo do miocardio (IAM), atendidos em
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emergéncia em um periodo de até seis horas apos inicio dos sintomas, observaram que em um
grupo de 18 pacientes com IAM, 11 apresentavam valores alterados de mioglobina, enquanto
que o grupo de pacientes sem [AM (n=46) somente um apresentou valores alterados para
mioglobina. Sendo assim, a mioglobina apresentou sensibilidade de 61,1% e especificidade de
97,8%.

A especificidade e sensibilidade de um teste pode estar relacionada ao
tempo de evolugdo explicando assim os diferentes resultados entre estudos apresentados na
literatura, a exemplo observa-se que a mioglobina atinge valores séricos anormais em média
de meia a duas horas apos inicio da lesdo (DREXEL et al., 1983; LEE ¢ GOLDMAN, 1986;
CAVALCANTI et al., 1998).

Limitadas publicagdes tém correlacionado as concentracdes séricas de
mioglobina na rotina veterinaria, sendo que existem relatos correlacionando lesdo muscular
apds massivo ataque por abelhas em um pastor alemao (MUGHAL et al., 2014), peixe-zebra
submetido a hipdxia cronica (JASPERS et al., 2014), cardiopatia induzida por estresse em
focas (SEGUEL et al., 2014) e infarto agudo do miocéardio em caes apds oclusdo experimental
de coronarias (MCCOMB et al., 1984), possivelmente por se tratar de um biomarcador com
pequena janela diagnostica e existirem alternativas mais especificas e sensiveis o seu uso se

tornou pouco interessante na medicina veterinaria

2.4.3 Creatina Fosfoquinase e Creatina Fosfoquinase MB

A CK ¢ um marcador sensivel liberada para a circulagdo apos a morte de
c¢lulas musculares esqueléticas podendo atingir concentracdes séricas da ordem das 100000
U/mL. Possui um metabolismo mais lento e previsivel quando comparado com a mioglobina
de forma a se tornar um marcador confidvel de lesdo muscular (CAVALCANTI et al., 1998).

A CK e sua fragdo MB (CKMB) sao amplamente utilizadas na avaliacao do
infarto agudo do miocérdio (IAM) em seres humanos, possibilitando sua confirmag¢do ou
exclusdo. Entretanto, sua elevagdo sérica s6 ocorre apds quatro horas do inicio da dor toracica,
sendo, portanto considerado um marcador cardiaco de baixa sensibilidade no estagio inicial
(LEE e GOLDMAN, 1986; CAVALCANTI et al., 1998).

Em um estudo no qual avaliou-se humanos com IAM foi observado que
33,33% (n=6) dos pacientes com diagndstico confirmado até seis horas do inicio sintomas
apresentavam alteragdes séricas de CK total, enquanto no grupo controle com pacientes

negativos para IAM (n=46), houve 39 resultados normais, permitindo assim estipular a
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sensibilidade da CK no diagndstico precoce do IAM em 33,3% dos pacientes e especificidade
de 84,8%. Ja a fracao CKMB apresentou sensibilidade de 22,2%, e especificidade de 95,7%,
de forma que apesar de mais especifico a fracdo demonstra-se menos sensivel para este tipo
de avaliacdo (CAVALCANTI et al., 1998).

No cdo, a creatina fosfoquinase esta presente principalmente na musculatura
esquelética, miocardio, cérebro e intestino. A isoenzima MB predomina nos musculos e no
miocardio. Sexo ndo tem nenhuma influéncia sobre a atividade sérica de CK, que ¢ maior em
caes jovens que em adultos. A atividade da CK esta elevada apds o exercicio fisico. Apos sua
liberagdo celular, a CK atinge o plasma principalmente por via linfatica e, em seguida,
permanece no plasma. A CK ¢ rapidamente eliminada, com uma meia-vida aproximada de
duas horas (AKTAS et al., 1993). Em um estudo com cdes com suspeita de lesdo miocardica
provocada por trauma, foi observado aumento da CKMB. Porém, os autores do estudo ndo
descartam a possibilidade da liberacdo de CKMB, tanto de miocéardio, como de musculo
esquelético, em decorréncia a lesdo muscular concomitante (DINIZ et al., 2007). A CKMB
tem sido considerada o marcador bioquimico padrdo para deteccdo de IAM em humanos, no
entanto, a especificidade de tecidos pode ndo ser absoluta (DINIZ et al., 2007).

Em caes existem relatos de maior atividade sérica da CKMB por causa de
comprometimento miocardico secundario a parvovirose, dirofilariose, endocardite e
cardiomiopatia hipertrofica (AKTAS et al.,, 1993; YONEZAWA et al, 2010). Pino e
colaboradores (2008) encontraram niveis de CKMB significativamente maiores em caes com
algum tipo de doenca cardiovascular quando comparados a caes higidos. Segundo os autores,
a hipoxia instalada ocasiona instabilidade e altera a permeabilidade da membrana dos
miocitos, acarretando a elevacdo da enzima no soro.

A reducdo da oferta de oxigénio nos musculos pode causar um aumento no
metabolismo das células musculares. Uma diminuicdo no fornecimento de oxigénio para o
miocardio ¢ suficiente para induzir a um aumento de CKMB sérica em caes. Assim, esses
eventos poderiam ser suficientes para promover alteragdes na atividade sérica da CK. Isso
pode ser explicado pela diminui¢do na oferta de oxigénio ao miocardio, induzindo uma
diminui¢do rapida no RNA mensageiro da subunidade M (M-subunit mRNA) e um aumento
da expressao de mRNA da subunidade B (FRANCO et al., 2009).

Entretanto apesar de ser uma alternativa quando comparada a mioglobina
por apresentar melhor janela diagnostica, visto que, apresenta um metabolismo mais lento
mantendo-se circulante por um periodo maior, a avaliagdo da CK e CKMB possui como fator

limitante a demora usualmente de quatro a oito horas para se elevar apds o inicio da lesdao
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tendo pouca sensibilidade e especificidade na avaliacdo de quadros agudos ou iniciais
(DREXEL et al., 1983; MCCOMB et al., 1984; LEE e GOLDMAN, 1986; CAVALCANTI et
al., 1998).

2.5 LACTATO

O lactato ¢ um composto carbonado resultante do metabolismo de
carboidratos, produzido em anaerobiose para ser utilizado como fonte de energia adicional ou
substitutiva pelo organismo. E metabolizado pelos rins e figado, podendo ser produzido
fisiologicamente mesmo em homeostase, por eritrdcitos, musculos esqueléticos, intestino e
cérebro (BOSWOOD et al., 2008).

A principal fonte de energia para o organismo animal ¢ a glicose,
geralmente armazenada no figado e nos tecidos musculares sob a forma de glicogénio. O
metabolismo da glicose resulta na formacao do piruvato, que podera seguir cinco caminhos
diferentes: lipogénese, formagdo de alanina, oxidacdo via ciclo de Krebs, gliconeogénese ou

conversao em lactato (BARROSO et al., 2006).

2.5.1 Producao e Metabolismo

A quebra da molécula de glicose ou glicolise ¢ o primeiro passo do
metabolismo, que ocorre no citoplasma das células e resulta na produgdo de piruvato. O
objetivo final do metabolismo da glicose ¢ a producdo de dois moles de adenosina trifosfato
(ATP), para isso na conversdo de glicose em piruvato ocorre a redugdo da enzima
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD") & nicotiamida adenina dinucleotideo hidreto
(NADH) com consequente producdo de ATP (ALLEN e HOLM, 2008).

Sob condicdes aerobias, o piruvato difunde-se para dentro da mitocondria
das células e, via ciclo de Krebs e fosforilagdo oxidativa, produz energia na forma de 36
moles de ATP, ocorrendo a oxidagio do NADH para NAD" (ALLEN e HOLM, 2008).

Em células que ndo possuem mitocondrias como os eritrocitos ou em
condigdes anaerobias o piruvato € convertido em lactato através da enzima lactato
desidrogenase. O musculo esquelético e o trato gastrointestinal sdo os locais de maior
produgdo de lactato, sendo que este podera ser utilizado por 6érgaos como figado e rins como
substrato na propria gliconeogénese, resultando na formagao de glicose através do ciclo de

Cori (ALLEN e HOLM, 2008).
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A unica fonte de producdo de energia durante periodos de hipdxia se da pela
glicolise, que gera muito menos energia quando comparada ao metabolismo aerobio, no
entanto ¢ um processo mais rapido em comparagao as vias aerobias (ALLEN e HOLM, 2008;
HUGHES, 2010).

Com a conversdo do piruvato em lactato nas células em hipoxia, a razio
lactato/piruvato aumenta. Os niveis de lactato intracelular se tornam aumentados e por
mecanismos regulatorios osmoticos, o lactato atravessa a membrana celular e se difunde para

o sangue (ALLEN e HOLM, 2008).

2.5.2 Causas de Hiperlactatemia

A hiperlactatemia ¢ definida pela elevacdo da concentragdo de lactato no
sangue, podendo ser um evento fisiolodgico e temporario como o que ocorre apds o exercicio,
durante o periodo de recuperacdo muscular, ou pode ser um fendmeno mais duradouro, nos
casos de doenca grave (DIAS, 2010).

A bioquimica energética de mamiferos baseia-se na via aerdbia, mas em
situacdes clinicas relacionadas ao estresse, a queda no aporte tecidual de oxigénio promove o
metabolismo anaerdbio, ocorrendo grande consumo de energia e producao de lactato, levando
a hiperlactatemia e acidose metabdlica (BELETTINI et al., 2008). Mediante a persisténcia de
condi¢gdes anaerobicas, os tecidos que anteriormente eram capazes de reciclar o lactato
deixam de fazé-lo ocorrendo uma sobrecarga e consequente hiperlactatemia (DIAS, 2010).

A hiperlactatemia pode se diferenciar no tipo A e B, onde o tipo A ocorre
quando hé oferta insuficiente de oxigénio para os tecidos capaz de suprir a demanda, podendo
ser causada por insuficiéncia cardiaca, tromboembolismo local, hipoxemia, anemia, exercicio,
choque hipovolémico, cardiogénico e séptico. A hiperlactatemia do tipo B ndo estd associada
com a hipoxia tendo como causa a disfun¢do mitocondrial, acao de certos farmacos e toxinas,
hipoglicemia e problemas na depuragdo, como insuficiéncia hepatica ou renal (BELLETTINI
et al., 2008).

Outro fator que t€ém demonstrado elevagdes nos niveis de lactato sdo os
quadros neoplasicos, que pode ser justificado pela ocorréncia de alteracdes no metabolismo de
carboidratos de animais com neoplasia, nos quais a glicose ¢ o principal substrato para a
producado de energia pelas células tumorais, de forma que o organismo acaba demandando de

mecanismos anaerobios para suprir suas necessidades (BARROSO et al., 2006).
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Hughes (2010) evidenciou que a hiperlactatemia tipo B ¢ infrequente na
medicina veterinaria ¢ os quadros do tipo A ocorrem mais comumente por hipoperfusao.
Além disso, também pode estar presente em decorréncia de hipdxia tecidual relativa quando o
requerimento energético excede a capacidade de metabolismo aerdbio, por exemplo, no
exercicio, tremor e convulso.

Para avaliagdo clinica do valor sérico de lactato recomenda-se a utilizacao
preferencial de sangue arterial ou venoso misto, pois avalia melhor a mistura das regides em
hipoxia, entretanto quando se opta pelo uso de sangue venoso periférico tem-se que ter em
vista uma avaliagdo por regido correspondente ndo sendo indicada como monitoragdo global
(RABELO, 2005).

Estudos demonstraram uma grande variabilidade dos valores de referéncia
para o lactato, sofrendo interferéncia do local de colheita, idade do paciente e técnica
utilizada, por isso o ideal ¢ que cada servigo clinico tenha padronizagdo propria adequada a

sua realidade (HUGHES et al., 1999; MCMICHAEL et al., 2005).

2.5.3 Lactato e Anemia

Alguns estudos de indugdo de quadro anémico agudo por hemodilui¢dao
normovolémica descrevem uma correlagao entre o aumento da concentracao sérica de lactato
e a reducdo do VG, principalmente quando os niveis apresentam-se abaixo de 20% do volume
globular (CUNNINGHAN, 1999; VAN DER LINDEN et al., 2003; DIBARTOLA, 2007).
Estudo com seres humanos com redugdo normovolémica da hemoglobina a valores de 5 g/dL
ndo evidenciaram inadequada oxigenacdo dos tecidos através da avaliagdo da concentragdo
sérica de lactato e VO, sistémico mesmo com alteragdes eletrocardiograficas (WEISKOPF et
al., 1998). Estudo na veterindria com cavalos anémicos por diversas causas também
demonstrou que apesar de uma reducdo dos niveis de lactato apds procedimento de transfusao
sanguinea, os resultados ndo revelaram correlagdo significativa entre anemia e niveis séricos
de lactato (HURCOMBE et al., 2007).

Outro estudo com cdes com anemia naturalmente adquirida avaliou lactato
seriado como indicador prognostico e observou que a porcentagem de pacientes que
apresentaram hiperlactatemia no periodo da admissdo, seis e vinte e quatro horas apos a
admissdo foi de 50%, 16,9% e 13,2% respectivamente. Neste estudo inferiu-se que as
concentragdes isoladas de lactato ndo tiveram relacdo com a sobrevida dos pacientes,

entretanto observou que os pacientes que apresentaram redugdo dos niveis de lactato igual ou
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superior a 50% apresentaram maior sobrevida, indicando fator progndstico da avaliagdo

seriada de lactato (PINCELLI, 2012).

2.6 BIOMARCADORES INFLAMATORIOS

Diante de diversas situagdes patoldgicas ou quaisquer eventos que levem a
injaria tecidual, com o proposito de restaurar a homeostase e remover a etiologia causadora do
desequilibrio, o organismo animal desenvolve rapidamente um conjunto complexo de
alteracdes denominado resposta de fase aguda (RFA). Esta resposta consiste em uma condig¢ao
de imunidade nao especifica do organismo e apresenta-se rapidamente, antecedendo ao
estimulo do sistema imune adaptativo (CERON et al., 2005; DABROWSKI et al., 2007).

O surgimento da RFA, decorre principalmente de lesdes teciduais, por
causas infecciosas, imunologicas ou neoplasicas (CERON et al., 2005; MURATA et al.,
2004) e promove diversos efeitos, locais e sist€émicos, no organismo, tais como mudangas nas
funcdes metabolicas, enddcrinas, neurologicas e variagcdes nas concentracdes de proteinas
plasmaticas conhecidas como proteinas de fase aguda (PFA) (ECKERSALL, 2000;
DABROWSKI et al., 2007).

As PFA sdo agentes de extrema importancia para a resposta de fase aguda,
sdo sintetizadas prioritariamente pelo figado, porém ocorre também a produgdo extra-hepatica
por células epiteliais, endoteliais e tecido conectivo (JAIN et al., 2011). Apos a lesdo tecidual,
uma resposta imediata é formada no local, ativando linfocitos TH2, macréfagos, fibroblastos e
células endoteliais, que liberam citocinas pré-inflamatorias como a interleucina 1(IL-1),
interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), as quais
irdo estimular os hepatocitos a produzirem e liberarem as PFA, ocasionando sua elevagdo na
corrente sanguinea. O estimulo para a producao das PFA ocorre entre seis a oito horas apos a
agressao, e suas concentragoes maximas sao atingidas entre 24 a 48 horas apos a estimulagao
(RODRIGUES, 2009).

Estas proteinas entdo seguem para o sitio da injaria tecidual, promovendo
atuacdo local, enquanto outras atuam de forma sist€émica no organismo, ambas contribuindo
para reestabelecer a homeostase e promover a limitacdo do crescimento microbiano. Algumas
ainda sdo responsaveis pelo feedback negativo sobre a resposta inflamatoria, inibindo
citocinas pro-inflamatorias advindas da resposta de fase aguda. As PFA, portanto, em
conjunto com as demais alteracdes, tem o papel de mediar o estado de inflamag¢dao do

organismo (RODRIGUES, 2009).
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Entre as principais proteinas de fase aguda temos fibrinogénio,
plasminogénio, proteina S, proteina ligadora de lipopolissacarideo (LPS), proteina C reativa
(PCR), proteina sérica amiloide A (SAA), a-1 glicoproteina 4cida (AGP), fibronectina,
ferritina, proteinas do complemento, lectina ligadora de manose e angiotensinogénio. Essas
proteinas terdo fungdes pro e anti-inflamatdrias e podem estimular ou inibir a produgdo umas

das outras (NETO e CARVALHO, 2009).

2.6.1 Proteina C Reativa

Dentre essas proteinas de fase aguda, a que mais se destaca entre os estudos
desta natureza ¢ a proteina C reativa (PCR). A PCR foi a primeira PFA a ser descrita na
literatura e sua descoberta ocorreu em humanos com pneumonia. Trata-se de uma molécula de
115 kDa, consiste de um polipepitideo composto por cinco subunidades que pertence a
familia pentraxina e seu nome deriva de sua capacidade em vincular-se a polissacarideos C de
pneumococos, que destacou-se na ocasido da sua identificacio (ABERNETHY, 1937;
ANDERSON e MACCARTY, 1951). Essa proteina atua no processo inflamatorio ligando-se
e ativando linfocitos, que por sua vez, desencadeiam a ativacdo da via clédssica do
complemento. Desde a sua descoberta vem sendo utilizada pela medicina como um marcador
extremamente sensivel da inflamag¢do e em humanos também ¢é conhecida por sua utilizagao
para diferenciar determinadas infec¢des virais de bacterianas e auxiliar no monitoramento do
prognosticos dessas infecdes (TIZARD, 2002).

Em medicina veterinaria, a monitorizagdo da resposta inflamatéria ainda ¢
um desafio clinico, pois os sinais da inflamacdo nem sempre se manifestam clinicamente.
Sendo assim, a utilizagdo de testes hematoldgicos e da bioquimica sérica, e nesse caso
encaixa-se a mensura¢do de PFA como a proteina C reativa, pode ser necessaria para
diagnosticar doencas inflamatorias indiscerniveis (NOGUEIRA, 2002). Neste contexto,
muitos avangos foram alcancados em relagdo a PCR e demais PFA nas ultimas décadas,
envolvendo o monitoramento de animais de companhia. A quantificagdo da concentragao
dessas proteinas no sangue revelou-se importante no estabelecimento do diagnostico,
prognostico e acompanhamento do tratamento de doengas (MURATA et al., 2004). Isto se
deve ao fato de que estas proteinas podem ser consideradas marcadores precoces de qualquer
processo patoldgico, uma vez que suas elevagdes ocorrem antes das demais manifestagdes
clinico-laboratoriais inflamatorias e infecciosas, como por exemplo febre, leucocitose

(neutrofilia e monocitose) e aumento da taxa de hemossedimentagdo (JAIN, 1993, CERON et
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al., 2005). Inclusive, destaca-se a importancia da utilizacdo destes testes para processos
inflamatérios que nao possam ser detectados pela contagem leucocitaria, revelando grande
funcionalidade do conhecimento das PFA na pratica clinica. No caso especificamente da PCR
em caes, sabe-se que o canino ndo responde tdo bem com aumento de fibrinogénio em
quadros inflamatdrios agudos assim como os equinos ¢ bovinos, sendo assim a proteina C
reativa pode revelar-se realmente eficaz para a avaliacdo inflamatodria nesta espécie (VECINA
et al., 20006).

Desta forma, diversos pesquisadores tém realizado trabalhos envolvendo a
mensuracdo da PCR em diferentes situagdes patoldgicas, procurando a elucidagdo da
utilizacdo desta proteina na pratica clinica de animais de companhia. Nakamura e
colaboradores (2008) demonstraram que a determinacdo da PCR pode contribuir para a
detec¢do precoce de doengas em caes, visto que, como ja mencionado anteriormente, o
aumento na concentragdo dessa proteina ocorreu antes mesmo do inicio da manifestagao
clinica.

Estudos indicam a possibilidade diagnoéstica de erliquiose precoce mesmo
antes de outras alteragdes laboratoriais através dos niveis plasmaticos de PCR, quando estes
estiverem elevados, revelando deste modo a funcionalidade diagnostica desta proteina
(RIKIHISA et al., 1994; SHIMADA et al., 2002 ¢ MUNHOZ et al., 2009). Além disso,
especificamente no caso da erliquiose, a mensuracdo da PCR pode inclusive ser usada para
demonstrar o pico de parasitemia (SHIMADA et al., 2002; MUNHOZ et al., 2009).

Estudos realizados por Martinez-Subela e colaboradores (2003) e Matijatko
e colaboradores (2007) envolvendo leishimaniose e babesiose em caes, respectivamente,
corroboram com o estudo de Munhoz e colaboradores (2009), afirmando que a PCR pode ser
usada ndo somente como fator preditivo, mas também tem a capacidade de informar a
gravidade do processo patologico. Quanto mais grave o dano tecidual, maior € a resposta das
proteinas de fase aguda.

Trabalhos ainda relatam a associa¢do da PCR com a piometra em cadelas e
afirmam que a mensuragdo desta proteina pode ser recomendada como exame coadjuvante
para o diagnostico da enfermidade (CARVALHO et al., 2008).

Avaliagdes da associagdo da PCR em cdes com quadros hematoldgicos sao
restritas, entretanto estudos demonstram um aumento das concetragdes séricas dessa PFA em
pacientes com anemia hemolitica imunomediada (AHIM), apresentando importante fator

progndsticos nesses casos, visto que a taxa de mortalidade foi superior nos animais que nao
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tiveram reducdo das concentracdes séricas apds o tratamento (TECLE ET AL., 2005;
GRIEBSCH ET AL., 2009).

Semelhantemente como acontece com os quadros hematologicos, o
conhecimento da relagdo das PFA em afecgdes cardiovasculares ainda sdo restritos, entretanto
sabe-se que a PCR ¢é um marcador extremamente sensivel de inflamagao sist€émica, assim em
humanos esta proteina tem sido utilizada como fator preditor de doencas cardiovasculares,
principalmente em doencas coronarianas e infarto agudo do miocardio (DANESH et al., 2000;
RIDKER et al., 2000).

Segundo Ljungvall et al., (2010) a PCR possui intima relagdo com a lesao
de midcitos uma vez que apresenta correlacdo positiva com as concentragdes séricas de cTnl.
Nos quadros de doenga mixomatosa da vélva mitral (DMVM) em caes, o aumento das
concentragdes séricas de PCR e c¢Tnl indicam que a les@o do midcito ocorre no processo de
remodelagdo cronica, entretanto, observa-se que a PCR nd3o possui correlagio com a
severidade do quadro patoldogico na DMVM, contrariamente ao que acontece com cTnl que
apresenta concentragdes séricas maiores a medida que o quadro se torna mais grave (OYAMA

e SISSON, 2004; . SPRATT et al., 2005; LIUNGVALL et al., 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as concentragoes séricas dos biomarcadores cardiacos ¢
inflamatérios em diferentes graus de anemia naturalmente adquirida, e investigar associacoes
das caracteristicas fisicas, hematologica, bioquimicas, eletrocardiograficas e pressdo arterial

sistélica quanto a severidade da anemia.

3.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar o quadro clinico de cdes com diferentes graus de anemia;

b) Analisar as alteragdes cardiacas por meio dos biomarcadores cardiacos e
eletrocardiograma causadas por diferentes tipos e graus de anemias em caes;

c) Verificar a eficiéncia de marcadores cardiacos como método diagnostico de alteragdes
cardiovasculares causadas pela hipoxia anémica;

d) Verificar a correlagdo de exames bioquimicos com o quadro de hipoxia tecidual em
decorréncia aos diferentes graus de anemias;

e) Avaliar os niveis séricos da proteina C reativa em cdes com diferentes graus de anemia
naturalmente adquiridas;

f) Correlacionar o processo inflamatdrio com quadro anémico;

g) Estabelecer uma possivel correlacdo entre as elevagdes séricas da proteina C reativa com a

severidade da anemia.
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4. ARTIGO A:

Artigo formatado conforme as normas para publicagdo da Revista Arquivo Brasileiro de
Medicina Veterinaria e Zootecnia.

UTILIZAGCAO DE BIOMARCADORES NA AVALIACAO DE LESAO CARDIACA
EM CAES COM ANEMIA NATURALMENTE ADQUIRIDA.

BIOMARKERS FOR USE IN THE ASSESSMENT OF CARDIAC INJURY IN DOGS
WITH ANEMIA NATURALLY ACQUIRED.

W.G. Suhettl*, V.P. Cechetiz, D.Venturini’® , P.M. Pereira’

RESUMO

A anemia ¢ uma alteragado clinica relacionada a menor oxigenacao dos tecidos. A mensuracao
de biomarcadores de lesdo miocardica tais como as troponina I, mioglobina e creatina
fosfoquinase tém sido empregadas a fim de avaliar hipoxia e isquemia. Este trabalho objetiva
estabelecer a relagdo dos diferentes graus de severidade da anemia com a lesdo cardiaca,
através da avaliagdo de biomarcadores. Foram avaliados 108 cies anémicos acometidos por
diferentes enfermidades, divididos em quatro grupos de acordo com os graus de intensidade
da anemia: G1 — volume globular (VG) entre 21,1 e 36%, G2 - VG entre 16,1 e 21%, G3 -
VG entre 10,1 e 16%, G4 - VG igual ou abaixo de 10% e 30 caes saudaveis, sendo estes
utilizados como grupo controle. Os animais foram submetidos a avaliacdo hematologica,
bioquimica, eletrocardiografica e mensuracao de biomarcadores. Os resultados mostraram que
a proteina total, a albumina e a fosfatase alcalina foram significativos quando comparados
com o grau de intensidade da anemia, porém apenas a albumina apresentou valores abaixo da
normalidade. O eletrocardiograma evidenciou que 34,05% (47/138) dos animais apresentaram
uma ou mais alteragdes possiveis de serem encontrada nos casos de hipoxia miocardica. Entre
os marcadores cardiacos obteve diferenga significativa entre os grupos a creatina fosfoquinase
(CK) e troponina I, enquanto a mioglobina e creatina fosfoquinase MB (CKMB) nao
demonstram diferencas significativas. Entretanto, apesar da significancia estatistica, a CK
total sérica ndo apresentou validade clinica uma vez que os seus valores mantiveram-se dentro
dos niveis de referéncia para a espécie. A troponina I evidenciou valores maiores a medida
que o volume globular reduzia, assim a mediana do grupo de anemia muito grave foi 0,385
ng/mL, bem acima do valor da mediana do grupo controle que apresentou mediana 0,04
ng/mL. Concluimos que existe correlacao entre os diferentes graus de anemia com a presenga
de lesdo cardiaca e o marcador mais eficaz para esta analise foi a troponina I.

Palavras-chave: Troponina. Hipdxia. Creatina quinase. Mioglobina. Anemia
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ABSTRACT

Anemia is a clinical change related to lower tissue oxygenation. Measurement of myocardial
injury biomarkers such as troponin I, myoglobin, creatine kinase and lactate have been used to
assess hypoxia and ischemia. This study aims to establish the correlation of different degrees
of severity of anemia with cardiac injury by evaluating biomarkers to aid the clinician in
therapeutic decision-making of anemic patients. We evaluated 108 anemic dogs affected by
different diseases, divided into four groups according to the degree of intensity of anemia: G1
globular-volume (VG) between 21.1 and 36%, G2 - VG between 16.1 and 21%, G3 - VG
between 10.1 and 16%, G4 - VG equal to or below 10% and 30 healthy dogs, which are used
as controls. The animals were hematologic evaluation, biochemistry, biomarkers and ECG.
The results showed that total protein, albumin and alkaline phosphatase were significant when
compared with the intensity of anemia, but only albumin showed values below normality. The
electrocardiogram showed that 34.05% (47/138) of the animals had one or more changes can
be found in cases of myocardial hypoxia. Among the cardiac markers achieved significant
results in creatine kinase assessment (CK) and troponin I, myoglobin while and creatine
kinase MB (CK-MB) did not show significant differences between the groups. However
although the statistical significance, the total serum CK has no clinical value since the values
were within the reference range for the species. Troponin I showed higher values as the
packed cell volume reduced, so the median of very severe anemia group was 0.385 ng / ml,
well above the control group whose median 0.04 ng / mL. We conclude that there is a
correlation between the different degrees of anemia with the presence of cardiac disease and
the marker that has been shown more effective for this analysis was Troponin 1.

Key words: Troponin. Hypoxia. Creatine kinase. Myoglobin. Anemia

INTRODUCAO

A anemia corresponde a diminui¢do da quantidade de hemacias, resultando em menor
oxigena¢do tecidual. Ela pode ser causada por hemolise, perda de sangue decorrente de
hemorragia, menor producdo de hemadcias ou pela associacdo de alguns desses eventos
(THRALL, 2006). Segundo Carson et al. (1996), a anemia e afec¢des cardiovasculares
quando ocorrem em conjunto, sdo fatores impactantes nos indices de mortalidade e
morbidade.

A anemia pode ser uma das causas de mionecrose no tecido cardiaco em consequéncia da
diminui¢do de oxigénio circulante, pois sabe-se que nos quadros hemorragicos ocorre
diminui¢do do volume de sangue circulante, comprometendo o fornecimento de oxigénio e
nutrientes para o misculo cardiaco (CARSON et al., 1996). A lesao cardiaca por hipoxia pode
causar alteragdes clinicas, eletroliticas, bioquimicas e até mesmo elétricas. O inicio de tais

alteracdes ocorre a nivel celular, desta forma, o uso de uma avaliagdo mais precisa e precoce



47

na detec¢do dos danos cardiacos ¢ realizada hoje pelos biomarcadores cardiacos (SHINDE et
al., 2004).

Atualmente os principais biomarcadores cardiacos sdo a mioglobina, creatina fosfoquinase
(CK) e sua isoenzima creatina fosfoquinase MB (CKMB) e troponina (FERNANDEZ et al.,
2012).

A mioglobina ¢ uma hemeproteina encontrada no musculo cardiaco e esquelético, sem
proteina de ligacdo plasmatica especifica e que ¢ filtrada livremente pelo glomérulo. Seu peso
molecular bastante baixo permite que seja um dos primeiros marcadores séricos identificaveis
apos lesdo isquémica do miocardio (MARKS, 1971; GILKESON et al., 1978; MCCOMB et
al., 1984; CAVALCANTI et al., 1998; ROSA et al., 2005). Por apresentar um metabolismo
hepético e excrecao renal rdpidos, a mioglobina ¢ um marcador de necrose muscular pouco
sensivel, tendo sua concentragdo sérica normalizada uma a seis horas apds o fim da lesao
(LOPEZ et al., 1995; VANHOLDER et al., 2000; ROSA et al., 2005).

A creatina fosfoquinase (CK) e sua fracio MB (CKMB) s3ao amplamente utilizadas na
avaliag¢@o do infarto agudo do miocardio em seres humanos (CAVALCANTI et al., 1998). No
cdo, a CK estd presente principalmente na musculatura esquelética, miocéardio, cérebro e
intestino (AKTAS et al., 1993). O aumento da atividade sérica da CKMB tem sido relatado
em caes com comprometimento miocardico secundario a dirofilariose, endocardite e
cardiomiopatia hipertrofica e trauma (AKTAS et al., 1993; DINIZ et al., 2007; PINO et al.,
2008).

A troponina ¢ o biomarcador de escolha mais indicado para a deteccdo de lesdo cardiaca,
sendo a troponina cardiaca-I (cTnl) um marcador sensivel e especifico de lesdo no miocardio
( SPRATT et al., 2005). Pode ser detectada no plasma por meio de técnicas de imunoensaio.
Suas caracteristicas s3o conhecidas, sendo de grande importancia como diagnostico
diferencial, indicadores de processos bioldgicos normais, processos patogénicos fornecendo
informacdes sobre a extensdo da lesdo e o prognostico (OYAMA e SISSON, 2004;
BOSWOOD et al., 2008). A troponina I torna-se mensuravel trés a quatro horas apos o inicio
da lesdo (FISHBEIN et al., 1981; GODOY et al., 1998). Em cées a troponina cardiaca vem
sendo analisada em varias afec¢cdes como: trauma tordcico, tor¢do gastrica, arritmias
cardiacas, cardiomiopatias entre outras (O’BRIEN et al., 1997; NUNES 2001; SCHOBBER
2002; DINIZ et al., 2007; SANTOS et al., 2011).

Portanto, os diferentes biomarcadores tem gerado perspectiva de evolugdo na conduta clinica
de pacientes com lesdo cardiaca, trazendo informagdes complementares a avaliagdes

rotineiras como o eletrocardiograma ¢ o ecocardiograma (ADANS et al., 1993; SPRATT et
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al., 2005). Com o uso destes, torna-se mais precoce a avaliagao de possiveis lesdes cardiacas
em pacientes anémicos de forma a promover a escolha adequada de um tratamento
emergencial e a indicagdo do prognostico enquanto se estabelece a causa da anemia e o
diagnostico da doenga primaria (THRALL, 2006).

O objetivo deste estudo foi através das dosagens dos biomarcadores cardiacos, detectar lesoes
em miocardio causadas por hipoxia em cdes com vdarios graus de anemia naturalmente
adquiridas e investigar associacdes das caracteristicas fisicas, hematoldgica, bioquimicas,

eletrocardiograficas e pressao arterial sistdlica quanto a severidade da anemia.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 108 caes anémicos, acometidos por diferentes enfermidades, atendidos no
Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina e 30 cdes saudaveis, com os
valores hematoldgicos, bioquimicos e eletrocardiograficos dentro dos indices de referéncia,
sendo estes utilizados como grupo controle.

Os caes foram divididos em cinco grupos (G) de acordo com a severidade da anemia: G1 —
caes com VG entre 21,1 e 36% (anemia leve), G2 - cdes com VG entre 16,1 e 21% (anemia
moderada), G3 - cdes com VG entre 10,1 e 16% (anemia grave), G4 - cdes com VG igual ou
abaixo de 10% (anemia muito grave) e Gc - cdes higidos (grupo controle) (TVEDTEN e
WEISS, 2000; WEISS e WARDROP, 2010, LAUSCHER et al., 2011).

O estudo avaliou 138 animais apresentando a seguinte composi¢do: G1 41 animais (29,7%),
G2 24 animais (17,4%), G3 23 animais (16,6%), G4 20 animais (14,6%) e Gc 30 animais
(21,7%).

Os grupos foram formados por cdes sem restricdo quanto a raga ou sexo, apresentando idade
entre dois (2) e dez (10) anos, peso superior ou igual a cinco (5) quilogramas. Foram
excluidos do estudo pacientes que no momento da admissdo ou posteriormente apresentasse
histérico ou sinais clinicos compativeis com doenca cardiovascular primaria, doengas
pulmonares e neoplasicas, bem como quadros hemorragicos por trauma.

Os animais foram submetidos a avaliagdo fisica, aferi¢do da pressdo arterial, avaliagdo
eletrocardiogréafica e colheita de sangue por venopunsdo jugular para realizacdo de exames
laboratoriais. Pacientes que estavam desidratados ao exame fisico s6 foram submetidos a

colheita de material bioldgico apos hidratacao por um periodo maximo de 48 horas. Pacientes
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com desidratacdo superior a 7%, mesmo apods fluidoterapia por periodo de 48 horas da
admissao, foram excluidos do estudo.

No exame fisico foram realizadas afericdes da frequéncia cardiaca (FC), frequéncia
respiratéria (FR), temperatura retal (T°C), pulso, coloragdo de mucosas, tempo de
preenchimento capilar (TPC), estado de hidratac¢do, auscultagdo cardiopulmonar e palpagio
abdominal.

Na avaliacdo eletrocardiografica os cdes foram posicionados em decubito lateral direito
recebendo um eletrodo acoplado em cada membro locomotor, permitindo a obtengdo do
tracado eletrocardiografico. Os tracados eletrocardiograficos foram obtidos por
eletrocardiégrafo computadorizado (Tecnologia Eletronica Brasileira - TEB®, Brasil),
registrados nas derivagdes bipolares I, II e III e unipolares aVL, aVF e aVR, na velocidade de
50 mm/segundo, sendo as medidas mensuradas na DIl e os registros arquivados em
microcomputador (TILLEY, 1992).

Na avaliacao dos tempos de onda P e do complexo QRS em segundos, existem diferengas dos
valores de referéncia concernente ao tamanho do animal. Assim para minimizar a
interferéncia do porte do animal foi utilizado o calculo da diferenca percentual das medidas de
tempo destas deflexdes, onde o valor inicial adotado foi o de referéncia presente na literatura
conforme o peso do animal e o valor final utilizado foi 0 medido no momento da avaliagdao
eletrocardiogréfica.

A pressdo arterial foi obtida por mensuracdo ndo invasiva com aparelho oscilométrico
(Microem®, Brasil). Os cdes foram mantidos em dectbito lateral direito, com manguito de
largura correspondente a aproximadamente 40% da circunferéncia do membro toracico,
colocado na regido distal do radio e ulna. Foram obtidas cinco determinagdes e os valores
limitrofes superiores e inferiores descartados para a obtengdo de média mais acurada
(MUCHA e CAMACHO, 2003).

Na avaliagdo laboratorial, foram realizados hemograma, dosagem dos biomarcadores
cardiacos e bioquimica sérica convencional. As contagens de eritrdcitos, volume globular
médio, volume globular, hemoglobina, leucocitos e plaquetas foram realizadas por método
automatico (BC2800vet Auto Hematology Analyzer®, Mindray, China). A avaliacio
diferencial de leucocitos e a contagem de reticuldcitos foram realizadas por microscopia
optica.

Os exames bioquimicos séricos incluidos no experimento foram a proteina total, albumina,
creatinina, uréia, alanina amino transferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), ferro, glicose e

lactato, também foram avaliados os biomarcadores cardiacos mioglobina, CK, CKMB e
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troponina, todos por metodologia padronizada, sendo quando necessario a utilizagdo dekits
comerciais para a quantificacdo das concentracdes ou atividades séricas por meio do
equipamento automatico Dimension® clinical chemistry system (Siemens, Alemanha).

Na dosagem de mioglobina foi utilizada a técnica de imunoensaio enzimatico de dois passos,
onde a amostra ¢ incubada com particulas de diéxido de cromio revestidas com anticorpos
monoclonais especificos para a mioglobina, para formar um complexo particula/mioglobina
(BIRKMEYER et al., 1987). A troponina I de forma semelhante foi submetida a um
imunoensaio enzimatico de um passo, onde a amostra ¢ incubada com particulas de dioxido
de cromio revestidas com anticorpos monoclonais especificos para a troponina I cardiaca
(OBZANSKY et al., 1991). A creatina fosfoquinase e sua isoforma MB foram quantificadas
através de metodologia de rea¢@o enzimatica acoplada (SIEKMANN et al., 2002).

Os resultados foram submetidos a andlise estatistica pelo programa estatistico R. Foram
realizadas comparagdes entre os dados obtidos dos cdes entre os diferentes graus de anemia.
As variaveis categoricas foram apresentadas como mediana e porcentagens. Os dados obtidos
quando ndo paramétricos foram submetidos aos testes de Kruskal Wallis e Correlagdo de
Spearman e os resultados paramétricos foram submetidos ao teste Exato de Fisher. Para todas
analises estatisticas foram adotadas o nivel de significancia de 5%.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/UEL) pelo
processo n° 8393201305

RESULTADOS

Dos 138 caes participantes do estudo as ragas mais frequentes foram pit bull (n=10), poodle
(n=8), labrador (n=7), boxer (n=5), golden (n=5) e rottweiler (n=5). Também participaram 67
caes sem raca definida e mais 31 caes de outras ragas. Destes 71 eram fémeas e 67 eram
machos. A idade média dos animais foi de 7,14+2,28 anos, encontrando todos os cdes dentro
dos limites estabelecidos, bem como o peso médio de 17,58+7,75 Kg.

No exame fisico observou-se que 90 animais estavam hidratados e 48 apresentavam
desidratacdo leve (7%), divididos da seguinte forma G1 (n=12), G2 (n=15), G3 (n=11) e G4
(n=10).

Embora, dentro dos limites de normalidade para cdes, a frequéncia cardiaca, frequéncia
respiratdria e temperatura retal apresentaram correlagdo com o quadro anémico (p<0,05),

sendo que a frequéncia cardiaca apresentou valores maiores no grupo da anemia grave quando
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comparada com o grupo controle, inversamente proporcional ao que ocorreu com a
temperatura e frequéncia respiratoria que obtiveram valores maiores no grupo controle
quando comparados ao grupo anemia grave (Tab. 1).

A pressdo arterial ndo estava alterada entres os grupos, de forma que animais do grupo
controle, anemia leve, anemia modera e anemia muito grave obtiveram os mesmos valores
medianos de 140 mmHg, enquanto que os animais com anemia grave apresentaram valor

mediano de 160 mmHg.

Tabela 1 — Mediana, interquartis ¢ posto médio dos valores da frequéncia cardiaca (FC), da
frequéncia respiratoria (FR), temperatura retal (TR) e pressdo arterial sistolica (PAS) dos caes
anémicos (G1, G2, G3 e G4) e grupo controle (Gc), sendo G1 — Grupo de anemia leve, G2 —
Grupo anemia moderada, G3 — Grupo anemia grave e G4 — Grupo anemia muito grave. UEL,
Londrina, PR, 2015.

Variavel Gc (n=30) Gl(n=41) G2(n=24) G3(n=23) G4 (n=20) P Valor
115 120° 120° 120% 140°

FC (bpm) (100 -124) (100-138)  (104—131)  (111-150) (126 —151) <0,004
54,17 65,02 64,69 75,93 96,37
60° 40° 24 20° 38

FR (mpm) (51-100) (28-60) (20-49) (20-40) (24-46) <0,001
101,77 69,41 53,43 43,20 66,57
) 38,85° 38,2° 38,1° 38,1° 37,9°

TR (°C) (38,5-39,1)  (37,9-38,8)  (37,7-38,6)  (37,7-39,0)  (37,1-38,6) <0,001
92,78 64,46 61,63 63,83 57,05

PAS 140 140 140 160 140 0351

(mmHg) (120-160) (120-160) (115-155) (130-200) (125-162) ’

Analises estatisticas pelo testes de Kruskal Wallis. As letras referem-se a comparagdo dos postos médios pelo
teste Student-Newman-Keuls.

Os valores hematologicos foram utilizados para diagnosticar o grau da anemia, bem como
entender se os parametros acompanham as tendéncias de gravidade representadas pelo volume

globular em seus diferentes niveis (Tab. 2).



52

Tabela 2 - Resultados da avaliagdo hematoldgica expresso por suas medianas, interquartis,
postos médios e valor de P do teste de Kruskal-Wallis dos caes anémicos (G1, G2, G3 e G4)
e grupo controle (Gc), sendo G1 — Grupo de anemia leve, G2 — Grupo anemia moderada, G3
— Grupo anemia grave e G4 — Grupo anemia muito grave. UEL, Londrina, PR, 2015.

P

Variavel Gc (n=30) G1 (n=41) G2 (n=24) G3(n=23) G4 (n=20) valor VR*
6,61° 4,44° 3,17° 2,34 1,55¢
HE* (x10%/uL) (6,17-7,48) (3,9 —4,87) (2,85-3,35) (2-2,43) (1,13-1,69) <0,001 5,5-8.,5
115,3 80,72 53,76 31,75 12,10
13,15° 8,6" 5,4° 4,2 2,3¢
HGB* (g/dL) (12,1-14,6) (7,6-9,5) (5,1-5,8) (3,6-4,6) (1,9-2,7) <0,001 12-18
121,92 87,23 53,17 32,89 11,97
41,7 27° 18,7° 14,34 8,554
VG* (%) (39,2-45,7) (24,2-30) (18-19,6) (13,4-15) (7,3-9,5) <0,001 36-55
122,5 86,95 55,09 32 10,5
63,2 61,2 62,2 61,4 59.8
VEM (L) (60 — 64.9) (60 — 65,2) (53,7-65,3) (58,8-64) (55,4-64) 0,328 60-77
19,85 19,45 18,5° 18,3 17,3°
HCM (pg) (19-20,2) (18,6-20) (15,6-19,2) (17,3-20) (15-19,5) <0,001 19-23
87,77 78,51 53,63 64,11 458
31,05 31,2 29,1° 29,3° 27,15
CHCM (%) (30-33) (30,2-32,6) (28-29,8) (26,6-33) (26,2-29,8) <0,001 32-36
87,27 84,89 50,54 56,76 44,32
Ret Abs** 16,8° 17,36® 70,545 43,36" 6,84
x10uL) (4-56,62) (6,2-56,62) (17,95-149,9) (19-89,59) (1,6-30,17) 0,049 >60
4827 58,13 73,06 63,57 45,92
Leucéeitos 7750° 14625° 13400 17900 9180
(L) (6117-9672) (10242-21850) (9350-18161) (9107-31637)  (5950-27150)  <0,001 6000 — 17000
H 38,71 75,46 60,64 78,02 53,55
5714* 12860° 11612° 16319° 9675°
Seg Abs (uL) (4827-7167) (7881-20450) (8600-15740) (7134-27051)  (6174-28783)  <0,001 3000 — 11500
34,57 74,32 65,17 81,02 69,25
1221* 1580® 606° 10974 6874
Linf Abs (uL) (861-1882) (1078-2140) (378-1222) (659-2261) (407-1812) <0,001 1000 - 4800
69,25 79,43 40,34 67,86 52,96
Plaquetas 380° 336" 264° 305° 113°
x10uL) (312-410) (90-520) (15-476) (1-423) (7,2-367) 0,002 >200
78,33 80,58 63,46 63,47 40,3

As letras referem-se a comparagdo dos postos médios pelo teste Student-Newman-Keuls. *VR — Valores de
referéncia baseados em Thrall et al. (2006), HE — Hemacias, HGB — Hemoglobina, VG — Volume globular.

** Contagem absoluta de reticuldcitos, onde os valor de referéncia serve apenas como base para a diferenciagdo
entre anemia arregenerativa e regenerativa nos grupos anémico.

Entre as avaliagdes bioquimicas séricas convencionais somente a proteina total, albumina e
fosfatase alcalina demonstraram diferencas significativas entre os grupos. A proteina total
apesar de apresentar diferengas entre os grupos e demonstrar uma tendéncia de redugdo dos
seus valores medianos em relagdo a severidade da anemia, ndo apresentou diferencas
contundentes quanto a severidade da anemia quando comparado nos diferentes grupos,
entretanto observa-se uma redu¢do da mediana de albumina abaixo dos valores de
normalidade em todos os grupos anémico, sendo progressivo com o grau de intensidade da
anemia, onde observa-se diferenga significativa entre animais ndo anémicos ¢ anémicos. A

fosfatase alcalina apresentou-se superiores nos pacientes anémicos quando comparados aos
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ndo anémicos, entretanto nao houve diferenca em relacdo a severidade do quadro anémico.
(Tab. 3).

Tabela 3 — Resultados dos valores dos exames bioquimicos expresso por suas medianas,
interquartis, postos médios ¢ valor de P do teste de Kruskal-Wallis dos caes anémicos (G1,
G2, G3 e G4) e grupo controle (Gc), sendo G1 — Grupo de anemia leve, G2 — Grupo anemia
moderada, G3 — Grupo anemia grave ¢ G4 — Grupo anemia muito grave. UEL, Londrina, PR,
2015.

h Ge Gl G2 G3 G4 .
VARIAVEL (n230) (nodl) (a24) (1223) (ooq) P valor VR
_ 33 48 31 67 38
Ureia (mg/dL) (27,2-38) (G1-91)  (23-1125) (22,5-1735) (24-1065) 7 22-60
. 1,0 1,4 1,1 1,1 0,9 0,282
Creatinina (mg/dL) 7} 5, 09-19)  (0924)  (0,7-45)  (0,7-1,6) 0,5-16
47 59,5 49 70 59
ALT (UL) (31-55) (29,795  (345-88) (367-1487) (27,7-148) 7M1 17-87
520 118° 145° 113° 186°
FA (UL) (39-752)  (707-210)  (78,7210)  (60-365)  (80-300)  <0,001 12110
35,55 72,06 78,88 74,32 80,42
6,9° 6,55 6,25° 6™ 5,65
PT (g/dL) (6,5-73)  (5.874) (5474 (5,1-7) (52-6,5 0,011 6,0-8,0
84,96 73,83 63,93 56,67 48,37
2,8° 2° 1,55 1,9 1,5%
Albumina (g/dL) 253,1)  (1723) (L1-1,8) (1,519  (12-1,9 0,021 2,1-43
5327 37,16 18,75 25,20 26,62
. 3,8 4,0 42 4.4 4,05
Globulina (3.040)  (.040) (050 (3050 (050 012 27-44
3,6 3,05 2 2,9 2,95
Lactato (mmoL/L) (2.842) (2-3.9) (1.4-3.4) (1,4-4) (1.6-5.2) 0,285 0,22 - 1,44
102 99 102 101 96,5

Glicose (mg/dL) 0,741 70-110

(98-110) (89-114) (80-114)  (91-109)  (83-117)

As letras referem-se a comparacdo dos postos médios pelo teste Student-Newman-Keuls. ¥*VR — Valores de
referéncia baseados em Thrall et al. (2006) e Kaneko et al. (1998).

As medianas de lactato ndo demonstraram diferencas estatisticas entre os grupos, sendo que
em todos os grupos, inclusive o grupo controle apresentaram valores acima dos niveis de
normalidade para cées de 0,22 a 1,44 mmol/L (Tab. 4) (KANEKO et al., 1998).

A avaliacdo do tragado eletrocardiografico momentaneo evidenciou que 34,05% (47/138) dos
animais apresentaram uma ou mais alteragdes possiveis de serem encontradas nos casos de
hipoxia. As alteragdes encontradas foram taquicardia sinusal 11,59% (16/138), infradesnivel

de seguimento ST 1,44% (02/138), amplitude de onda T maior que um quarto de R 34,05%
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(47/138), extrassistole ventricular 5,7% (08/138) e extrassistole atrial 2,1% (03/138), sendo

que em nenhum desses fatores houve diferenca significativa entre os grupos (Tab. 4).

Tabela 4 — Ocorréncia alteracdes eletrocardiograficas sugestivas de hipdxia em cdes anémicos
(G1, G2, G3 e G4) e grupo controle (Gc), sendo G1 — Grupo de anemia leve, G2 — Grupo
anemia moderada, G3 — Grupo anemia grave e G4 — Grupo anemia muito grave. UEL,
Londrina, PR, 2015.

Variaveis Taquicardia Infradesnivel T>25%R VPC* APC**
Gc 2 0 8 0 0
Gl 6 1 13 3 1
G2 1 0 8 1 1
G3 4 1 11 2 1
G4 3 0 7 2 0
TOTAL 16 2 47 8 3

% 11,59 1,44 34,05 5,7 2,1
P valor 0,5992 0,7629 0,505 0,3857 0,8057

Analises estatisticas pelo teste de Kruskal Wallis. *CVP — complexo ventricular prematuro. **CAP - complexo
atrial prematuro

Com relacdo as avaliagdes de amplitude e tempo observou diferenca significativa entre os
grupos somente em amplitude de onda R com pequena importancia clinica uma vez que as

medianas de todos os grupos encontram-se dentro dos valores de normalidade (tab. 5).
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Tabela 5 — Medianas, postos médios e interquartis de amplitude e tempo das diferentes
deflexdes e segmentos no tragado eletrocardiografico dos caes anémicos (G1, G2, G3 e G4) e
grupo controle (Gc), sendo G1 — Grupo de anemia leve, G2 — Grupo anemia moderada, G3 —

Grupo anemia grave e G4 — Grupo anemia muito grave. UEL, Londrina, PR, 2015.

VARIAVEIS GC G1 G2 G3 G4  Pvalor  VR*
P (s20) 0,04 0,045 0,04 0,05 0047 oo <0.04RP*
9 (0,04-0,05) (0,04-0,05) (0,04-0,05) (0,04-0,05) (0,04-0.05) <0,05 RG*
20 0 0 0 0
0/ ** —
DPP (%) (237200 (00)  (0:0) (105200 (0215 %
0,22 02 0,17 0,18 0,14
PHV) (0,19-0.28) (0,15028) (0,12:022) (0,16-021) (0,13-020) 0 <04
0.1 0,11 0,11 0.1 0,1
PR (se9) (0.09-0.11) (0,09-0,12) (0.08:0,12) (0.08-0,11) (0,00-0,12) >4 0.06-0.13
0,04 0,05 0,04 0,05 0,04 <0,05 RP*
QRS (seq) (0,04-0,05) (0,04-0,05) (0,04-0,05) (0,04-0.05) (0,03-0.05) 7 <006 RG*
33 16 20 16 20
0, **k* _—
DPQRS (%) (50-16)  (33-16)  (33-16) (35525 (525-19) OO0
1,53% 1,23% 0,8° 1,162 0,67
R (V) (1,09-1,7)  (0,89-1,79) (0,59-1,15) (0,79-143) (0,61-1,15) 0,002 <25
71,5 72,81 45,84 60,6 45,55
0,19 02 021 0,19 0.2
QT (seg) (017-02)  (0,18:022) (0,19-022) (0,18-021) (0,18:021) 162 0.15-025

Analises estatisticas pelo testes de Kruskal Wallis, onde as letras referem-se a comparagdo dos postos médios
pelo teste Student-Newman-Keuls. VR* - Valor de referéncia baseado em Tilley (1992). RP — Referéncia para
animais de pequeno porte. RG - Referéncia para animais de grande porte. DPP (%)** - Diferenga percentual de
tempo de onda P. DPQRS (%)*** - Diferenga percentual de tempo de complexo QRS

Entre os biomarcadores cardiacos obteve resultados significativos na avaliagdo de CK e

troponina I, enquanto mioglobina e CKMB nao demonstraram diferencas estatisticas entre os

grupos anémicos (Tab. 6).
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Tabela 6 — Medianas, postos médios e interquartis dos valores séricos dos biomarcadores
cardiacos dos caes anémicos (G1, G2, G3 e G4) e grupo controle (Gc), sendo G1 — Grupo de
anemia leve, G2 — Grupo anemia moderada, G3 — Grupo anemia grave ¢ G4 — Grupo anemia
muito grave. UEL, Londrina, PR, 2015.

Variaveis GC (n=30) G1(n=41) G2 (n=23) G3 (n=24) G4 (n=20) P valor VR*
96° 172° 146° 198° 215°

CK (UI/L) (68,5-136,5)  (96,0-350)  (92-293) (139-354)  (127,7-377,2) 0,003 50 -250
44,63 71,45 69,52 80,08 81,69
11,5 155,5 122,0 178,5 166,0

CKMB (UI/L) 0,327 11,0 - 38,8

(76,5-133)  (90,5-261,5)  (81-212)  (87,25-254,2)  (82-245)

0,04° 0,09° 0,13 0,24 0,385¢

c¢Tnl (ng/mL) <0,001 <0,07

(0,02-0,05)  (0,02-0,67) (0,05-1,08)  (0,05-1,04)  (0,17-1,5)

MIO (mg/dL) 1 0 0,5 0 1 0,248 <20

Analises estatisticas pelo testes de Kruskal Wallis, onde as letras referem-se a comparagdo dos postos médios
pelo teste Student-Newman-Keuls. VR* - Valor de referéncia

A creatina quinase (CK) total apresentou mediana de 96 UI/L no grupo controle, onde
somente um cao apresentou valor superior aos niveis de referéncia para a espécie. A mediana
de CK nos grupos de anemia leve, anemia moderada, anemia grave e anemia muito grave
foram respectivamente 172 UI/L, 146 UI/L, 198 UI/L e 215 UI/L, onde 31,7% (13/41),
33,33% (08/24), 34,78% (8/23) e 45% (9/20) apresentaram valores superiores aos niveis de
referéncia para a espécie de 50 a 250 UI/L segundo Thrall et al. (2006) (Fig. 1).

Ja a CKMB a mediana em UI/L apresentada respectivamente por cada grupo foi Ge=111,5,
G1=155,5, G2= 126,0, G3=172,0, G4= 179,0, sendo que 16,66% (5/30), 26,82% (11/41),
29,16% (07/24), 26,08% (6/23) e 25% (5/20) sdo as porcentagens de animais em cada grupo
que apresentaram resultados acima do valor de referéncia de 11 a 38,8 UI/L segundo (LOPES
et al., 2005) (Fig 1B).

Na quantificagdo sérica da mioglobina todos os animais apresentaram valores inferiores a 2
mg/dL valores estes muito inferiores aos valores de referéncia (<20 mg/dL) segundo Thrall et
al. (2006). Na avaliagdo da troponina I cardiaca foi evidenciado valores maiores a medida que
o volume globular reduzia, assim, a mediana do grupo de anemia muito grave foi 0,385
ng/mL, sendo este valor 9,6 vezes maior do que a mediana do grupo controle (0,04 ng/mL).
Quando comparado com os valores de referéncia para caes (<0,07 ng/mL), observamos que a
mediana do grupo controle encontrava-se dentro dos valores de referéncia (SLEEPER, et al.,

2011). Os grupos de anemia leve, moderada e grave também apresentaram valores medianos
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acima dos valores de normalidade para caes, sendo os resultados 0,09 ng/mL, 0,13 ng/mL e

0,2 ng/mL, respectivamente (Fig. 1C).
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Figura 1: Grafico Boxplot dos biomarcadores cardiacos de acordo com os diferentes grupos
analisados. G1 — c@es com VG entre 21,1 ¢ 36% (anemia leve), G2 - caes com VG entre 16,1
e 21% (anemia moderada), G3 - cdes com VG entre 10,1 e 16% (anemia grave), G4 - cdes
com VG igual ou abaixo de 10% (anemia muito grave) e GC - cdes higidos, sem altera¢ao
patologica e hematologica. A: Grafico Boxplot da atividade sérica de CK, B: Grafico Boxplot
da atividade sérica de CKMB. C: Grafico Boxplot da concentragdo sérica de troponina I e D:
Grafico Boxplot da concentragdo sérica de mioglobina. As letras referem-se a comparagao dos
postos médios pelo teste Student-Newman-Keuls. UEL, Londrina, PR, 2015.
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DISCUSSAO

A troponina I apresentou resultados positivos quanto a correlagdao da severidade da anemia na
avaliacdo de lesdo cardiaca, visto que houve aumento progressivo de seus valores a medida
que os niveis de hemoglobina reduziram e caes saudaveis apresentaram-se dentro dos valores
de referéncia para a espécie (<0,07ng/mL) (SLEEPER et al., 2011), enquanto que em todos
0s grupos anémicos as medianas mantiveram-se acima desse nivel. Assim concorda-se que
atualmente a troponina ¢ mais eficaz no diagndstico bioquimico de lesdo miocardica em
mamiferos, por ter maior especificidade cardiaca que a CKMB (FREDERICK et al., 2001).

A troponina [ cardiaca também evidenciou diferencas significativas entre os grupos
experimentais demonstrando a importancia da avaliacdo deste biomarcador cardiaco na
avaliacdo da severidade da anemia, mesmo que os grupos anemia grave € muito grave nao
tenham se diferenciado estatisticamente.

O presente estudo também encontrou aumentos progressivos da frequéncia cardiaca a medida
que a intensidade da anemia aumentava, mesmo que estes tenham se mantidos dentro dos
valores de referéncia para caes (TILLEY, 1992). O coragdo ¢ fundamental nos mecanismos
compensatdrios para controle da hipoxia anémica, este fato justifica a importancia da busca de
sinais de hip6xia miocardica. Embora ocorra o aumento na circulagdo coronariana nos
animais anémicos, também aumenta a demanda por oxigénio devido a sobrecarga de trabalho,
gerando uma disfun¢do organica. Por ativagdo destes mecanismos compensatorios o aumento
da frequéncia cardiaca ¢ esperado, visto que na tentativa de manter o suprimento de oxigénio
aos tecidos sdo desencadeados reflexos no sistema nervoso autonomo (FELMAN et al.,
2000). Entretanto, um estudo com hemodilui¢do em suinos ndo evidenciou o aumento da
frequéncia cardiaca em relacdo a queda dos niveis de hemoglobina (LAUSCHER et al.,
2011), contrariamente ao estudo de hemodilui¢do em cdes, que demonstrou diferencas
estatisticas antes e ap6s a redugdo do hematocrito (CHAMPION et al., 2011).

A frequéncia respiratdria apresentou-se maior nos grupos controle e anemia leve
provavelmente por estes animais apresentarem-se clinicamente melhores, consequentemente
maior agitacdo e troca de calor pelas vias respiratorias, mesmo assim ndo inviabilizando os
resultados, pois o grupo de anemia muito grave teve aumento da frequéncia respiratoria em
relacdo aos pacientes com anemia moderada ou grave.

Nao se verificou diferenga significativa entre os grupos para os valores de pressdo arterial
(p=0,3514), demonstrando que os pacientes anémicos hidratados ou com desidrata¢do leve

ndo apresentam alteragdes deste pardmetro, mesmo com ativacdo de mecanismos
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compensatorios como a frequéncia cardiaca que elevou-se nos quadros mais graves de
redu¢do do volume globular promover o aumento da frequéncia cardiaca. Resultados
semelhantes foram descritos por Champion et al. (2011) que ao promover hemodilui¢do
normovolémica observou que a pressao arterial mantinha-se estavel. A fosfatase alcalina (FA)
foi outro parametro analisado que apresentou aumento de seus valores acima dos niveis de
normalidade em todos os grupos de animais anémicos, hipotetizamos que a hipéxia anémica e
a produgdo de corticoides enddgenos decorrente de doencas graves foram fatores que
contribuiram para mediana elevada em ambos os grupos anémicos. Estudo semelhante
também encontrou o mesmo padrdo e aumento de FA, entretanto com reducdo no seu grupo
mais grave, justificando que embora a FA (hepatica), envolva principalmente o sistema biliar,
a lesdo de hepatdcitos decorrente de hipoxia pode levar a tumefagdo das células, obstrucao
dos canaliculos biliares e indu¢do de uma maior producgdo e liberacdo de FA (FERNANDEZ
et al., 2007), mesmo ndo havendo altera¢cdes em ALT.

Observou-se que a proteina total apresentou valores diretamente proporcionais ao volume
globular, assim quanto mais grave a anemia menor os valores medianos de proteina total
encontrados, processo este decorrente da reducdo das concentragdes séricas de albumina,
entretanto, somente o grupo de pacientes com anemia muito grave (G4) apresentou mediana
abaixo do valor de referéncia 6,0 a 8,0 g/dLL (KANEKO et al., 1998).

Ao mesmo tempo com grande importancia clinica observa-se que os valores medianos de
albumina mantiveram-se abaixo dos limites de referéncia de 2,1 a 4,3 g/dL em ambos os
grupos anémicos quando comparados ao grupo controle (KANEKO et al., 1998). Assim
infere-se a relagdo do quadro anémico sobre a concentragdo sérica de albumina, mesmo que
os grupos 3 e 4 com anemia grave e muito grave ndo tenham demonstrado diferenca
significativa. Entre as causas da hipoalbuminemia em cdes como fator nutricional, reducdo da
produgdo em hepatopatias, aumento das perdas em glomerulopatias ou enteropatias com perda
proteica e em decorréncia a distirbios inflamatorios e infecciosos, acredita-se que em caes
anémicos distarbios inflamatorios e deficiéncia na producao das proteinas plasmadticas sejam
0s processos mais provaveis na promog¢ao de hipoalbuminemia (NELSON e COUTO, 2010).
Os resultados do eletrocardiograma evidenciaram a ocorréncia geral de 34,05% de alteragdes
sugestivas de hipoxia miocérdica, resultado este inferior a outro estudo que evidenciou 57,1%
de alteragdes (CURTI et al., 2010). Contrariamente estudos com anemia aguda ou por
hemodilui¢do ndo evidenciaram alteragdes eletrocardiograficas correlacionadas a hipdxia
(MEHTA et at., 1983; STANOJEVIC e STANKOV 1998; CHAMPION et al., 2011). Entre

as alteragdes eletrocardiograficas a mais representativa foi aumento de amplitude de onda T
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acima de 25% de R, sendo verificado em 47 animais. Segundo Tilley (1992) esta altera¢dao
pode ocorrer nos casos de hipdxia do miocérdio, distirbios de condugdo interventricular,
dilatacao ventricular, bradicardias, distirbios eletroliticos, disturbios metabdlicos, intoxicagao
medicamentosa, doenga neuroldgica e por elevacdo na concentragdo de catecolaminas,
podendo um ou mais eventos estar presentes nos animais que apresentaram onda T maior que
o normal.

A avaliagdo de mioglobina demonstrou ser ineficaz para o delineamento proposto
apresentando em todas as afericdes valores inferiores a 2 mg/dL, resultado este possivel, pois
a mioglobina ndo tem uma proteina especifica plasmatica apresentando rapido metabolismo
hepatico e renal. Estudos demonstram diferentes tempos de retorno aos niveis basais de
normalidade ap6s instalagdo da lesdo, sendo de aproximadamente 6 horas (CAVALCANTI et
al., 1998). Independentemente do estudo torna-se claro que a mioglobina apesar de validade
para avaliagdes agudas, tendo extrema importancia em quadros como infarto agudo do
miocardio, traz pouca ou nenhuma informacdo adicional em casos cronicos ou periodos
superiores a 48 horas da instalacdo da lesao.

Em contrapartida outros marcadores cardiacos mantem os niveis séricos aumentados por um
maior periodo ap6és o inicio da lesdo como a enzima creatina fosfoquinase (CK) e sua
isoforma creatina fosfoquinase MB (CK-MB) que apresentam um metabolismo mais lento.
(CAVALCANTI et al., 1998).

Portanto observou que a CK apresentou diferenca significativa entre os grupos anémicos € o
grupo controle demonstrando o aumento da atividade enzimdtica nos quadros anémicos,
entretanto nao possibilitou distingdo entre os graus de severidade da anemia. Sua interpretagao
clinica também mostrou-se limitada uma vez que os seus valores medianos em ambos os
grupos se mantiveram dentro dos niveis de referéncia para a espécie de 50 a 250 (U/L)
(THRALL, 2006).Mesmo assim, salienta-se que o grupo de anemia muito grave apresentou
valores muito superiores ao grupo controle com um aumento de 123,96% dos niveis de CK.
Em humanos foi comprovada influéncia do sexo sobre os valores de referéncia da CK total e
sua fragado CKMB (KILPATRICK et al., 1993; LEE et al., 1994). No presente estudo nao foi
observado esta interferéncia (p=0,2137), estando de acordo com os resultados de Aktas et al.,
(1993) que nao observaram influéncia do sexo sobre a atividade sérica de CK, que € maior em
caes jovens que em adultos e eleva-se apos o exercicio fisico. Outros fatores que podem
interferir nas atividades enzimaticas de CK e sua isoforma CKMB sdo presenga de
hemoglobina (sangue hemolisado) podendo aumentar em 21% os resultados, lipemia que

aumenta em 15% a atividade de CK e presenga de diversas substincias quimicas presentes em
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alguns medicamentos como metotrexato (THOMAS et al., 2005). Por estes e outros fatores
estudos humanos demonstram baixa sensibilidade principalmente em avaliagdes de infarto
agudo do miocardio, sendo a sensibilidade de CK 33,3% e a especificidade de 84,8% e da
fragdo CKMB de 22,2%, ¢ a especificidade de 95,7% (CAVALCANTI et al., 1998). Assim
ndo descartamos essas influéncias nos resultados apresentados como um ponto de restri¢ao as
interpretagdes, visto que no grupo controle as medianas da isoforma MB foram superiores a
mediana de CK, quadro este também relatado em humanos e associado a detec¢do de uma
forma hibrida mitocondrial da enzima MB que ¢ imunologicamente distintas das demais
fragdes, podendo ser liberada pelo trato gastrointestinal, prdstata, bexiga, rins e utero, em
casos de comprometimento macigo desses 6rgaos (Macro-CKMB tipo 2) (CAMAROZANO e
HENRIQUES, 1996).As Macro-CKMB sao tidas como causas de falsos positivos de CKMB e
merece maior atencdo quando os niveis de CK permanecem normais, podendo ocorrer
também em quadros neoplasicos ou por adi¢do de anticorpos IgG ou IgA as isoformas CKBB
e CKMM (Macro-CKMB tipo 1) (CAMAROZANO e HENRIQUES, 1996).

Portanto, a presenga de um desses fatores ou mesmo associacdo destes, podem ser a
justificativa para o resultado encontrado, visto que ndo houve controle alimentar dos animais
do grupo controle de forma que algumas amostras apresentavam-se lipémicas. Nos grupos
anémicos foram incluidos pacientes com hemoparasitose ¢ anemia hemolitica imunomediada
apresentando diferentes graus de hemolise e por fim ndo foi realizado diferenciagdo das
isoformas por cromatografia impedindo afirmar a presenga das Macro-CKMB.

A avaliagdo da CKMB no presente estudo ndo evidenciou diferencas estatisticas nos
diferentes grupos, ao contrario de Franco et al. (2009) que sugeriram que uma diminui¢do no
fornecimento de oxigénio do miocardio ¢ suficiente para induzir um aumento da atividade de
CKMB sérica em caes.

Na avaliagdo de lactato observou-se que este em uma aferigdo uUnica, ndo apresentou
diferencas estatisticas entre os grupos quanto a severidade da anemia. Sua interpretagdo
clinica também possui limitada utilidade visto que todos os grupos apresentaram medianas
superiores aos valores de referéncia para cdes. Assim, sabendo que a hiperlactatemia tem
origem multifatorial, acredita-se que os elevados niveis de lactato podem ser em decorréncia
da atividade fisica, convulsdao hipoxemia, anemia, choque, doenga renal, sepse, entre outras
(BOYSEN, 2006; ALLEN e HOLM, 2008). Desta forma, possivelmente a anemia ndo tenha

sido o Unico fator desencadeante da hiperlactatemia nos cdes avaliados neste estudo.
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CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste estudo permitem inferir que a hipdxia anémica pode
promover lesdes as células miocardicas em pacientes com varios graus de anemia. Desta
forma, na conduta do paciente anémico, os biomarcadores, principalmente a Troponina |
juntamente com a avaliagdo individual, podera mostrar a necessidade de terapias de reposicao

como oxigénioterapia e transfusdo sanguinea mais precocemente do que vem sido instituido.
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RESUMO

A anemia inflamatéria ¢ comumente relatada em animais domésticos, mas em geral ¢ discreta e sem
sinais clinicos aparentes. Assim reconhecer o envolvimento inflamatério nos quadros anémicos torna-
se um desafio, onde as proteinas de fase aguda, em especifico a proteina C reativa (PCR) revela-se
importante no estabelecimento do diagnodstico, prognéstico e acompanhamento do tratamento. O
objetivo desse trabalho foi avaliar os niveis séricos da PCR em cdes com diferentes graus de anemia,
procurando estabelecer uma possivel correlagdo entre as elevagdes séricas desta proteina com a
severidade da anemia. Foram avaliados 108 caes anémicos acometidos por diferentes enfermidades,
divididos em quatro grupos de acordo com o grau de intensidade da anemia: G1 — volume globular
(VG) entre 21,1 e 36% (n=41), G2 - VG entre 16,1 e 21% (n=24), G3 - VG entre 10,1 e 16% (n=23),
G4 - VG igual ou abaixo a 10% (n=20) e 30 cdes saudaveis (n=30), sendo estes utilizados como grupo
controle. Os animais foram submetidos a avaliacdo fisica, hematologica, bioquimica e dosagem por
imunoturbidimetria da proteina C reativa. Na avaliagdo da bioquimica observou que somente a
proteina total foi significativa apresentando uma correlagdo negativa com a PCR. No leucograma foi
observado leucocitose no G3 e neutrofilia em G1, G2 e G3. Apesar dos niveis de ferro ndo terem se
mostrado significativos nas analises estatiticas, dos cdes anémicos 9,25% (10/108) apresentaram
diminui¢do do ferro sérico, podendo este fato estar envolvido com deficiéncia ferropriva ou doenca
inflamatéria. Todos os grupos de cdes anémicos evidenciaram aumento na concentracdo da PCR,
sendo que este aumento apresentou uma correlagdo positiva com a intensidade da anemia, indicando a
gravidade do processo patologico. Conclui-se que que a proteina C reativa possui correlagdo com a
severidade da anemia.

Palavras-chave: Inflamag¢do. Hipoxia. Proteinas de Fase Aguda. Cées. Ferro.
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ABSTRACT

The inflammatory anemia is commonly reported in domestic animals, but is generally mild with no
apparent symptoms. So recognize the inflammatory involvement in the anemic frames becomes a
challenge where the acute phase proteins, in particular C-reactive protein proved to be important in
establishing the diagnosis, prognosis and monitoring of treatment of disease. Therefore the aim of this
study was to evaluate serum levels of CRP in dogs with varying degrees of anemia, trying to establish
a possible correlation between serum elevations of this protein with the severity of anemia. We
evaluated 108 anemic dogs affected by different diseases, divided into four groups according to the
degree of intensity of anemia: G1 - VG between 21.1 and 36%, G2 - VG between 16.1 and 21%, G3 -
VG between 10.1 to 16%, G4 - VG equal to or below 10% and 30 healthy dogs, the latter being used
as control group. The animals were submitted to physical evaluation, hematological, biochemical and
determination by immunoturbidimetric C-reactive protein. In the evaluation of serum biochemistry
noted that only the total protein was presenting a significant negative correlation with PCR. The
leukocyte count was observed in G3 and leukocytosis neutrophilia in G1, G2 and G3. Despite the iron
levels have not been shown to be significant in the stats analyzes, anemic dogs 9.25% (10/108) had
decreases in serum iron, which can actually be involved with iron deficiency or inflammatory disease.
All groups of anemic dogs showed increased concentrations of CRP, and this increase was
significantly correlated with the degree of anemia, indicating the severity of the disease process. We
can conclude that C-reactive protein has correlation with the severity of anemia.

Key words: Inflammation. Hypoxia. Acute Phase Proteins. Dogs. Iron.

INTRODUCAO

A anemia é uma alteragdo clinica de ocorréncia comum em medicina veterinaria acometendo muitos
cies. E definida como uma diminui¢io da contagem de eritrocitos, do volume globular e da
concentracdo de hemoglobina. Diversos graus de severidade sdo observados em diferentes situagdes
clinicas, sendo que a hipoxia tecidual e a diminui¢do da viscosidade sanguinea exercem efeitos
importantes no organismo e na hemodindmica cardiovascular (THRALL et al., 2006; CHAMPION et
al., 2011).

Diante de diversas situagdes patologicas ou quaisquer eventos que levem a injuria tecidual, dentre eles
a anemia, o organismo animal desenvolve rapidamente um conjunto complexo de alteragdes
denominado resposta de fase aguda positiva (RFA), com o propdsito de restaurar a homeostase e
remover a etiologia causadora do desequilibrio. Esta resposta ndo ¢é especifica, porém apresenta-se
rapidamente, antecedendo o estimulo do sistema imune adaptativo (CERON et al, 2005;
DABROWSKI et al., 2007).

O surgimento da RFA, decorre principalmente de lesdes teciduais, causas infecciosas, imunoldgicas
ou neoplasicas (CERON et al.; 2005; MURATA et al., 2004) e promove diversos efeitos locais e
sistémicos no organismo, tais como mudangas nas fun¢des metabdlicas, endocrinas, neuroldgicas e
variagdes nas concentracdes de proteinas plasmaticas conhecidas como proteinas de fase aguda (PFA)

(ECKERSALL, 2000; DABROWSKI et al., 2007).As PFA sa3o agentes de extrema importancia para a
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resposta de fase aguda, sdo sintetizadas prioritariamente pelo figado, porém ocorre também a producéo
extra-hepatica por células epiteliais, endoteliais e tecido conectivo (JAIN et al., 2011).

Ap6s a lesdo tecidual, uma resposta imediata é formada no local, ativando linfocitos T helper 2 (TH2),
macrofagos, fibroblastos e células endoteliais, que liberam citocinas como interleucina 1 (IL-1),
interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8) e fator de necrose tumoral (TNF-a), as quais irdo estimular
os hepatocitos a produzirem e liberarem as PFA, ocasionado sua elevagdo na corrente sanguinea. O
estimulo para a produgdo das PFA ocorre entre seis a oito horas apos a agressdo, ¢ sua concentragao
maxima ¢ atingida entre 24 a 48 horas apos o estimulo (RODRIGUES, 2009).

Estas proteinas entdo seguem para o sitio da lesdo tecidual, promovendo atuacdo local, enquanto
outras atuam de forma sist€mica no organismo, ambas contribuindo para reestabelecer a homeostase e
promover a limitagdo do crescimento microbiano. Algumas ainda sdo responsaveis pelo feedback
negativo sobre a resposta inflamatdria, inibindo citocinas pré-inflamatorias advindas da resposta de
fase aguda. As PFA, portanto, em conjunto com as demais altera¢des, tem o papel de mediar o estado
de inflamacao do organismo (RODRIGUES, 2009).

Dentre essas proteinas de fase aguda, a que mais se destaca entre os estudos desta natureza € a proteina
C reativa (PCR). Atualmente sabe-se que auxilia na inflamagdo se ligando e ativando linfécitos, que
por sua vez, desencadeiam a ativagdo da via classica do complemento. Desde a sua descoberta vem
sendo utilizada pela medicina como um marcador extremamente sensivel da inflamacdo e em humanos
também ¢ conhecida por sua utilizagdo para diferenciar determinadas infec¢des virais de bacterianas
(TIZARD, 2002).

Em medicina veterinaria, a monitorizagdo da resposta inflamatoria ainda é um desafio clinico, pois os
sinais da inflamac¢do nem sempre se manifestam. Sendo assim, a utilizagdo de testes hematologicos ¢
da bioquimica sérica, ¢ nesse caso encaixa-se a mensuragdo de PFA como a proteina C reativa, pode
ser necessaria para diagnosticar doengas inflamatorias assintomaticas (NOGUEIRA, 2002). Neste
contexto, muitos avangos foram alcancados em relacdo a PCR e demais PFA nas ultimas décadas,
envolvendo o monitoramento de animais de companhia. A quantificagdo da concentra¢do dessas
proteinas no sangue revelou-se importante no estabelecimento do diagndstico, prognéstico e
acompanhamento do tratamento de doengcas (MURATA et al, 2004). Isto se deve ao fato de que estas
proteinas podem ser consideradas marcadores precoces de qualquer processo patoldgico, uma vez que
suas elevagdes ocorrem antes das demais manifestagdes clinico-laboratoriais inflamatorias e
infecciosas, como por exemplo febre, leucocitose (neutrofilia ¢ monocitose) ¢ aumento da taxa de
volume de hemossedimentacdo (VHS) (JAIN, 1993; CERON et al., 2005). Inclusive, destaca-se a
importancia da utilizagdo destes testes para processos inflamatérios que nao possam ser detectados
pela contagem leucocitaria, revelando grande funcionalidade do conhecimento das PFA na pratica
clinica. No caso especificamente da PCR em cées, sabe-se que o canino ndo responde tdo bem com
aumento de fibrinogénio em quadros inflamatdrios agudos assim como os equinos € bovinos, deste

modo a proteina C reativa pode revelar-se realmente eficaz para a avaliagdo inflamatoria nesta espécie,
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uma vez que o VHS sofre influéncia direta dos niveis aumentados de fibrinogénio (VECINA et al.,
20006).

Diversos pesquisadores tém realizado trabalhos envolvendo a mensuragdo da PCR em diferentes
situacdes patologicas, procurando a elucidagdo da utilizagdo desta proteina na pratica clinica de
animais de companhia. Nakamura et al. (2008), demonstraram que a determinacdo da PCR pode
contribuir para a detec¢do precoce de doengas em cées, visto que, como ja mencionado anteriormente,
0 aumento na concentracdo dessa proteina ocorreu antes mesmo do inicio da manifestacdo clinica.
Segundo Rikihisa et al., (1994), Shimada et al., (2002) e Munhoz et al., (2009) pode-se suspeitar de
infecgdo por erliquia em cdes quando os niveis plasmaticos da PCR estiverem elevados, também
revelando a funcionalidade diagnostica desta proteina para essa doenga. Além disso, especificamente
no caso da erliquiose, a mensuragdo da PCR pode inclusive ser usada para demonstrar o pico de
parasitemia (SHIMADA et al., 2002; MUNHOZ et al., 2009).

Trabalhos ainda relatam a associagdo da PCR com a piometra em cadelas, afirmando que a
mensuragdo desta proteina pode ser recomendada como exame coadjuvante para o diagnoéstico da
enfermidade (FRANSSON et al., 2007; CARVALHO et al., 2008)

Com relacao a quadros anémicos, o conhecimento da relagdo com as PFA ainda sdo poucas, entretanto
estudos com anemia hemolitica imunomediada (AHIM) demonstram correlacdo com a PCR, sendo
que animais acometidos por esta afec¢do apresentam maior concentracdo sérica desta PFA quando
comparado a cles saudaveis. Mesmo ndo apresentando diferengas estatisticas com relagdo a
prognostico em outros quadros hematologicos como leucemia e linfoma, nos casos de AHIM a PCR ¢
um importante fator progndstico, visto que a taxa de mortalidade foi superior nos animais que ndo
tiveram reducdo das concentragdes séricas desta proteina apods o tratamento (TECLE et al., 2005;
GRIEBSCH et al., 2009).

Diante do exposto, podemos observar que o uso da PCR pode ser considerado uma ferramenta
laboratorial interessante e promissora para o clinico veterinario. Apesar disso, a mensuragdo desta
proteina ainda ndo ¢é realizada na rotina clinica, pois embora a fisiopatologia dos processos envolvendo
esta proteina ja seja conhecida, ainda ha lacunas a serem preenchidas a respeito da padronizagdo de
técnicas e propriamente a respeito da prospeccao de novas utilizagdes. O objetivo desse trabalho foi
avaliar os niveis séricos da proteina C reativa em caes com diferentes graus de anemia naturalmente
adquiridas, procurando estabelecer uma possivel correlacdo entre as elevacdes séricas desta proteina
com a severidade da anemia, bem como a correlagio com os pardmetros fisicos, clinicos,

hematoldgicos e bioquimicos de caes.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na Universidade Estadual de Londrina, sendo o grupo experimental formado de
108 caes anémicos, acometidos por diferentes enfermidades, atendidos no Hospital Veterinario e 30
caes saudaveis, sendo estes utilizados como grupo controle.

Os cdes foram divididos em cinco grupos (G) de acordo com a severidade da anemia: G1 — ces com
VG entre 21,1 e 36% (anemia leve), G2 - cdes com VG entre 16,1 ¢ 21% (anemia moderada), G3 -
cdes com VG entre 10,1 e 16% (anemia grave), G4 - cdes com VG igual ou abaixo de 10% (anemia
muito grave) e Gc - grupo controle (TVEDTEN e WEISS, 2000; WEISS; WARDROP, 2010;
LAUSCHER et al., 2011).

O estudo avaliou 138 animais apresentando a seguinte composi¢cdo: G1 41 animais (29,7%), G2 24
animais (17,4%), G3 23 animais (16,6%), G4 20 animais (14,6%) e Gc 30 animais (21,7%).

Os grupos foram formados por cdes sem restricdo quanto a raga ou sexo, apresentando idade entre dois
(2) e dez (10) anos, peso superior ou igual a cinco (5) quilogramas. Foram excluidos do estudo
pacientes que no momento da admissdo ou posteriormente apresentasse historico ou sinais clinicos
compativeis com doenca cardiovascular primaria, doencas pulmonares e neoplasicas, bem como
quadros hemorragicos por trauma.

O paciente anémico foi submetido a avaliagdo fisica e colheita de sangue por venopunsio jugular para
realizacdo de exames laboratoriais. Pacientes que estavam desidratados ao exame fisico s6 seriam
submetidos a colheita de material biolégico ap6s hidratacdo por um periodo maximo de 48 horas.
Pacientes com desidratagdo superior a 7%, mesmo apos fluidoterapia por periodo de 48 horas da
admissao, foram excluidos do estudo.

No exame fisico foram realizadas aferi¢des da frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR),
temperatura retal (T°C), pulso, coloragdo de mucosas, tempo de preenchimento capilar (TPC) e grau
de desidratagao.

Na avaliagdo laboratorial, foi realizado hemograma, dosagem dos niveis séricos da proteina C reativa
(PCR) e bioquimica sérica convencional. As contagens de eritrocitos, volume globular médio, volume
globular, hemoglobina, leucocitos e plaquetas foram realizadas por método automatico (BC2800vet
Auto Hematology Analyzer”, Mindray, China). A avaliagio diferencial de leucécitos ¢ a
contagem de reticuldcitos foram realizadas por microscopia dptica.

Os exames bioquimicos séricos incluidos no experimento foram a proteina total, albumina, creatinina,
uréia, alanina amino transferase (ALT), fosfatase alcalina (FA), ferro, ferritina, capacidade total de
ligagdo do ferro (CTLF), glicose e lactato, ambos por metodologia padronizada com kits comerciais
utilizados no equipamento automatico Dimension® clinical chemistry system (Siemens®/Alemanha).

A PCR foi dosada por meio de kit comercial (Siemens®/Alemanha) no equipamento automatico

Dimension® clinical chemistry system. A dosagem da proteina C reativa baseia-se numa técnica de



72

imunoensaio turbidimétrico melhorado de particulas sintéticas revestidas com anticorpos contra a
proteina C reativa que agregam-se na presenga de PCR na amostra.

Os resultados foram submetidos & andlise estatistica pelo programa estatistico R. Foram realizadas
comparagdes entre os dados obtidos dos cdes entre os diferentes graus de anemia. As variaveis
continuas foram apresentadas como medianas e porcentagens para as variaveis categoricas. Os dados
obtidos quando ndo paramétricos foram submetidos aos testes de Kruskal Wallis e Correlagdo de
Spearman ¢ os resultados paramétricos foram submetidos ao teste Exato de Fisher. Para todas analises
estatisticas serdo adotadas o nivel de significancia de 5%.

Este projeto foi aprovado pela comissdo de ética no uso de animais (CEUA/UEL) pelo processo n°

8393201305.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para composi¢do do estudo foram avaliados 71 fémeas e 67 machos alocados nos diferentes grupos,
sendo que a variavel sexo nao demonstrou correlagdo com os niveis de proteina C Reativa (p=0,832)
corroborando com os estudos de Kuribayashi et al. (2003) que avaliando 144 caes da raga beagle
também nao observaram efeito de sexo sobre os niveis da PCR.

Yamamoto et al. (1994) e Kuribayashi et al. (2003), avaliaram animais domiciliados e em ambientes
controlados, ndo evidenciando efeito da idade sobre os niveis da PCR, semelhantemente foi
observado no presente estudo onde a idade média dos animais foi 7,14+£2,28 anos e ndo apresentou
correlacdo estatistica com os niveis da PCR (p= 0,915). Entretanto, Hayashi et al. (2001) observaram
que apos indugdo de inflamacdo por inoculacdo de 6leo de terebentina, as concentragdes maximas da
PCR se revelaram significativamente diferentes entre os grupos de cdes com 3 e 18 meses de idade.
Entre os participantes as racas mais frequentes foram pit bull (n=10), poodle (n=8), labrador (n=7),
boxer (n=5), golden (n=5) e rottweiler (n=5). Também participaram 67 cdes sem raca definida e mais
31 cées de outras ragas. Estes apresentaram como peso médio 17,58+7,75 Kg, ndo apresentando
diferengas estatisticas quando comparados aos niveis de PCR (p= 0,196). Portanto, infere-se que as
variaveis peso, idade e sexo ndo interferem nos niveis da PCR.

No exame fisico observou-se que 90 animais se apresentavam hidratados e 48 apresentavam
desidratacao leve (7%), divididos da seguinte forma 12, 15, 11 e 10 animais respectivamente nos
grupos G1, G2, G3 ¢ G4. A avaliagdo do pulso e tempo de preenchimento capilar ndo foram
estatisticamente significativos apresentando respectivamente p= 0,204 ¢ p= 0,882. Entretanto, a
coloracdo das mucosas apresentou diferencas estatisticas significativas, onde os animais com mucosas
palidas apresentavam mediana das concentragdes da PCR superiores (2,9 mg dL™) aos que estavam

com mucosas rosadas (2,1 mg dL™) (p=<0,001).
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A temperatura retal (p= 0,221) neste estudo ndo apresentou correlagdo com os niveis da PCR (tabela
1), diferentemente do encontrado por Munhoz et al. (2009) que verificaram a correlagdo de picos
febris com o aumento da PCR, justificado por provavel pico de parasitemia.

A frequéncia cardiaca apresentou correlagdo positiva (r= 0,25; p= 0,003) com os niveis de proteina C
reativa, ou seja, a medida que se aumenta as concentragdes da PCR ocorre simultaneamente aumento
da frequéncia cardiaca, provavelmente em decorréncia aos fatores compensatorios na anemia (LEUNG
et al. 2000).

Por outro lado, a frequéncia respiratoria apresentou correlagdo negativa (r= -0,26; p= 0,002) com a
PCR. Este fato pode ser justificado pelo estado clinico dos animais com menores concentragdes
séricas de PCR, pois se tratavam dos caes controle ¢ com anemia leve, apresentando-se no exame
fisico, agitados e com taquipnéia. Interferéncia esta ndo visualizada nos outros grupos em decorréncia

as situagdes limitantes promovidas pela doenga de base.

Tabela 1. Correlagdo de Spearman da proteina C reativa (PCR) com os parametros fisicos frequéncia
cardiaca (FC), frequéncia respiratéria (FR), Tempo de preenchimento capilar (TPC) e temperatura
retal (TR) de cdes com anemia naturalmente adquirida. UEL, Londrina, PR, 2015.

Variavel FC FR TPC TR

PCR 0,253 (0,003) -0,117 (0,002) 0,0130 (0,882) -0,1073 (0,220)

r(p). Animais n:138.

O leucograma é o exame mais rotineiramente utilizado para avaliagdo de processo inflamatorio
sistémico, assim observamos uma correlagdo positiva entre as concentracdes da PCR e os valores
absolutos de leucocitos totais e segmentados. Os niveis de linfocitos ndo apresentaram correlagdo com

a proteina C reativa (Tabela 2).
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Tabela 2. Analise de variancia pelo teste de Kruskal-Wallis em medianas, postos médios e interquartis
dos valores hematoldgicos dos cdes anémicos (G1, G2, G3 e G4) e grupo controle (Gc), sendo G1 —
Grupo de anemia leve, G2 — Grupo anemia moderada, G3 — Grupo anemia grave ¢ G4 — Grupo anemia
muito grave e correlacdo de Spearman entre os valores hematologicos e concentracao sérica de PCR.
UEL, Londrina, PR, 2015.

Variavel Gc (n=30) G1 (n=41) G2 (n=24) G3 (n=23) G4 (n=20) P valor Con;’(e:lsgao

6,61° 4.44° 3,17° 2,34 1,55¢ -0,4504
HE* (x106/pL) (6,17-7,48) (3,9 —4,87) (2,85-3,35) (2-2,43) (1,13-1,69) <0,001 (<0,001)

115,3 80,72 53,76 31,75 12,10

13,15° 8,6" 5,4° 4.2 2,3¢ -0,4475
HGB* (g/dL) (12,1-14,6) (7,6-9,5) (5,1-5,8) (3,6-4,6) (1,9-2,7) <0,001 (<0,001)

121,92 87,23 53,17 32,89 11,97

41,7 27° 18,7° 14,3¢ 8,55¢ -0,4599
VG* (%) (39,2-45,7) (24,2-30) (18-19,6) (13,4-15) (7,3-9,5) <0,001 (<0,001)

122,5 86,95 55,09 32 10,5

63,2 61,2 62,2 61,4 59,8 -0,1052
VCM (fL) (60 — 64,9) (60— 65,2) (53,7-65,3) (58,8-64) (55,4-64) 0,328 (0,230)

19,85° 19,45 18,5° 18,3% 17,3 -0,1292
HCM (pg) (19-20,2) (18,6-20) (15,6-19,2) (17,3-20) (15-19,5) <0,001 (0,139)

87,77 78,51 53,63 64,11 458

31,05° 31,2 29,1° 29,3° 27,15° -0,1150
CHCM (%) (30-33) (30,2-32,6) (28-29,8) (26,6-33) (26,2-29,8) <0,001 (0,1893)

87,27 84,89 50,54 56,76 44,32

7750° 14625° 13400 17900 9180* 0,2478
Leucdcitos (L) (6117-9672)  (10242-21850)  (9350-18161)  (9107-31637)  (5950-27150)  <0,001 (0,005)

38,71 75,46 60,64 78,02 53,55

5714* 12860° 11612° 16319° 9675° 0,3143
Seg Abs (uL) (4827-7167)  (7881-20450)  (8600-15740)  (7134-27051)  (6174-28783)  <0,001 (<0,001)

34,57 74,32 65,17 81,02 69,25

1221° 1580® 606° 10974 6874 -0,0715
Linf Abs (uL) (861-1882) (1078-2140) (378-1222) (659-2261) (407-1812) <0,001 (0,429)

69,25 79,43 40,34 67.86 52,96

380° 336" 264° 305° 113° -0,1472
Plaquetas (x103/uL) (312-410) (90-520) (15-476) (1-423) (7,2-367) 0,002 (0,093)

78,33 80,58 63,46 63,47 40,3

Correlagdo de Spearman ao nivel de significancia de 5% r(p). As letras referem-se a comparagdo dos postos
médios pelo teste Student-Newman-Keuls. Valores de referéncia segundo Trall et al. (2006): *Hemacias (HE)
5,5 — 8,5 x10*/uL, *Hemoglobina (HGB) 12-18 g/dL, *Volume Globular (VG) 36-55%, VCM 60-77 fL, VHCM 19-23 pg,
CHCM 32-36 %, Leucbcitos 6,0 — 17 x103/pL, Segmentados 3000 — 11500 pL, Linfocitos 1000 — 1350 pL e Plaquetas
>200000 pL.

Apesar das correlagoes, somente o grupo 3 apresentou leucocitose, os demais grupos permaneceram
com valores medianos dentro da normalidade, entretanto observou-se uma neutrofilia nos grupos 1, 2 e
3 e uma linfopenia nos grupos 2 e 4 quando comparado as medianas obtidas com os valores de
referéncia para cdes (THRALL et al., 20006).

Assim ndo se pretende fazer conclusdes quanto a causa e efeito, mas somente associagdo de eventos,
visto que tanto a anemia quanto o processo inflamatério mesmo que dependentes possuem
mecanismos multifatoriais geralmente em decorréncia a doenga primaria.

Os parametros bioquimicos avaliados, fosfatase alcalina, alanina amino transferase, creatinina, uréia,

glicose, lactato e ferro demonstraram ndo ter correlagdo com os niveis da proteina C reativa (p>0,05),
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em contrapartida a proteina total plasmatica (r= -0,38; p<0,001) e albumina (r=-0,35; p= 0,005)

apresentaram correlagdo negativa com os indices de proteina C reativa (Figura 1).

Figura 1. Grafico de dispersdo dos valores de proteina plasmatica total e albumina em relacdo aos
niveis da proteina C reativa de cdes anémicos atendidos no Hospital Veterinario da Universidade
estadual de Londrina no periodo de Agosto de 2013 a Outubro de 2014. UEL, Londrina, PR, 2015.

r =-0,3783; p<0,0001 1=-0,3490; p = 0,005
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Segundo Thrall et al. (2006) a patogénese da anemia inflamatoria ndo estd totalmente elucidada,
acreditam-se que a causa seja multifatorial. Na avaliacdo laboratorial da anemia inflamatéria foi
observado uma diminuicdo da concentracdo sérica de ferro, capacidade total de ligagdo do ferro
normal ou diminuida e ferritina normal ou aumentada. Apesar dos niveis de ferro ndo terem se
mostrado significativos nas andalises estatiticas, observa-se que 9,25% dos animais (10/108)
apresentavam niveis de ferro abaixo da normalidade para cdes (>50 pg dL™), sendo que todos estavam
anémicos e apresentavam valores de proteina C reativa superiores aos encontrados no grupo controle
(KANEKO et al., 1997; COELHO et al., 2006).

Dos dez animais com deficiéncia de ferro, 30% (n=3) pertencia ao grupo de anemia leve, 10% (n=1)
possuia anemia moderada, 40% apresentava anemia grave (n=4) ¢ 20% apresentava anemia muito
grave (n=2). Os animais apresentavam anemia normocitica, tornando dificil a diferenciagdo entre
anemia decorrente de doenca inflamatoria de anemia ferropriva (MARTINEZ-SUBIELA; CERON,
2005), uma vez que a ferritina, o teste ouro na classificacdo da anemia neste estudo mostrou baixa
sensibilidade com testes imunoldgicos utilizando kits humanos, desta forma destaca-se a importancia
da dosagem da PCR como teste auxiliar na diferenciag@o entre as anemias.

O metabolismo do ferro em quadros de anemia inflamatéria tem sido muito discutido. Embora ocorra
a diminui¢do dos niveis séricos de ferro, a reserva desse mineral encontra-se aumentada, de forma que
se suspeita que a anemia ocorra por falta de disponibilidade do ferro para os precursores eritroides

como provaveis causas, a fagocitose e armazenamento do ferro na forma de ferritina pelos
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macrofagos, diminuigdo da absor¢@o de ferro no trato gastrointestinal, destruicdo de hemacias por
macrofagos ativados e menor secrecao de eritropoitina (THRALL et al., 2006).

Observou no presente estudo também uma redugdo da capacidade de ligagdo do ferro nos pacientes
anémicos sendo que 21 animais apresentaram a capacidade total de ligacdo do ferro (CTLF) abaixo
dos niveis de referéncia para cdes (282-386 pg dL") (KANEKO et al., 1997; COELHO et al., 2006).
Dos 21 cdes, nove apresentavam anemia leve, dois anemia moderada, quatro anemia grave ¢ seis
anemia muito grave, ndo sendo observado alteragdes nos niveis da CTLF do grupo controle. Acredita-
se que o envolvimento do ferro nos processos inflamatdrios seja um mecanismo de defesa do paciente
por disponibilizar menor quantidade de ferro necessario ao crescimento bacteriano (THRALL et al.,
2006).

Na avaliagdo sérica da PCR observou que o grupo controle apresentou mediana de 1,3 mg dL,
inferior aos grupos anémicos, onde os animais com anemia leve (G1), anemia moderada (G2), anemia
grave (G3) e anemia muito grave (G4) apresentaram respectivamente 2,6 mg dL™, 2,8 mg dL™, 2,7 mg
dL' e 2,85 mgdL".

Eckersall et al. (1991) relataram em seus estudos que valores séricos da PCR em cées, baixos ou
indetectaveis, sdo indicativos de auséncia de processos patologicos, resultados estes que corroboram
com este estudo, onde o grupo controle apresentava baixos niveis de proteina C reativa com mediana
de 1,3 mg dL"'. Apesar de bem difundida na medicina humana, a técnica de imunoturbidimetria é
pouco difundida na medicina veterinaria existindo apenas alguns trabalhos que a utilizam, dificultando
parametros de comparacdo e determinagdo de valores de referéncia. Segundo Yamamoto et al., (1994)
apesar de ser um método simples, rapido e sensivel, é pouco difundido por requerer instrumentos
especializados, elevando o custo dos exames. Nakamura et al. (2008), utilizando a mesma técnica
empregada no presente estudo, avaliaram 928 cdes com diferentes afec¢des e determinaram que os
valores iguais ou inferiores a 0,95 mg dL™' estavam na faixa de normalidade. Possiveis explicagdes
para a diferenca dos valores justificam-se, pois os kits utilizados por Nakamura et al., (2008) eram
especificos para cdes, enquanto no presente estudo foi utilizado kits humanos, outro fator ¢ o nimero
amostral superior ao utilizado neste estudo. Segundo Yamamoto et al. (1992), a PCR humana
apresenta composi¢ao diferente da canina, de forma que para a acuracia e aplicabilidade do teste se
faria necessario o uso especifico de anticorpos anti-PCR canino. Entretanto, os resultados
apresentados no presente estudo, mostraram ser possivel o uso do kit humano para a dosagem da PCR
em caes, pois embora os resultados do grupo controle tenham sido acima do encontrado por Nakamura
et al. (2008), houve uma grande diferenca entre este grupo e o grupo dos pacientes anémicos.

Assim, comparando os grupos experimentais foi observada uma diferenca estatistica significante entre
os animais anémicos e o grupo controle (figura 2A), entretanto ndo foi evidenciada diferenca quanto a
severidade da anemia. Estudo avaliando o comportamento da concentragdo sérica da PCR frente a
severidade da doenga mixomatosa da valva mitral também observou o mesmo comportamento de

diferenca entre animais doentes e saudaveis, mas sem correlacio com a severidade da doenga
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(LJUNGVALL et al., 2010). Entretanto, quando se comparou a concentragao sérica da PCR
com o volume globular observou uma correlagao negativa (r= -0,45; p= <0,001), demonstrado na

figura 2B.

Figura 2. Grafico Boxplot da distribuicdo da proteina C reativa em relagdo aos niveis de anemia
naturalmente adquirida em cées atendidos no Hospital Veterindrio da Universidade Estadual de
Londrina no periodo de Agosto de 2013 a Outubro de 2014. G1 - (VG entre 21,1 e 36%), G2 - (VG
entre 16,1 e 21%), G3 - (VG entre 10,1 e 16%), G4 - (VG menor 10%) E GC (VG > 36%). UEL,
Londrina, PR, 2015.
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Os dados do estudo em tela demonstram que a PCR pode ser usada ndo somente como indicador de
processo inflamatorio, mas também ser interpretada como possivel consequéncia da anemia, que pode
provocar hipoxia tecidual e morte celular, concordando com os achados de Martinez-Subiela et al.
(2005) e Matijatko et al. (2007) que afirmam, quanto mais grave o dano tecidual maior € a resposta das

proteinas da fase aguda.

CONCLUSOES

Mediante os resultados apresentados conclui-se que a proteina C reativa possui correlacdo com os
valores do volume globular, mas ndo evidencia diferencas estatisticas quanto a severidade da anemia.
Sem pretensdoes de informar sobre causa e efeito inferimos que através da PCR torna-se claro a
associacdo de eventos inflamatorios com quadros anémicos.

Também demonstrou-se a aplicabilidade da técnica de imunoturbidimetria com kits humanos para
dosagem desta proteina de fase aguda de cdes, apresentando um parametro laboratorial importante na

avaliacdo da inflamacéo.
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6 CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste estudo permitem concluir que:

— A hipdxia anémica pode promover lesdes as células miocardicas em pacientes com
varios graus de anemia.

- A conduta clinica do paciente anémico deve ser revista, levando em consideragdo as
concentragdes dos biomarcadores cardiacos, principalmente a Troponina I juntamente com a
avaliacdao individual, que poderd mostrar a necessidade de terapias de reposi¢do como
oxigénioterapia e transfusdo sanguinea mais precocemente do que vem sido instituido.

- A proteina C reativa possui correlagdo positiva com a severidade da anemia.

— Sem pretensdes de informar sobre causa e efeito inferimos que através da PCR torna-
se claro a associa¢do de eventos inflamatorios com quadros anémicos.

- A aplicabilidade da técnica de imunoturbidimetria com kits humanos para dosagem da
PCR de caes, apresentou-se um parametro laboratorial importante na avaliacao da inflamagao
€ anemia em caes.

— Deve ser dada maior atengdo ao ferro mediante a compreensdo de seu mecanismo
fisiolégico, ndo negligenciando a deficiéncia ferropriva em caes, mesmo que esta seja

incomum.
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