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RESUMO

PISSETTI, H.M.C. Capitulo | - Ecocardiografia em cées da raca Shih-tzu - Efeitos

do peso corporal, indice de massa corporal (IMC), condi¢cdo corporal, idade e
género no estabelecimento de valores de referéncia; Capitulo Il = Ocorréncia de
dirofilariose em cées do municipio de Lages - SC. Tese (Doutorado em Ciéncia
Animal) — Universidade do Estado de Santa Catarina. Programa de Pds-Graduacgéo
em Ciéncia Animal, Lages, 2019.

Tamanho, idade, género, peso e conformacao corporal e toracica podem influenciar
significativamente nos parametros ecocardiograficos. O numero de cées da raca Shih-
tzu tem crescido significativamente nos ultimos anos no Brasil, evidenciando assim a
necessidade de estudos especificos para esta raca. Os objetivos deste estudo foram:
Fase | - Investigar a influéncia do peso corporal, indice de massa corporal (IMC),
condicao corporal, idade e género nos parametros ecocardiograficos em cées da raca
Shih-tzu e determinar os pardmetros ecocardiograficos normais na raca supracitada;
Fase Il - Investigar a ocorréncia de dirofilariose em cées da raca Shih-tzu e outras
ragas avaliadas, provenientes do municipio de Lages — SC. Foram avaliados 44 cées
da raga Shih-tzu, sendo 24 machos e 20 fémeas, entre um e 14 anos, com peso
corporal de 3,1 a 9,4 kg. Foram realizados exame fisico completo, hemograma,
bioguimica sérica de todos animais utilizados para esta pesquisa. Na sequéncia foram
realizadas as avaliacdes de pressdo arterial sistolica (PAS), através de doppler
vascular, e a ecocardiografia. A média da PAS dos animais avaliados foi de 140 +15
mmHG. Para os parametros SIVd, DIVEd, DIVEs e PPVEd, obtidos em modo M, foram
observadas divergéncias em relacao a estudos similares para cdes com peso corporal
semelhantes aos avaliados neste estudo. Referente aos parametros relativos ao fluxo
transmitral, foram observadas médias diferentes das relatadas na literatura, para
racas de peso corporal semelhante, e ndo foi observado influéncia das diferentes
faixas de idade nos valores de ondas E, A e TRIV. As amostras de sangue total,
colhidas com EDTA, foram armazenas para extracao de DNA e detecc¢ao de Dirofilaria
immitis pela PCR. Além dos 44 animais utilizados na fase |, também foram avaliados
mais 30 cdes para deteccdo de DNA D. immitis no sangue. Todos animais
apresentaram resultado negativo na PCR para pesquisa de D. immitis. Conclui-se que
€ essencial a utilizacdo de valores de referéncia raca especificos, como os descritos
neste estudo, para interpretacao dos resultados de ecocardiograma em cées da raca
Shih-tzu. Nas amostras analisadas de sangue de cées, provenientes da cidade de
Lages, Santa Catarina, ndo foram observados animais positivos para D. immtis.

Palavras-chave: ecocardiografia, Shih-tzu, valores de referéncia, Dirofilaria immits.



ABSTRACT

PISSETTI, H.M.C. Chapter | - Echocardiography in Shih-tzu dogs - effects of body
weight, body weight index (BWI), body condition, age and gender in the
establishment of reference values; Chapter Il - occurrence of Dirophilariosis in
dogs of Lages - SC. Thesis (Doctorate in Animal Science) - State University of Santa
Catarina. Graduate Program in Animal Science, Lages, 2018.

Size, age, gender, weight and body and thoracic conformation may influence
echocardiographic parameters. The number of characters of the Shih-tzu breed has
grown in recent years in Brazil, thus evidencing the need for specific studies for this
breed. The objectives of this study were: Phase | - To investigate body weight strength,
body mass index (BMI), body condition, age and genetic order in race criteria. Phase
Il - Investigate the occurrence of problems in Shih-tzu dogs and other breeds
evaluated, from the municipality of Lages - SC. Thirty-four Shih-tzu dogs were
evaluated, being 24 males and 20 females, between one and 14 years old, with body
weight of 3.1 to 9.4 kg. Complete chemical detoxification, blood count, serum
biochemistry of all animals used for this research. The systolic blood pressure was
measured using vascular doppler and a echocardiography. The mean SBP of the
animals was evaluated at 140 £+ 15 mmHG. The parameters SIVD, DIVEd, DIVES and
PPVEd, visualized in M mode, differences were observed in relation to a similar study
for dogs with body weight. References to the flow spectrum transmit, different types of
literature were observed in the literature, similar body weight scales, and were not
identified as being used in the age groups in E wave, A wave and TRIV values. As
whole blood samples, collected with EDTA, were stored for DNA extraction and
detection of Dirofilaria immitis by the PCR technique. In addition, the experimental tests
were performed in phase I, plus more than 30 channels were evaluated for D. immitis
DNA detection in the blood. This was held using diet-specific primers: for a "forward
Diro" and "reverse Diro". The influence of PCR on antigen search for Dirofilaria immitis.
It is concluded that the use of reference values as specific for this study is essential for
the interpretation of echocardiographic results in Shih-tzu dogs. The samples of blood
from dogs from the city of Lages, Santa Catarina, are not positive cases for D. immtis.

Key words: echocardiography, Shih-tzu, reference values, Dirofilaria immits.
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“Faca o melhor que vocé pode, nas condi¢gdes que vocé tem, enquanto vocé nao
tem condi¢cdes melhores, para fazer melhor ainda! ”

(Mario Sérgio Cortela)



RESUMO

1 CAPITULO | - ECOCARDIOGRAFIA EM CAES DA RACA SHIH-TZU - EFEITOS
DO PESO CORPORAL, INDICE DE MASSA CORPORAL (IMCC), CONDICAO
CORPORAL, IDADE E GENERO NO ESTABELECIMENTO DE VALORES DE
REFERENCIA.

Tamanho, idade, género, peso e conformacao corporal e toracica podem influenciar
significativamente nos parametros ecocardiograficos. A grande variacdo de peso e
conformacao corporal encontrada nas diferentes racas de cdes pode ser um fator
limitante na interpretacdo do exame ecocardiografico. O nimero de caes da raca Shih-
tzu tem crescido significativamente nos ultimos anos no Brasil, evidenciando assim a
necessidade de estudos especificos para esta raca. Os objetivos deste estudo foram
investigar a influéncia do peso corporal, indice de massa corporal (IMC), condicédo
corporal, idade e género nos parametros ecocardiograficos em cées da ra¢a Shih-tzu
e determinar os parametros ecocardiograficos normais na raca supracitada. Foram
avaliados 44 cées da raca Shih-tzu, sendo 24 machos e 20 fémeas, entre um e 14
anos, com peso corporal de 3,1 a 9,4 kg. Foi realizado exame fisico completo,
hemograma, bioquimica sérica de todos animais utilizados para esta pesquisa. Na
sequéncia foram realizadas as avaliagbes de pressdo arterial sistélica, através de
doppler vascular e a ecocardiografia. Foram tomados os resultados de trés medidas
para cada parametro ecocardiografico e realizada estatistica descritiva para estes
dados. Os parametros ecocardiograficos também foram comparados de forma
descritiva com os valores de normalidade para a populacdo canina em geral. Foi
realizado o teste de Shapiro-Wilk para verificar se os dados possuiam distribuicéo
normal e posteriormente a analise de varidncia. A média da PAS dos animais
avaliados foi de 140 £15 mmHG. Para os parametros SIVd, DIVEd, DIVEs e PPVEd,
obtidos em modo M, foram observadas divergéncias entre os resultados obtidos em
estudos similares (com cées de peso corporal semelhante) e aos observados no
presente estudo. Referente aos parametros relativos ao fluxo transmitral, foram
observadas médias diferentes das relatadas na literatura, para racas de peso corporal
semelhante, e ndo foi encontrada influéncia da idade nos valores de ondas E, A e
TRIV. Conclui-se que, devido aos valores diferenciados encontrados neste estudo, em
relacdo a outras racas, para diversos parametros e indices ecocardiograficos, é
essencial o delineamento de pardmetros ecocardiograficos raga-especificos.

Palavras-chave: ecocardiografia, Shih-tzu, parametros de referéncia, caes, valores
normais.



ABSTRACT

1 CHAPTER 1: ECHOCARDIOGRAPHY IN SHIH-TZU DOGS - EFFECTS OF BODY
WEIGHT, BODY WEIGHT INDEX (IMCC), BODY CONDITION, AGE AND GENDER
IN ESTABLISHMENT OF REFERENCE VALUES

Size, age, gender, weight and body and thoracic conformation may influence
significantly the echocardiographic parameters. The number of dogs of the Shih-tzu
breed has grown significantly in recent years in Brazil, thus evidencing the need for
specific studies for this breed. The objectives of this study were to investigate the
influence of body weight, body mass index (BMI), body condition, age and gender on
echocardiographic parameters in Shih-tzu dogs. Thirty-four Shih-tzu dogs were
evaluated, being 24 males and 20 females, between one and 14 years old, with body
weight of 3.1 to 9.4 kg. A complete physical examination, blood count, serum
biochemistry of all animals used for this research was performed. Systolic blood
pressure measurements were then performed using a vascular Doppler and
echocardiography. The results of 3 measurements were taken for each
echocardiographic parameter and a descriptive statistic was performed for these data.
The Shapiro-Wilk test was performed to verify if the data had a normal distribution and
later the analysis of variance. The mean SBP of the animals evaluated was 140 = 15
mmHG. For the SIvd, DIVEd, DIVEs and PPVEd parameters obtained in M mode,
divergences were observed in relation to similar studies for dogs with body weight
similar to those evaluated in this study. Regarding the parameters related to the
transmitral flow, we observed different means of those reported in the literature, for
races of similar body weight, and no influence of the different age ranges was found
on E, wave A and TRIV values. It is concluded that, due to the differential values found
in this study, in relation to other races, for several parameters and echocardiographic
indices, the design of race-specific echocardiographic parameters is essential.

Key words: echocardiography, Shih-tzu, reference parameters, dogs, normal values.
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1.1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, os cuidados dispensados aos animais de estimacgao
cresceram expressivamente. O Ultimo censo realizado pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) (2015) estimou a populacdo de cdes em domicilios
brasileiros em 52,2 milhdes, o que d4 uma média de 1,8 cachorro por domicilio. Estes
dados revelam que, no Brasil, existem mais cachorros de estimacao do que criangas.
Este contexto coloca o cdo assumindo papel de membro da familia, o que influencia
diretamente no nivel de atencao, cuidado e investimento em saude dos tutores para

com Sseus animais.

Além dos cées apresentarem-se mais representativos em numero nas familias,
a maior proximidade dos humanos e o aumento no nivel de investimento em saude
resultou num aumento expressivo na expectativa de vida desta espécie nas ultimas
décadas. Diante desta nova realidade, a cardiologia destaca-se como especialidade
na clinica de cdes e gatos, visto que a incidéncia de patologias cardiovasculares
adquiridas aumenta proporcionalmente a idade dos animais. Neste contexto, a
avaliacdo da “saude” cardiaca envolve diversas mensuragdes ecocardiograficas, as
quais descrevem tamanho, forma e funcéo do coracéo. Estas mensuracdes podem
variar em funcdo da raca, género, idade, peso corporal e frequéncia cardiaca dos
animais (MORRISON et al., 1992, LANG et al.,, 2003; CORNELL et al., 2004,
BAVEGEMS et al., 2007; LOBO et al., 2008; WESS et al., 2010; LOCATELLI et al.,
2011; MISBACH et al. 2014).

Em um passado recente, as técnicas de radiografia toracica, eletrocardiografia
e afericdo da presséo arterial eram as principais utilizadas na avaliacéo cardiaca de
animais de estimacdo (HENIK, 2002). Porém, com o avan¢o dos métodos de
diagnéstico na medicina veterinaria, a ecocardiografia passou a ganhar espaco e
importancia, tendo em vista, sua aplicabilidade na avaliacdo morfol6gica cardiaca e
hemodinamica do paciente (MANNION, 2006). A avaliacdo estrutural e funcional do
coracdo e grandes vasos, realizada pela ecocardiografia, permite o diagnéstico de
diversas alteracdes cardiacas, como afec¢Bes valvulares, anomalias congénitas,
distirbios de contracdo do miocardio e efusdo pericardica, assim como o
acompanhamento do tratamento instituido. Fornece ainda informacgdes sobre a

gravidade das lesdes cardiacas e suas consequéncias hemodindmicas sobre o
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coracdo (LUSK e ETTINGER, 1990; YAMATO, 2001; HENIK, 2002; KIENLE e
THOMAS, 2005).

O exame ecocardiografico consiste em uma avaliacao critica e coerente sobre
a morfologia e a funcionalidade do coracdo. A analise qualitativa pelo
ecocardiografista nem sempre fornece informacgdes precisas sobre a morfologia e
funcdo do coracéo, fazendo-se necessario padronizar medicfes, as quais permitem
comparar as observacdes efetuadas com valores ditos normais para caes e
determinar se o animal se encontra saudavel ou com alguma doenca cardiaca. A
interpretacdo do exame ecocardiografico depende tanto da avaliagdo qualitativa,
guanto da avaliacao quantitativa das estruturas cardiacas, por meio dos modos Be M
(HALL et al., 2008). Della torre et al. (2000) ainda citam que cées de diferentes racas

com 0 mesmo peso apresentam diferentes valores ecocardiograficos.

Segundo Castro et al. (2011), dentre as principais limitacbes do uso dos
parametros e indices ecocardiograficos esta a variacdo entre as diferentes racas de
cées. Hall et al. (2008) observaram que o peso corporal influencia menos nos
parametros ecocardiograficos do que as variacdes entre diferentes racas. Diversos
estudos foram realizados com intuito de padronizar os valores ecocardiograficos em
racas caninas como Pastor Alemao, Poodle Miniatura, Golden Retriever, Boxer,
Schnauzer miniatura, English Bull Terriers e York-shire (MUZZI et al., 2000; YAMATO
et al., 2006; PELLEGRINO et al., 2007; SILVA et. al., 2008, CASTRO et al., 2011).
Morrison et al. 1992 ainda observaram que, diferencas nos valores ecocardiograficos,
entre as racas, independentes do peso, também sédo encontradas, fato que ressalta a
importancia de estudos especificos para cada raca canina. Para a raca Shih-tzu, ndo
existem publicacdes padronizando parametros e indices ecocardiogréaficos, até o
presente momento.

Foram observados impactos significativos dos valores de massa e peso
corporal nos parametros ecocardiograficos, devido as grandes varia¢des de tamanho
e conformacdo dentro da populacdo canina, (SISSON e SCHAUFFER, 1991,
MORRISON et al., 1992; SNYDER et al., 1995). Alguns estudos demonstraram que
idade e/ou género influenciaram nas variaveis ecocardiograficas, justificando a
avaliacdo do impacto destas variaveis, dentro de uma mesma raca, proposto no
presente estudo (LONSDALE et al., 1998; VOLLMAR et al., 1999; KAYAR et al., 2006;
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MUZZI et al., 2006; BAVEGEMS et al., 2007; LOBO et al., 2008; VOROS, et al., 2009;
LOCATELLI et al., 2011).

A raca Shih-tzu, assim como outras racas caninas, tem sua origem associada
a uma lenda que trata do simbolo do amor impossivel entre uma princesa chinesa e
um mongol (povo predominante no Tibete). Segundo essa lenda, diante da
impossibilidade de realizarem o casamento, o casal resolveu cruzar um legitimo
representante da China, o Pequinés, com um representante do Tibete, o Lhasa Apso.
Da unido das racas surgiu o Shih-Tzu, simbolizando tudo o que ha melhor nas duas
culturas, e o amor entre os dois povos. Seu nome significa "cdo ledo que nunca
desiste” (FLOGE, 2009). O numero de cades da raca Shih-tzu tem crescido
significativamente nos ultimos anos no Brasil. Na cidade de Lages, Santa Catarina,
em um levantamento de atendimentos de cées, realizado em um estabelecimento
particular, observou-se que, em um periodo de um ano, foram atendidos 5678 cées,
destes 1522 (26,8%) eram sem raga definida (SRD), 580 (10,23%) da raga York-Shire
e 510 (9%) da raca Shih-tzu, evidenciando a ascensao regional desta raca (Dados
Pessoais).

Tendo em vista o significativo aumento populacional dos cdes raca Shih-tzu, as
cardiopatias adquiridas que o0s acometem, a variabilidade dos parametros
ecocardiograficos entre as racas caninas e a escassez de trabalhos visando ao estudo
ecocardiografico na raca citada, o presente estudo tem por objetivo determinar os
parametros ecocardiograficos em cées da raca Shih-tzu e investigar a influéncia do

peso corporal, idade e género nos parametros ecocardiograficos em caes desta raca.
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1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1 ECOCARDIOGRAFIA

A ecocardiografia permite uma visualizagdo ndo invasiva e ndo ionizante do
aparelho cardiovascular, incluindo as artérias aorta e pulmonar, os ventriculos e os
atrios as auriculas e as valvulas cardiacas (ABDUCH, 2004; BOON, 2011). Assim,
este exame possibilita uma avaliacédo estrutural e funcional, fornecendo importantes
informacdes acerca do estado hemodinamico do paciente (MANNION, 2006). A rapida
frequéncia de aquisicao das imagens, através da ecocardiografia, permite a avaliacdo
do movimento cardiaco ao longo do tempo, tornando possivel avaliar a funcao
mecanica cardiaca de modo ndo invasivo (KIENLE e THOMAS, 2005). Além disso, o
ecocardiograma possibilita o diagnoéstico de diversas altera¢des cardiacas, como
afeccbes valvulares, anomalias congénitas, distirbios de contracdo do miocardio e
efuséo pericardica, assim como permite 0 acompanhamento do tratamento instituido.
Fornece ainda informacdes sobre a gravidade das lesdes cardiacas e suas
consequéncias hemodinamicas sobre o coragdo (LUSK e ETTINGER, 1990;
YAMATO, 2001; HENIK, 2002; KIENLE e THOMAS, 2005).

Segundo Smith et al. (2015) a ecocardiografia € o exame néo invasivo, padrao-
ouro, para o diagnéstico de doencas cardiovasculares. Atualmente, considera-se a
ecocardiografia como exame que fornece ao clinico o diagnostico definitivo da
Degeneracao Valvar Cronica de Mitral (DVCM) (CHAMAS, 2011). A ecocardiografia
com estudo doppler permite avaliar a presenca e intensidade da regurgitacdo, assim
como sua localizacdo no atrio esquerdo, permitindo identificar a existéncia e a
severidade das valvopatias e suas consequéncias hemodinamicas (MOISE e FOX,
1999; BOON, 2011).

O exame ecocardiografico geralmente comeca com a avaliacédo bidimensional
(modo-B), a qual permite uma avaliagdo mais abrangente da anatomia e relagbes
espaciais cardiacas e de grandes vasos (BOON, 2011). Outras modalidades de
imagem, como modo de movimento (modo-M) e ecocardiografia Doppler sdo guiadas

pela imagem bidimensional e realizadas simultaneamente (MANNION, 2006).
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A ecocardiografia em modo-M é uma técnica unidimensional que emprega um
feixe estreito, parecido com uma agulha, que é conduzido manualmente, para
obtencéo de imagens de estruturas importantes. A principal utilidade deste modo é a
mensuracao dos diametros das camaras cardiacas e espessuras de suas paredes, da
movimentagcdo da parede, das dimensfes dos grandes vasos e da movimentagao
valvar (BONAGURA, 1983; RISHNIW e HOLLIS, 2000).

A ecocardiografia Doppler utiliza mudancas na frequéncia de um feixe de
ultrassom que ocorre quando esse é refletido a partir do movimento dos elementos
celulares sanguineos para medir a velocidade do fluxo sanguineo, o qual, através de
um registro grafico, permite uma avaliacdo néo invasiva de tempo, direcdo e
caracteristica do fluxo sanguineo dentro do coracdo de dos grandes vasos (MOISE e
FOX, 1999).

Segundo Lester et al. (2008), a disfuncdo diastélica se caracteriza pela
presenca de alteracbes miocardicas durante a diastole e nao resulta,
necessariamente, em informacfes sobre o status clinico do paciente. A funcéo
diastélica envolve diversos fatores que interagem entre si, como 0 relaxamento
miocardico, contracao atrial, fases de enchimento ventricular rapido e lento, pericardio
e propriedades elasticas do coracdo (BOON, 2011). As principais consequéncias da
perda na funcao diastélica sédo: prolongamento do tempo de relaxamento miocardico
e desuniformidade no relaxamento, reducao da elasticidade ventricular, aumento da
resisténcia e pressdo durante enchimento ventricular diastélico (FAGGIANO et al.,
1995). Segundo Ommenn (2000), a avaliacdo da funcdo diastélica através da
associacao das variaveis obtidas por meio do estudo do fluxo transmitral e do doppler

tecidual tem se mostrado semelhante a avaliag@o por técnicas invasivas.

Kierberger et al. (1992) avaliaram a influéncia da raca, idade, sexo, frequéncia
cardiaca e peso corpéreo nas variaveis ecocardiograficas de fluxo sanguineo em cées
e observaram que: com aumento do peso corporeo diminui a velocidade do fluxo
transvalvar esquerdo e de fluxo pulmonar; o aumento da frequéncia cardiaca leva a
um aumento da velocidade de fluxo atrioventricular esquerdo e de fluxo pulmonar e a
diminuicdo do tempo de enchimento diastolico; machos apresentam velocidades de
fluxo maiores do que fémeas; a velocidade de fluxo atrioventricular direito € maior nos
pastores alemaes do que nos Beagles, o que evidencia a necessidade de estudos

raca-especificos.
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Morrison et al. (1992) investigaram a influéncia da raca e peso corporal nas
variaveis ecocardiograficas. Neste estudo foram avaliados e comparados,
estatisticamente, parametros ecocardiograficos de 80 céaes, clinicamente normais, de
quatro racas morfologicamente variadas (Afgan Hound, Golden Retriever, Pembroke
Welsh Corgi e Poodle miniatura), constatando-se diferenca significativa para a média
dos parametros dimensdo da cavidade do ventriculo esquerdo, espessura do septo
interventricular, espessura da parede livre do ventriculo esquerdo, distancia do septo
ao ponto E, dimenséo da raiz da aorta no final da diastole, dimensao do atrio esquerdo
e fracdo de encurtamento, entre as racas e entre caes de pesos diferentes. Estes
achados ressaltam a importancia de pesquisas especificas para cada raca canina,
para estabelecer os valores ecocardiogréaficos de referéncia, visto que a interpretacao
dos resultados, utilizando valores de referéncia indevidos, pode levar a erros de

avaliacédo e, consequentemente, falha no diagndstico das doencgas cardiacas.

Crippa et al. (1992) avaliaram os parametros ecocardiograficos em 50 caes da
raca Beagle, saudaveis, machos e fémeas, encontrando diferenca significativa para a
medida da parede livre do ventriculo esquerdo, a qual mostrava-se mais espessa nos
machos em relacéo as fémeas. O didmetro interno do ventriculo esquerdo apresentou
correlagdo positiva com o peso destes caes, porém 0S outros parametros ndo se

correlacionaram com esta variavel.

Page et al. (1993) avaliaram os parametros ecocardiograficos em 16 caes da
raca Greyhound e compararam os valores ecocardiograficos com outras racas de
tamanho e peso corporal similar, encontrando, no referido estudo, valores
consensualmente maiores para posterior do ventriculo esquerdo (PPVE), tanto em
sistole quanto diastole.

Snyder et al. (1995) avaliaram os parametros ecocardiograficos em cées da
raca Greyhound e comparou estes resultados com outras ragas, encontrando
diferenca significativa na média dos valores da cavidade do ventriculo esquerdo,
parede livre do ventriculo esquerdo, intervalo de tempo sistélico e fragdo de
encurtamento. Neste estudo, os autores evidenciam que, mesmo com a indexacao
dos valores para area de superficie corporal e peso corporal, as diferencas
observadas permaneceram, sugerindo que tanto raca, quanto conformacao corporal,

devem ser considerados na interpretacdo de estudos ecocardiograficos em céaes.
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Vollmar (1999) estudou 262 cées da raca Wolfhound Irlandés para obtencao
dos valores de referéncia para a raca e sua correlacdo com idade, sexo e peso
corporeo. Neste estudo diversos parametros ecocardiograficos apresentavam
correlacéo linear significativa com peso corporal e idade. O sexo dos animais nao

exerceu influéncia sobre os valores ecocardiogréficos.

Della Torre et al. (2000) utilizaram 60 cédes do grupo de racas dos galgos
(Greyhound, Greyhound lItaliano e Whippet) para investigar a influéncia das medidas
corporeas sobre os valores ecocardiograficos em cées de portes diferentes, mas de
conformacdo somatotipica similar. Foi identificada alta correlacdo entre os valores
ecocardiograficos e as medidas corpoéreas, principalmente a area de superficie
corpOrea. Este estudo ainda enfatiza que a relacdo entre as mensuracdes
ecocardiograficas e a area de superficie corpérea sdo mais similares para caes de
somatotipo idéntico do que naquelas com tamanhos e conformacdo corporal

diferentes.

Muzzi et al. (2000) utilizaram os valores dos parametros ecocardiograficos
obtidos de 60 caes da raca Pastor Alemao, clinicamente sadios, 31 machos e 29
fémeas, com idade variando entre um e cinco anos, para padronizacdo destas
variaveis na raca citada. Os autores observaram que a relacdo espessura do septo
interventricular e parede posterior, no final da diastole, relacdo diametro do &trio
esquerdo e aorta, porcentagem de espessamento sistélico do septo interventricular,
porcentagem de espessamento sistolico da parede posterior de ventriculo esquerdo e
porcentagem de encurtamento sistélico do diametro ventricular esquerdo ndo se

correlacionaram com o peso corporal, sexo ou idade.

Segundo Yamato (2001) em vista da grande diversidade de variaveis que
influenciam os parametros e indices ecocardiograficos, € essencial que se
estabelecam os valores de referéncia para estes dados para cada raca de caes,
enfatizando a importancia da proposta de padronizacdo de indices e valores

ecocardiograficos em caes da raca Shih-Tzu, vigente neste estudo.

Tendo em vista ainda que as mensuracdes dos parametros ecocardiograficos
podem variar conforme o0 peso corporeo, superficie corpérea e conformacao

corporeos, escore corporal de gordura, raca e idade (GOODING, 1986; CRIPPA,
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1992; MORRISON, 1992; DELLA TORRE, 2000) justifica-se a coleta destes dados

para posterior avaliacao estatistica e correlagbes como proposto nesta pesquisa.

Leary et al. (2003) avaliaram os parametros ecocardiograficos em 14 cées da
raca English Bull Terrier, considerados saudaveis na auscultagdo e ao exame
eletrocardiogréfico, encontrando maior espessura da parede ventricular esquerda e
diametros de raiz adrtica menores em relacdo aos parametros padronizados para
outros cédes de tamanho corporal comparavel. Os autores ainda observaram
velocidades de fluxo adrtico maiores do que as relatadas para outras ragas, o que foi
associado a um menor didmetro adrtico ou outra anormalidade na via de saida do
ventriculo esquerdo, e também, possivelmente, a uma hipertrofia ventricular esquerda
“fisiolégica”, especifica da raga. Os autores enfatizam que a ndo utilizacdo de

parametros especificos para a raca pode resultar em diagndésticos imprecisos.

Yamato et al. (2006) avaliaram 30 caes, da raca Poodle, sendo 09 machos e
21 fémeas com idades entre 2 a 7 anos (3,87+1,55) e peso corpdéreo variando de 2,0
a 8,7 quilos (4,49+1,38) para padronizacdo dos parametros ecocardiograficos, em
modo M. Os autores concluiram que o peso possui correlacao linear positiva e
significativa em relacdo ao diametro do ventriculo esquerdo na diastole (DVEd) e na
sistole (DVES), a espessura do septo interventricular na diastole (SIVd) e na sistole
(SIVs), a espessura da parede livre do ventriculo esquerdo na diastole (PVEd) e na
sistole (PVEs), ao diametro da artéria aorta (Ao), ao diametro do atrio esquerdo (AE)
e a distancia entre o ponto E do folheto anterior da valvula mitral e o septo
interventricular (dES). A altura também apresentou coeficientes de correlacéo
positivos e significativos, em relacdo ao DVE na diastole e na sistole, a PVE na
diastole e na sistole, a SIV na diastole e na sistole, & Ao e a dES. A idade do animal,
por sua vez, ndo demonstrou correlacéo significativa, com o SIvd, o SIVs, a PVEd, a
PVEs, o AE, Ao, a AE/Ao e a dES.

Bavegems et al. (2007) delinearam a padronizacdo dos parametros
ecocardiograficos em 105 cées da raca Wippet onde descobriram que esta raca
apresenta diametro e parede do ventriculo esquerdo e septo interventricular
significativamente maiores do que o esperado para o peso destes animais. Além
disso, estes autores observaram que a fracdo de encurtamento era menor, comparada
com outras racgas de peso corporal semelhante e, ainda, observaram diferenga para o

tamanho da cavidade do ventriculo esquerdo, tanto em diastole, quanto em sistole,
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entre machos e fémeas, mesmo levando em consideracdo as diferencas de peso
corporal entre os dois géneros. Diante destes achados, os autores evidenciam a
necessidade de estudos de padronizacdo de valores ecocardiograficos especificos

para cada raca.

Pellegrino et al. (2007) avaliaram 41 caes da raca Golden Retriever,
clinicamente sadios, através da ecocardiografia visando padronizacéo dos valores de
referéncia, para este exame, na raca acima refeida. Concluiram que o peso corporeo
tem influéncia positiva sobre a maioria dos parametros ecocardiograficos em modo M,
mas néo influencia a maior parte dos par@metros da ecocardiografia Doppler. Além
disso, os parametros ecocardiograficos sdo passiveis de variacdo dentro de uma

mesma raca canina.

Silva et al. (2008) determinaram parametros ecocardiograficos de funcao
ventricular esquerda em duas racas de somatotipos diferentes (Boxer e Schnauzer
miniatura). Para tanto, foram utilizados 24 cées da raca Schnauzer Miniatura, com
média de peso de 8,4+1,6kg, e 24 cdes da raca Boxer, com média de peso de
25,1+2,6kg. Os valores do indice de performance do miocardio, dos indices de fase
de ejecdo, do periodo de pré-ejecdo, da relacdo periodo de pré-ejecao/periodo de
ejecao e do tempo de desaceleracdo da onda E do fluxo mitral diferiram entre as duas

racas.

Castro et al. (2011) realizaram um estudo para padronizacdo dos parametros
ecocardiograficos em caes da raca York-Shire Terrier, utilizando 30 cées adultos,
machos e fémeas, clinicamente sadios, com peso médio de 2,42+0,64kg e idades
entre um e seis anos. O diametro do atrio esquerdo e da aorta, a dimenséo interna do
ventriculo esquerdo na diastole e na sistole, a espessura do septo interventricular na
diastole e na sistole, e a espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo na
diastole e na sistole correlacionaram-se com o peso corporal. As demais variaveis do
modo-M n&o se correlacionaram com peso corporal, sexo ou idade. Os autores
concluiram que os valores ecocardiograficos obtidos neste estudo podem ser

utilizados como referéncia para cdes dessa raga.

Jacobson et al. (2013) definiram os valores de referéncia para a raca Border
Collie identificando, neste estudo, em comparacdo com outras publicacbes de

padronizacdo de parametros ecocardiograficos em ragas similares que os valores de



25

DDVE em diastole e sistole foram maiores, parede septal do ventriculo esquerdo e

fracdo de encurtamento menores.

Misbach et al. (2014) avaliaram o efeito do peso corporal, idade, género na
formulacéo dos valores de referéncia ecocardiograficos em caes da raga Cavalier King
Charles Spaniel. Neste estudo foi verificado que o um efeito significativo do peso
corporal para todas as variaveis, exceto para relagdo atrio esquerdo aorta e relacéo

onda E e onda A do fluxo transmitral.

Giraut et al. (2019) avaliaram os parametros ecocardiograficos especificos para
raca Saluki, sendo verificado que o peso corporal foi um preditor significativo da
avaliacdo de diametros ventriculares esquerdos, volumes ventriculares esquerdos e
EPSS. As associacfes entre o peso corporal e as variaveis ecocardiogréficas foram
melhor descritas pelos modelos de regressao linear multipla aplicados neste estudo,

fornecendo valores de referéncia baseados no peso corporal, dentro raca citada.

7z

Para racas especificas ndo € esperada uma variabilidade importante de
tamanho e peso entre os animais, no entanto, o indice de massa corporea (IMC) pode
variar entre os individuos. Portanto, o mesmo padréo observado na espécie humana
(ENGELI, 2003), na qual a obesidade altera os indices ecocardiograficos e esta
associada ao aumento da pressao arterial sistémica, seria esperado nos caninos
obesos. No entanto, a literatura é escassa em relacdo a estes efeitos na espécie
canina, justificando o célculo desta variavel e sua correlagdo com os parametros

ecocardiograficos proposto neste estudo.
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1.3 JUSTIFICATIVA

Como citado, em diversos artigos descritos na revisao bibliografica, uma das
principais limitacdes do uso de parametros e indices ecocardiograficos € a variacao
entre as diferentes racas de cdes. Tamanho, idade, género, peso e conformacao
corporal e do torax podem influenciar significativamente nos parametros
ecocardiograficos nesta espécie. O numero de cdes da raca Shih-tzu tem crescido
significativamente nos ultimos anos no Brasil, evidenciando assim a necessidade de
estudos especificos para esta raca. Na cidade de Lages, Santa Catarina, em um
levantamento de atendimentos de cées, realizado em um estabelecimento particular,
observou-se que, em um periodo de um ano, foram atendidos 5678 caes, destes 1522
(26,8%) eram sem raca definida (SRD), 580 (10,23%) da raca York-Shire e 510 (9%)

da raca Shih-tzu, evidenciando a ascenséao regional desta raca (Dados Pessoais).

Some-se a isso o fato de ndo ter sido encontrada, nas bases de dados
consultadas, publicacdes determinando os valores ecocardiograficos em caes da raca
Shih-tzu.
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1.4 HIPOTESES

Os parametros ecocardiograficos em cées da raca Shih-tzu diferem significativamente

em comparacao a caes de peso corporal semelhante.

O peso corporal, IMCC, condic¢do corporal, perimetria toracica, idade e género alteram

significativamente as variaveis ecocardiograficas.



28

1.5 OBJETIVOS

1.5.1 OBJETIVOS GERAIS

- Determinar os parametros ecocardiograficos em cées da raca Shih-tzu;

1.5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Investigar a influéncia do peso corporal, indice de massa corporal canino (IMCC),
condicdo corporal, perimetria toracica, idade e género nos parametros

ecocardiograficos em caes da raca Shih-tzu;
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1.6 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi enviado para o Comissé&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)
do Centro de Ciéncias Agroveterinarias (CAV), da Universidade do Estado de Santa
Catarina (UDESC) e aprovado sob o nimero de protocolo CEUA n° 3253240816. Os
tutores dos animais foram esclarecidos sobre o estudo e assinaram o TERMO DE
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, autorizando a participacdo dos

animais.

Foram utilizados 44 caninos adultos (212 meses), da raga Shih-tzu, machos e
fémeas, apresentando ou nao sinais de doenca cardiaca. Os animais foram
submetidos a exame fisico completo. Foram coletadas amostras de sangue para
hemograma completo, hepético [alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina

(FA)] e renal [creatinina e ureia].

1.6.1 AFERICAO DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA

A pressao arterial sistélica (PAS) foi avaliada utilizando doppler vascular portatil
(Doppler 841-A, Parks Medical Eletronics®, Inc. Aloha, Oregon, USA), sendo que, 0
manguito utilizado, foi equivalente a aproximadamente 40% da circunferéncia do
antebraco do membro toracico direito (MTD), o qual foi padronizado para as aferi¢des.
Foram realizadas cinco repeticdes das aferi¢des, utilizando-se a média destes valores

como resultado, conforme recomendado por Brown et al. (2007).

1.6.2 DETERMINACAO DAS MEDIDAS CORPOREAS E ESCORE CORPORAL

Foram realizadas as mensuragfes corpéreas de comprimento (da crista
occipital a porcao proximal da primeira vértebra coccigea) e o perimetro do térax
(medida da circunferéncia do térax na altura da extremidade caudal da tuberosidade
do olécrano), conforme descrito por Martins (2005). Para todas medidas foi utilizada
fita métrica graduada em centimetros (cm) e milimetros (mm), de material néo

expansivel.

A determinagdo do escore corporal foi realizada mesclando métodos
qualitativos (LAFLAMME, 1997) e quantitativos (MULLER, 2008). Para todos os

animais foram registrados o peso, o comprimento da coluna adicionado ao
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comprimento dos membros pélvicos (altura) e o sexo. Na sequéncia, o animal foi

classificado conforme a condi¢éo corporal, baseado na escala proposta por Laflamme

(1997) (Tabela 1).

Tabela 1 - Graduacédo de condic&o corporal para caninos, proposta por LAFLAMME

(1997).

Condicao Grau

Caracteristicas

1

Subalimentado

Costelas, vértebras lombares, ossos pélvicos e todas as saliéncias
Osseas visiveis a distancia. Nao ha gordura corporal discernivel.
Perda evidente de massa muscular.

Costelas, vértebras lombares e o0ssos pélvicos facilmente visiveis.
Ndo ha gordura palpavel. Algumas outras saliéncias 6sseas
podem estar visiveis. Perda minima de massa muscular.

Costelas facilmente palpaveis podem estar visiveis sem gordura
palpavel. Visivel o topo das vértebras lombares. Os 0ssos pélvicos
comecam a ficar visiveis. Cintura e reentrancia abdominal
evidentes.

Ideal

Costelas facilmente palpaveis com minima cobertura de gordura.
Vista de cima, a cintura é facilmente observada. Reentrancia
abdominal evidente.

Costelas palpaveis sem excessiva cobertura de gordura. Abdome
retraido quando visto de lado.

Costelas palpéveis com leve excesso de cobertura de gordura. A
cintura é visivel quando vista de cima, mas ndo é acentuada.
Reentrancia abdominal aparente.

Superalimentado

Costelas palpaveis com dificuldade; intensa cobertura de gordura.
Depdsitos de gordura evidentes sobre a area lombar e base da
cauda. Auséncia de cintura ou apenas visivel. A reentrancia
abdominal pode estar presente.

Impossivel palpar as costelas situadas sob cobertura de gordura
muito densa ou costelas palpaveis somente com presséo
acentuada. Pesados depdésitos de gordura sobre a area lombar e
base da cauda. Cintura inexistente. Nao h& reentrancia abdominal.
Podera existir distensdo abdominal evidente.

Macicos depositos de gordura sobre o térax, espinha e base da
cauda. Depdsitos de gordura no pescogco e membros. Distensédo
abdominal evidente.

A mensuracao da estatura do cdo, para obtengéo da altura, utilizada na formula

do IMC humano, foi realizada com uma fita métrica flexivel, graduada em centimetros.

Os pontos de referéncia considerados foram a extensdo entre a base da nuca

(articulacao atlanto-occipital) e o solo imediatamente atrds dos membros posteriores,

passando e apoiando a fita sobre a base da cauda (Ultima vértebra sacral), ficando a

fita exatamente medial as tuberosidades iliacas, sobre o dorso do animal (MULLER,
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2008). Para a afericdo do peso, foi utilizada uma balancga digital com capacidade de
até 100 quilos. Depois de obtidos os dados, foi aplicada a equacao aritmética a partir
do indice de massa corporal humano: indice de Massa Corporal Canino (IMCC) =

peso corporal (kg) / (estatura em m) 2.

1.6.3 ECOCARDIOGRAFIA

Os exames ecocardiograficos foram realizados utilizando-se dois aparelhos
para ecocardiografia (HD15 Ultrasound System Philips® Healthcare e Ultramedic 9V),
com transdutor de varredura setorial multifrequencial de 2-5 Hz, realizando-se as
avaliacdes nos modos bidimensional (B), unidimensional (M), doppler pulsado (PW) e
continuo (CW) e por mapeamento de fluxo em cores (CFM), sendo os dados e
imagens armazenados na memoéria do aparelho para posterior mensuracao e calculos.

Todos os exames foram realizados pelo mesmo avaliador.

Foi realizada tricotomia nas regides do hemitorax direito e esquerdo e aplicado
gel aderente para melhorar a conducdo das ondas de ultrassom. Com o animal em
decubito lateral direito, sobre mesa de madeira, com recorte possibilitando melhor
posicionamento do transdutor nas janelas ecocardiograficas, posicionando-se este na
janela paraesternal direita, localizada entre os 3° e 6° espacos intercostais (EIC)
direitos, entre o esterno e a articulagcdo costo-condral, foram obtidas as imagens do
eixo-longo e do eixo-curto e realizadas as medidas ecocardiogréaficas. A partir do eixo-
longo foram obtidas as vis6es quatro-camaras e via de saida do ventriculo esquerdo,
e, quando no eixo-curto, foram observados 0s cortes nos niveis apical, papilar, cordal,

mitral e adrtico.

As imagens foram inicialmente obtidas em modo-B, avaliando-se as relacdes
anatbmicas entre as estruturas, a contratilidade, os aspectos morfofuncionais
valvares, a presenca de jatos de regurgitacdo com o doppler colorido e o gradiente de
pressdo da valvula pulmonar, utilizando o doppler pulsatil. Ainda no modo-B foram
realizadas as medicOes de atrio esquerdo (AE) e aorta (Ao), no eixo transversal, plano

dos vasos da base, e calculada a relagéo atrio esquerdo/aorta (AE:A0).

O eixo curto serviu de orientagdo para a obtencao das imagens em modo-M,
com exposicdo simultinea do modo bidimensional na tela. As variaveis

ecocardiograficas analisadas incluiram: diametro interno do ventriculo esquerdo
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(DIVE), espessura do septo interventricular (SIV) e espessura da parede livre do
ventriculo esquerdo (PPVE), sendo todas as referidas variaveis verificadas no fim da
diastole (d) e no fim da sistole (s). As variaveis foram mensuradas com base em
imagens ecocardiogréaficas obtidas através do modo-M da janela paresternal direita,
em seu eixo transversal, no plano das cordas tendineas, sendo considerado como
valor final a média de trés ciclos cardiacos. A partir destas medidas foram calculados
os indices funcionais, como a fracdo de encurtamento (FS), conforme descritos por
Bonagura (1983). Neste mesmo corte, no plano da valvula mitral foi mensurada a
distancia do septo interventricular ao ponto E do folheto anterior da vélvula mitral
(EPSS).

Pela janela paraesternal caudal esquerda (apical), em modo bidimensional,
foram avaliadas as relacdes anatdmicas entre as estruturas cardiacas, os aspectos
morfofuncionais valvares, a contratilidade miocardica e foi calculado o gradiente de
pressdo da valvula aodrtica. O volume sistélico final (VSF) e volume diastdlico final
(VDF), volume sistdlico (VS), a fracdo de ejecéo pelo modo-B (FE) e o débito cardiaco
(DC) foram calculados pelo método de Simpson modificado, assim como descritos por
Schiller (1989).

No corte quatro camaras, avalia-se, de forma subjetiva, o tamanho de camaras
cardiacas em modo-B. O Doppler colorido é posicionado na valvula mitral e tricispide
para avaliar a presenca de refluxo ou fluxo turbulento. O Doppler espectral é
posicionado logo apds a saida da valvula mitral para avaliar a velocidade do fluxo
sanguineo. O resultado sdo duas ondas positivas, sendo a primeira onda (onda E), de
maior amplitude, que indica o enchimento rapido do VE; e a segunda onda (onda A),
de menor amplitude, corresponde a contragdo atrial esquerda. A partir destes valores,
calcula-se a razdo da onda E com a onda A e o valor normal para este indice deve
estar no intervalo de 1,04 a 2,42 (BOON, 2011).

No corte cinco camaras, posiciona-se o Doppler colorido na valvula adrtica para
visibilizar a presenca de refluxo ou fluxo turbulento. Para avaliacdo do Doppler
espectral posiciona-se a amostra do transdutor logo apds a saida da valvula aértica
para avaliar a velocidade do fluxo aodrtico. A onda formada serd uma onda negativa
com aceleracédo rapida e desaceleracdo mais lenta e seu valor ndo deve ultrapassar
2,5 m/s. Ao se posicionar a amostra do Doppler pulsado entre o fluxo aértico e o fluxo

mitral € possivel obter o valor do tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV). Havera
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visualizacdo de duas ondas positivas (E e A) e uma onda negativa (fluxo aortico),
porém todas com valores subestimados devido a localizagdo da amostra medida da
TRIV ser temporal, sendo realizada a partir do final da onda do fluxo adrtico até o inicio
da onda E (SCHOBER e FUENTES, 2001a; BOON, 2011).

Os animais que apresentaram alteracdes ecocardiograficas compativeis com

patologias cardiacas foram excluidos do estudo.

1.6.4 ANALISE ESTATISTICA

Foram tomados os resultados de trés medidas para cada parametro
ecocardiografico. Na sequéncia os parametros foram submetidos a andlise estatistica
descritiva para célculo da média aritmética, mediana e os valores médios, minimo e
maximo, de cada parametro, considerando-se todos os caes avaliados, com excec¢ao

daqueles que tinham altera¢gBes na avaliacdo ecocacardiografica.

Os parametros ecocardiograficos também foram comparados de forma

descritiva com os valores de normalidade para a popula¢do canina em geral.

A amostra minima necessaria para validar o estudo dos parametros
ecocardiograficos, no presente estudo, foi calculada baseada no desvio padrao médio
encontrado em um estudo similar em outra raca (MISBACH et al., 2014), com nivel de

significancia de 95%, conforme descrito por Campos (2017).

Foi realizado o teste de Shapiro-Wilk para verificar se os dados possuiam
distribuicdo normal e posteriormente a andalise de variancia. Os limites superior e
inferior dos intervalos de referéncia, com niveis de confianca 90%, foram
determinados na populacéo global usando uma abordagem nao paramétrica (Shapiro-

Wilk). Utilizou-se um nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Foi realizado teste de correlacdo de Pearson para verificar correlacao entre os
parametros ecocardiograficos (Ao, AE, AE/Ao, DVDId, SIvd, DIVEd, PPVEd) e
parametros biométricos (Peso corporal, IMCC, Perimetria térax, Altura). O coeficiente
de correlagéo (r) foi avaliado segundo Callegari-Jacques (2003) em que: r entre O e
0,3 fraca correlacédo; 0,31 e 0,6 moderada; 0,61 e 0,9 forte e 0,91 a 1,0 muito forte.
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Foi avaliada a influéncia das diferentes faixas de idade (1-3 anos, 4-7 anos, 8-
12 anos) nos parametros associados a funcdo diastélica (onda E, onda A, TRIV,
relacdo E/TRIV). Para onda E e relacdo E/TRIV, os quais ndo apresentaram
distribuicdo ndo paramétrica, foi o utilizado o teste Kruskal-Wallis. Para onda A, E/A e

TRIV, que apresentaram distribuicdo paramétrica, foi utilizado o teste ANOVA.

Para verificar impacto do sexo nos parametros e indices ecocardiograficos foi
utilizado o teste T para as variaveis que apresentaram distribuicdo parameétrica e teste

Mann-Whitney para os valores que foi verificada distribuicdo ndo paramétrica.
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1.7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliados 44 animais, entre um e 14 anos, com peso corporal de 3,1 a
9,4 kg (5,7£1,6), altura de 45 a 73 cm, sendo 24 machos e 20 fémeas (Tabela 2).
Todos os cées selecionados para o0 presente estudo demonstraram bom
comportamento e tolerancia adequada a manipulacdo e para a contencao fisica
necessarias para a realizacdo dos procedimentos. Os animais selecionados eram
provenientes da rotina clinica do Hospital de Clinica Veterinaria da Universidade do
Estado de Santa Catarina (UDESC) e da Clinica Caes e Gatos, ambos localizados na
cidade de Lages — Santa Catarina. A frequéncia cardiaca e a frequéncia respiratoria
oscilaram significativamente durante o decorrer dos exames ecocardiograficos. Cinco
animais (5/44 — 11%) foram excluidos da avaliacdo de padronizagdo de parametros e
valores ecocardiogréficos, por apresentarem alteracbes compativeis com doenca
valvar mitral, considerada fator de exclusédo no presente estudo.

Imagens de qualidade satisfatéria foram obtidas, em todos os cées avaliados,
a partir das janelas acusticas preconizadas. Foi possivel avaliar o posicionamento e
movimentacdo das paredes, camaras, valvas e grandes vasos, bem como
compreender a relacdo entre estas estruturas (Figuras 1 e 2). Todos os animais

apresentavam morfologia normal das valvulas mitral e tricaspide.

Figura 1 - Imagem ultrassonografica do coracdo de cdo da raca Shih-tzu, em modo B. A: corte
paraesternal longitudinal direito (via de saida do ventriculo esquerdo): B: corte paraesternal
esquerdo apical 4 camaras. VE = ventriculo esquerdo, VD = ventriculo direito , AO = aorta,
AE = atrio esquerdo. Valva atrioventricular esquerda (mitral) = seta branca. Valva
atrioventricular direita (tricaspide) = seta azul.

ILIPS SABRINA CAN SHIHTZU 1 ANO 4,4 KG
LEN 183 CO HCV-CAV-UDESC
o ®
-

=

TIS 0,9 10:47:40
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Figura 2 - Imagem ultrassonogréafica do coracdo de cdo da ragca Shih-tzu, em modo M, corte
paraesternal transversal direito, na altura dos musculos papilares, mostrando os ventriculos direito e
esquerdo, em varios ciclos cardiacos, a mensuracdo das suas estruturas e indices funcionais do
ventriculo esquerdo. DVDId* = dimenséo interna do ventriculo direito na diastole; SIVd* = espessura
do septo interventricular na diastole; DIVEd* = dimenséo interna do ventriculo esquerdo na diastole;
PPVEd* = espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo na diastole; DIVEs* = dimensao
interna do ventriculo esquerdo na sistole.

PHILIPS SABRINA CAN SHIHTZU 1 ANO 4,4 KG

71837 2C HCV-CAV-UDESC

DL goM-Teich)

R o) i
“Massa VE (cubado) 1
7 STV/ERYE (MM)
LMOE (MM-Teich) T
" VEFC Q2

VSF (MM-Teich)

O bom temperamento dos cdes da raca Shih-tzu e conformacédo do térax
permitiram detectar janelas acusticas adequadas, sendo possivel a realizacdo de
todos os exames ecocardiograficos sem utilizacdo de contencdo quimica. Esta
vivéncia nos permitiu confirmar as vantagens da utilizacdo do exame ecocardiogréafico
na rotina clinica de pequenos animais, como forma de diagnostico de afeccdes

cardiacas utilizando técnica ndo invasiva, indolor, e toleravel pelos céaes.

O ndmero de cédes da raga Shih-tzu tem crescido significativamente nos ultimos
anos no Brasil, evidenciando assim a necessidade de estudos especificos para esta
raca. Ainda neste contexto, Sefass et al. (2006) avaliaram a prevaléncia de sopro
sistdlico apical esquerdo, cuja principal causa em cées € a doenca valvar crbnica de
mitral, em diversas racas caninas, e verificam que h& maior predisposicdo nas racas
Poodle, Dachshund e Shih Tzu, entre as racas investigadas, o que reforca a

necessidade de estudos especificos para a raca Shih-Tzu.

A ecocardiografia em modo B e em modo M, combinada com exame
convencional Doppler, desempenha um papel critico no processo inicial e longitudinal
da avaliagdo de cées afetados pela doenga valvar crénica de mitral, fornecendo

informacgdes sobre a anatomia da valva mitral, gravidade da regurgitacdo mitral e suas
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consequéncias hemodinamicas no tamanho e funcdo do coragéo esquerdo, bem
como pressdes cardiacas e vasculares (CHETBOUL e TISSIER, 2012). Tendo em
vista estes aspectos, acima citados, enfatiza-se a importancia da padronizacdo de
valores ecocardiograficos em caes com pré-disposicdo para esta patologia, como

realizado no presente estudo, para caes da raga Shih-tzu.

A tabela 2 descreve os dados demogréficos gerais, parametros dimensionais
externos e pressao arterial. A média da presséao arterial sistélica nos caes avaliados
no presente estudo foi de 140mmHG + 15mmHG. A média de altura dos cées
avaliados foi de 0,58m * 0,06. A média da perimetria toracica foi de 40,5cm + 4,9
(Tabela 2). Em relacéo a condicéo corporal, um animal apresentou condicéo corporal
3, 11 animais condicéo corporal 4, 12 cdes condi¢cdo corporal 5, 10 animais como
condigéo corporal 6, dois animais como condi¢ao corporal 7, 3 animais como condi¢cao
corporal 8 (Tabela 2). Baseado nesta analise, foi verificado que 84% (33/39) dos cées
avaliados apresentavam estado corporal considerado normal. O indice de massa
corporea canino (IMCC) variou de 10,4 a 29,6, apresentando média de 17,21 + 4,55
(Tabela 2).

Os valores médios de pressao arterial sistélica apresentam uma ampla
variedade de valores em diversos estudos (BROWN et al., 2000; SALLA et al. 2014;
Vachon et al., 2014). Segundo Palacio et al. (2012) a presséao arterial € fortemente
influenciada pelo grau de estresse dos pacientes, o que justifica tamanha variabilidade
de resultados entre os estudos. No presente trabalho, os animais ndo passavam por
um periodo de ambientacdo antes dos exames, assim como acontece na rotina
clinica, o que pode justificar alguns valores de pressdo arterial acima da média
preconizada pela literatura. E importante enfatizar que, apesar da presenca de valores
acima da média, nenhum animal apresentou alteracbes ecocardiograficas que
pudessem indicar um aumento crénico e persistente nos valores de PAS, sugerindo
que, de fato, estes valores aumentados estavam relacionados a alteracdes mediadas
por estresse agudo, como citam Acierno e Labato (2004).
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Tabela 2 - Avaliacdo de peso corporal (Kg), condi¢éo corporal, conforme escore adaptado de Laflamme
(1997), perimetria toracica (cm), altura (m), indice de massa corpérea canino (IMCC), presséo arterial
sistolica (PAS) (mmHG), idade e sexo de caes da raca Shih-Tzu.

PESO CONDIGAO PERIMETRIA
ANIMAL  CORPORA CORPORA TORACICA  ALTURA PAS IDADE
L (Kg) IMCC L (cm) (m) (MMHG)  (ANOS) SEXO
1 4.4 11,82 5 41 0,61 155 1 F
2 4,7 14,99 5 36 0,56 135 1 F
3 4,9 15,08 4 35 0,57 140 1 F
4 4 18,9 4 35 0,46 130 1 F
5 51 12,07 4 39 0,65 140 1 M
6 31 11,46 3 31 0,52 135 1 M
7 6,5 19,32 5 41 0,58 140 1 M
8 55 17,54 6 39 0,56 170 2 F
9 4 15,38 4 35 0,51 140 2 F
10 5,6 14,57 5 39 0,62 150 2 M
11 4,7 12,23 5 39 0,62 150 2 M
12 54 16,33 5 39,5 0,58 140 2 M
13 5,8 14,61 5 39 0,63 155 2 M
14 7 24,01 6 47 0,54 145 2 M
15 4 10,41 4 36 0,62 135 3 F
16 4,3 12,78 5 36 0,58 135 3 M
17 9.4 18,13 8 49 0,72 140 4 M
18 4,7 22,21 4 38 0,46 165 4 M
19 8,7 21,92 6 50 0,63 140 5 F
20 7,1 20,4 6 40 0,59 135 5 M
21 4,8 15,87 4 37 0,55 145 7 F
22 6 15,61 6 42 0,62 150 7 F
23 8,9 23,15 7 50 0,62 140 7 F
24 6,2 19,08 6 41 0,57 170 7 F
25 4.4 16,92 4 38 0,51 130 7 M
26 5,5 18,18 5 36 0,55 145 8 F
27 8,2 15,39 5 44 0,73 135 8 M
28 3,8 14,05 4 38 0,52 120 8 M
29 7.3 22,47 6 45 0,57 140 8 M
30 5 12,6 5 42 0,63 150 10 F
31 6 29,63 7 41 0,45 150 10 F
32 6,1 15,87 6 43 0,62 144 10 F
33 8,3 23,06 8 52 0,6 120 10 M
34 6,1 18,78 6 43 0,57 120 11 F
35 4,9 14,57 4 39 0,58 100 12 F
36 8,4 27,77 8 50 0,55 150 12 F
37 6 18,47 4 38 0,57 120 14 M
38 3,45 10,62 6 34 0,57 110 2 F
39 5,9 14,87 5 43 0,63 160 7 M

Media+DP 5,7£1,6 17,21+4,55 5,3%+1,2 40,5+4,9 0,58+0,06 140+15 5,4+3,8
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Variabilidade para diversos pardmetros ecocardiograficos entre racas com
peso corporal semelhante foram identificadas em diversos estudos em cées
(KIERBERGER et al., 1992; MORRISON et al. 1992; SNYDER et al.,, 1995). A
interpretacdo dos resultados, utilizando valores de referéncia indevidos, pode levar a
erros de interpretacdo e, consequentemente, falhas no diagnostico das doencas

cardiacas.

Os valores de média, desvio-padrédo, mediana e coeficientes de variacao
referentes aos parametros obtidos em modo B, modo M e em modo Doppler estao
sumarizados na Tabela 3. Os parametros e indices ecocardiograficos encontrados
neste estudo ndo foram comparados estatisticamente com as diversas pesquisas
similares, realizadas em outras racas, que serao listadas abaixo, pois entende-se que
0 estudo estatistico ndo é valido nesta ocasido, tendo em vista que variacdes
referentes a metodologia e ao equipamento podem influenciar de maneira significativa

nestes resultados.

Tabela 3 - Valores dos parametros e indices ecocardiograficos em modo B, modo M e modo doppler,
em cées da raca Shih-Tzu.

Minimo Maximo  Percentil Mediana Percentil Média Desvio Padréo
25% 75%

EPSS(cm)?2 0,18 0,51 0,24 0,28 0,34 0,30 0,08
Ao(cm)? 0,99 1,86 1,40 1,48 1,54 1,49 0,15
AE(cm) 1,39 2,10 1,67 1,75 1,91 1,77 0,18

AE/Ao 0,93 1,46 1,12 1,18 1,30 1,20 0,13
DvDId 0,23 0,77 0,40 0,45 0,51 0,47 0,13
Sivd 0,22 0,88 0,58 0,67 0,77 0,67 0,14
DIVEd 1,65 2,87 2,01 2,18 2,44 2,23 0,32
PPVEd 0,50 0,88 0,56 0,62 0,69 0,64 0,10
DIVEs? 1,03 2,18 1,22 1,29 1,43 1,36 0,22
VDF(ml) 7,82 31,30 12,98 15,99 20,98 17,40 6,08
VSF(ml)2 2,21 9,90 3,53 3,96 5,32 4,56 1,71
SIV/PPVEd 0,32 1,50 0,91 1,08 1,19 1,07 0,24
FEt% 52,4 85,4 67,38 72,60 78,73 72,67 8,42

FS% 24,7 52,8 34,39 39,0 45,4 39,87 7,45

DC (I) 0,35 1,52 0,67 0,82 0,98 0,86 0,25

VS (ml)2 3,89 10,80 4,86 6,18 7,91 6,54 2,01
FEs% 46,00 80,30 54,75 63,30 69,70 62,82 8,40
Vmax VA (cm/s) 71,60 163,0 94,43 107,7 112,5 106,2 17,48
GP max VA 2,05 10,60 3,57 4,77 5,09 4,71 1,58
Vmax VP (cm/s) 4250 116,0 69,98 79,45 83,83 78,57 15,50
GP MAX VP 0,72 5,35 1,97 2,52 2,81 2,57 1,01

Onda E (m/s)? 0,54 1,58 0,71 0,78 0,89 0,82 0,19
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Onda A (m/s) 0,44 0,86 0,53 0,63 0,74 0,64 0,12
E/A 0,76 2,13 1,14 1,24 1,45 1,31 0,30
TRIV (ms) 45,00 85,00 54,00 58,00 67,00 60,18 9,27
E/TRIV? 0,74 3,51 1,06 1,40 1,59 1,42 0,49

DVDId* = dimensao interna do ventriculo direito na diastole; SIVd* = espessura do septo interventricular
na diastole; DIVEd* = dimenséo interna do ventriculo esquerdo na diastole; PPVEd* = espessura da
parede posterior do ventriculo esquerdo na diastole; DIVEs* = dimenséo interna do ventriculo esquerdo
na sistole; FEt'% = fragdo de ejecéo, obtida pelo método de Teichholz; FS% = fracédo de encurtamento;
SIVd/PVEd = relagdo espessura do septo interventricular e da parede posterior do ventriculo esquerdo
na diastole; EPSS* = distancia entre o ponto E do folheto anterior da valvula mitral e o septo
interventricular. *Obtidos em modo M, janela paraesternal direita, eixo curto. VDF= volume diastdlico
final (ml); VSF= volume sistolico final (ml); DC** = débito cardiaco (I/min); FEs** = fragcdo de ejecdo (%);
VS**= yolume sistélico (ml); **= obtidos pelo método de Simpsom modificado. Vmax Ao = velocidade de
pico sistdlico maximo de fluxo aértico (cm/s); GP max AO = gradiente de presséo- fluxo adrtico (mm de
Hg); velocidade de pico sistélico méximo do fluxo artéria pulmonar (Vmax PA), cm/s mensurados pela
ecocardiografia; GP max PA = gradiente de presséo- fluxo artéria pulmonar (mm de Hg). Onda E = pico
de velocidade de enchimento ventricular inicial; Onda A = pico de velocidade de enchimento ventricular
tardio; TRIV = tempo de relaxamento isovolumétrico; 2= pardmetros que ndo apresentaram distribui¢cao
normal.

Dentre os parametros dimensionais (EPSS, Ao, AE, AE/Ao, DVDId, Sivd,
DIVEd, PPVEd, DIVES) e calculos derivados destes (VSF, VDF, SIV/IPPVEd, FS, FEt)
descritos acima, somente os valores de EPSS, Ao e DIVEs ndo apresentaram
distribuicdo normal. Os graficos de distribuicdo de frequéncia (histogramas) para os
parametros que ndo apresentaram distribuicdo normal, estdo descritos na Figura 3 e
os histogramas referentes aos parametros e indices com distribuicdo normal estéo
dispostos na Figura 4.

Figura 3 - Grafico de distribuicdo de frequéncia (histograma) dos parametros

ecocardiograficos DIVEs, EPSS, Ao e VSF, cuja andlise pelo teste Shapiro-Wilk nédo
demonstrou distribuigdo normal, em cées da raga Shih-tzu.
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Figura 4 - Gréficos de distribuicdo de frequéncias (histogramas) dos paréametros
ecocardiograficos dimensionais (AE, AE/Ao, DVDId, SIVd, DIVEd, PPVEd) e calculos
derivados (VDF, SIV/IPPVEd, FS, FEt) cuja andlise pelo teste Shapiro-Wilk
demonstrou distribuicdo normal, em cées da raca Shih-tzu.
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Ao comparar os parametros obtidos em modo M, no presente estudo, com 0s
valores obtidos por modelos polinomais e logaritmicos, utilizados para prever
referéncias de valores ecocardiograficos, através de formulas que utilizam o peso
corporal (GONCALVES et al., 2002), foram identificadas divergéncias para os valores
minimos do SIVd, DIVEd e PPVEd. Para o DIVEs, tanto o valor minimo quanto o
méaximo divergiram dos parametros de referéncia propostos pelos autores acima.
Estes dados sugerem que, para a raca Shih-tzu, ndo € interessante utilizar os modelos
matematicos propostos acima para avaliar a normalidade dos parametros

ecocardiograficos supracitados.

Comparando os valores de modo M com os obtidos por Morrison et al. (1992),
para cdes da raca Poodle, com faixa de peso semelhante aos obtidos no presente
estudo, foram observadas divergéncias para os parametros de DIVEs, EPSS, Slvd,
PPVEd e FS. Ja comparando com outro estudo semelhante (HALL et al., 2008)
também em Poodles, de faixa de peso similar, observou-se diferenca para os valores
de SIvd, PPVEd, DIVEd, DIVEs e FS. Estes achados ressaltam que o peso corporal,
isoladamente, tem um impacto variavel nos pardmetros ecocardiogréaficos. Hall et al.
(2008) ainda afirmam que o peso corporal influencia menos nos parametros
ecocardiograficos do que as variacdes entre racas, corroborando com o fato acima

citado.

Referente aos parametros obtidos pelo método de Simpsom modificado (VS, DC,
FEs), somente o VS ndo apresentou distribuicdo normal. Os gréaficos de distribuicédo
de frequéncia (histogramas) para os parametros que ndo apresentaram distribuicéo
normal, estdo descritos na Figura 3 e os histogramas referentes aos parametros e
indices com distribuicdo normal estao dispostos nas Figura 5 e 6.

Figura 5 - Graficos de distribuicdo de frequéncias (histogramas) dos parametros

ecocardiograficos obtidos pelo método de Simpsom modificado (DC, FE), cuja anélise
pelo teste Shapiro-Wilk demonstrou distribuicdo normal, em cées da raca Shih-tzu.
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Figura 6 - Gréfico de distribuicdo de frequéncia (histograma) dos parametros
ecocardiograficos onda E, E/TRIV e VS, cuja andlise pelo teste Shapiro-Wilk néo
demonstrou distribuigdo normal, em cées da raga Shih-tzu.
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As velocidades de pico de fluxo pulmonar e adrtico mensuradas no presente
estudo, encontram-se dentro dos intervalos encontrados por Brown et al. (1991),
Kierberger et al. (1992) e Bonagura et al. (1998).

Insuficiéncia pulmonar discreta foi encontrada, utilizando o doppler colorido, em
dois animais dos 44 avaliados (4,5%). Insuficiéncia adrtica e regurgitacéo tricuspide
discreta ndo foram detectadas. A deteccdo de refluxo pulmonar em pacientes
clinicamente saudaveis, sem evidéncia de doenca cardiaca, pulmonar e vascular, é
considerada fisiologica (CHOONG et al., 1989). Diversos estudos em caes revelaram
graus variaveis de insuficiéncia pulmonar, com prevaléncia desta alteracdo variando
de 54 até 93% (BROWN et al., 1991; YULL e O'GRADY, 1991; NAKAYAMA et al.,
1994; RISHNIW e HOLLIS, 2000). No presente estudo, insuficiéncia pulmonar discreta
foi encontrada em somente 4,5% dos animais avaliados. Esta divergéncia de
prevaléncia de insuficiéncia pulmonar no presente estudo, em relacdo as pesquisas
supracitadas, pode ser atribuida a condicéo especifica da raga Shih-tzu, ou ao nimero

reduzido de animais avaliados, comparado aos outros estudos.
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Com relagdo aos parametros avaliados através do modo Doppler (fluxo aértico,
fluxo pulmonar e fluxo transvalvar mitral), apenas a velocidade da onda E e o indice
E/TRIV ndo apresentaram distribuicdo normal (Figura 5) e os parametros VmaxVA,
VmaxVP, onda A, E/A, TRIV, Empar, Ampar, Mitral E/Empar apresentaram
distribuicdo normal (Figura 7).

Figura 7 - Gréficos de distribuicdo de frequéncias (histogramas) dos parametros
ecocardiograficos VmaxVA, VmaxVP, onda A, E/A, TRIV, Empar, Ampar, Mitral

E/Empar, cuja analise pelo teste Shapiro-Wilk demonstrou distribuicdo normal, em
cées da raca Shih-tzu.
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Durante a sistole ventricular, o fluxo aértico apresentou-se negativo e unifasico,
apresentando a velocidade méaxima (apice) voltada para o lado esquerdo do monitor
(Figura 8), sendo que a media das velocidades no ponto maximo foram de
106,2+17,48 cm/s. O fluxo pulmonar forma-se durante a sistole ventricular,
apresentando-se negativo e unifasico, com o pico de velocidade na regido mediana,
em relacdo a base do triangulo identificado pela representacao grafica do doppler
pulsatil utilizado para esta mensuragdo. As médias de velocidade de pico de fluxo
pulmonar foram de 78,57+15,5 cm/s (Tabela 2).
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Em relagdo a velocidade maxima de fluxos sanguineos ndo foram observadas
diferencas significativas entre machos e fémeas, o que também foi observado por
Alves (2001) e Basille (2008).

Figura 8 - Imagem ultrassonografica dos coracfes de cées da raca Shih-tzu, em modo
B, demonstrando espectro grafico gerado pelo recurso doppler pulsatil. A: corte
paraesternal direito, plano da aorta e tronco pulmonar, demonstrando fluxo pulmonar.
B: corte paraesternal esquerdo, apical 5 camaras, demonstra espectro do fluxo
aortico.
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O espectro do fluxo através da valva atrioventricular esquerda (mitral)
apresentou-se, positivo, laminar e bifasico (Figura 9). A relacdo E/A apresentou-se
maior ou igual a 1 em 94,87% (37/39) dos caes avaliados e menor que 1 em 5,13%
dos pacientes. A média da velocidade da onda E foi de 0,82+0,19 cm/s e da onda A
0,64+0,12 cm/s (Tabela 3). Nao foi detectada influéncia da idade nos valores de ondas
E, A e TRIV, quando estas variaveis foram avaliadas em subgrupos, divididos por faixa

etaria (Figura 10).

Valores semelhantes de velocidade de ondas E e A descritos no presente estudo
foram encontrados por Chetboul et al. (2005). Por outro lado, os achados de Garncarz
et al. (2007), referentes ao fluxo transmitral, sdo diferentes daqueles verificados nesta
pesquisa. Teoricamente, estas medidas ndo variam de forma relacionada com peso
corporal e raga, no entanto, algumas pesquisas demonstram influéncia direta da idade
nestas variaveis (SCHOBER e FUENTES, 2001). Neste trabalho ndo foi encontrada

influéncia das diferentes faixas de idade nos valores de ondas E, A e TRIV (Figura 6).

Figura 9 - Imagem ultrassonografica do coracéo de céo da raca Shih-tzu, em modo B
B, no corte paraesternal esquerdo apical 4 camaras, demonstrando espectro gréafico
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gerado pelo recurso doppler pulsétil, para registro do fluxo na via de entrada do
ventriculo esquerdo (fluxo transmitral), detectado durante a diastole ventricular.

SUKT CAN SHIHTZU 2 A 5,5 KG

1964 HH

+ Velc E pico ¥M

GP E pico VM

X Vmax DT VM
GPmax DT ¥™M 0,000 mmk

Rampa DT VM
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TIS 0,4 10:56:52

153 bpm

Figura 10 - Gréaficos de correlacdo dos parametros ecocardiogréaficos relacionados ao
fluxo transmitral e TRIV, em analise comparativa as diferentes faixas de idade (1-3
anos, 4-7 anos, 8-12 anos), em cées da raga Shih-tzu.
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Realizou-se o célculo do coeficiente de correlacdo de Pearson (r) (JEKEL et al.,

1996) para os parametros ecocardiograficos em modo M e mensuracéo de AE e Ao,

com a finalidade de estudar a existéncia de correlacédo linear das variaveis peso, altura

e idade sobre os parametros ecocardiograficos. Os dados referentes aos testes de

correlacdo estdo dispostos na Tabela 4 e Figuras 11 e 12. Foi verificada correlacao
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positiva de intensidade forte para as dimensdes de Ao e SIVd, avaliados em relagao
ao peso corporal do animal. Correlacdo positiva de moderada intensidade foi
detectada para a dimenséao do AE e PPVEd relacionados ao peso corporeo, para AE,
Ao, SIVd e PPVEd quando avaliados em relagéo ao IMCC e perimetria toracica. Para
dimensbes da Ao e SIVd, relacionados com a altura do animal, foi detectada
correlacao positiva de moderada intensidade.

Tabela 4 - Coeficientes de correlagdo determinados pelo teste de correlagdo de

Pearson para andlise do impacto do peso corporal, IMCC, perimetria tor4cica e altura
nos parametros e indices ecocardiograficos.

Peso corporal (Kg) IMCC Perimetria térax (cm) Altura (m)
Personr P Personr P Person r P Person r P
Ao(cm)  0,6486* <0.0001 0,3651* 0,0310 0,5036* 0,0020 0,3387* 0,0466
AE(cm)  0,4632*  0,0051 0,3416* 0,0446  0,4031* 0,0163 0,1801 0,3006
AE/Ao -0,1409  0,4195 -0,0081  0,9633 -0,0692 0,6930 -0,1308 0,4538
DvDId 0,1977 0,2550 0,1508 0,3873 0,2141 0,2169 0,0834 0,6338
Sivd 0,6817* <0.0001 0,3506* 0,0389 0,5290* 0,0011 0,4133* 0,0136
DIVEd 0,2434 0,1589 0,0084 0,9618 0,1184 0,4981 0,3131 0,0671

PPVEd  0,5414* 0,0008 0,4493* 0,0068  0,3986* 0,0177 0,0877 0,6164
*Paradmetros e indices que apresentaram correlacao significativa.

Um dos objetivos do presente estudo foi avaliar o efeito de covariaveis (ou seja,
peso corporal, idade e género) no padrdo ecocardiografico e variaveis convencionais
no modo Doppler. Neste contexto, foi identificado efeito significativo do peso corporal
somente na variavel SIVd. Diante disso, uma provavel explicacao para este achado é
gue a elevacado cronica da pré-carga observada em pacientes obesos, favorece o
aumento nas dimensdes ventriculares, no estresse parietal e na massa ventricular
esquerda, levando ao desenvolvimento de hipertrofia ventricular excéntrica e
alteracdes sistdlicas e diastdlicas secundarias (ALEXANDER, 1985; ALPERT &
HASHIMI, 1993; ROCHA et al., 2007). Esta hipertrofia ventricular esquerda também
foi observada em modelos caninos de obesidade (VILLA, 1998).
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Figura 11 - Gréficos de correlacdo dos parametros ecocardiograficos referentes ao
impacto do peso corporal, IMCC, perimetria toracica e altura nos parametros
dimenséo interna do atrio esquerdo (AE) e aorta (Ao), em cées da raca Shih-tzu.
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Figura 12 - Gréficos de correlacdo dos parametros ecocardiograficos referentes ao
impacto do peso corporal, IMCC, perimetria toracica e altura nos parametros SIvd,
PPVEd, em cées da raca Shih-tzu.
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Correlacdo de intensidade moderada e forte, respectivamente, para as
medidas de AE e Ao, quando comparadas com o peso, foram identificadas no
presente estudo. Por outro lado, ndo observou-se variabilidade significativa para o
indice AE:Ao, quando comparado com o0 peso. Estes achados sao totalmente
esperados, ja que a relacdo AE:AO é um indice independente de peso corporal. Este
indice oferece uma forma mais acurada de medida de AE para qualquer individuo,
pois o diametro da aorta no animal adulto tende a mudar menos, com o passar do
tempo, do que o peso corporal (LOMBARD, 1984; BOON, 1998).

Em relagéo ao impacto do sexo nos parametros e indices ecocardiograficos, foi

observada diferenca significativa apenas para o parametro EPSS (Figura 13).

Figura 13 - Gréfico demonstrativo do impacto do sexo no parametro ecocardiogréafico
EPSS.
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Segundo Henik (1995) e Kienle e Thomas (1995), a EPSS é um bom indice da
funcao ventricular esquerda, sobretudo quando acompanhado com a FEj(%), visto que
quando ha diminuicdo desta, ocorre incremento na distancia da onda E ao septo,
demonstrando a alteracdo de forma mais precoce. Segundo Nakajima et al. (1989), é
provavel a ocorréncia de hipertrofia ventricular excéntrica esquerda decorrente de
elevacdo de volume circulante total e do débito cardiaco, presente nos individuos
normotensos e com sobrepeso, resultando em aumento da EPSS. No presente
estudo, foi observado efeito do sexo na variavel EPSS, a qual demonstrou-se maior
nas fémeas. Tendo em vista o contexto acima e o fato de que, dentre os animais que
apresentaram maior IMCC neste estudo, a maioria era fémea, podemos sugerir que

esta condicédo influenciou nestes resultados.
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1.8 CONCLUSOES

Diante das condi¢cdes em que foi realizada esta pesquisa e de acordo com 0s
resultados obtidos na avaliacdo ecocardiografica em cées da raca Shih-tzu, pode-se

concluir que:

-- Ha correlacéo positiva de intensidade forte para as dimensdes de Ao e SIVd, em

relacéo ao peso corporal do animal

- Ha correlacéo positiva de moderada intensidade para a dimenséo do AE e PPVEd

relacionados ao peso corporeo

- H& correlacéo positiva de moderada intensidade para AE, Ao, SIVd e PPVEd quando

em relacdo ao IMCC e perimetria toracica.

- H& correlacdo positiva de moderada intensidade para dimensdes da Ao e SIVd,

relacionados com a altura do animal.

- O parametro EPSS pode variar em funcdo do sexo e da condicao corporal nos céaes

da raca Shih-tzu.

- Os parametros DIVEs, DIVEd, EPSS, SIVd, PPVEd e FS diferiram ao comparar o
presente estudo com estudos similares em cées de peso corporal similar, mas de
outras racas, e também de estudos que se utilizam de modelos matematicos para
determinar os parametros ecocardiograficos. Portanto, sugere-se a utilizacdo de
valores de referéncia raca especificos, como os descritos neste estudo, para

interpretacéo dos resultados de ecocardiograma em cées da raga Shih-tzu.
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1.9 RELEVANCIA CLINICA

Devido a influéncia das diversas conformacdes corpéreas existentes nos caes,
a variabilidade das medidas ecocardiograficas se faz presente ndo somente entre as
espécies animais, mas também entre as racas caninas, 0 que enaltece a relevancia
clinica do presente estudo, jA& que a partir dele, pode-se consultar valores
ecocardiograficos de referéncias especificos para a raca Shih-tzu, evitando assim
erros de interpretacdo, e consequentemente, € possivel maior acuracia no diagnostico

da avaliacdo de saude cardiaca em cées da raca estudada.
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2 CAPITULO Il - OCORRENCIA DE DIROFILARIOSE EM CAES DO MUNICIPIO DE
LAGES - SC.

RESUMO

A dirofilariose € causada pelo parasita Dirofilaria immits, que se aloja principalmente
no ventriculo e atrio direitos do coracéo e artéria pulmonar de carnivoros domésticos,
silvestres e de alguns animais domésticos, como os cavalos. Possui ainda caréater
zoonotico. Mudancgas ambientais e climéticas, tanto naturais quanto provocadas pelo
sere humano, e 0 movimento de animais, aumentaram o potencial de infeccéo por
dirofilariose em todo o mundo. Tendo em vista a escassez de estudos regionais e as
mudancas climaticas recentes, o0 objetivo desde capitulo foi de investigar a ocorréncia
de dirofilariose em cées provenientes do municipio de Lages-SC. Foram realizadas
coletas de sangue com EDTA de 74 cées, provenientes do municipio de Lages, santa
Catarina, cujos tutores declaravam nunca ter retirado o animal para outra localidade.
O sangue total com EDTA foi congelado para avaliacdo posterior. Todos animais
foram submetidos a exame fisico completo, afericdo de pressédo arterial e
ecocardiograma de rotina. Foi extraido DNA das amostras de sangue e pesquisada a
presenca de DNA de D. immits utilizando primers espécie-especificos. Todos animais
apresentaram resultado negativo pela técnica de PCR para pesquisa de antigenos
para D. immitis. Conclui-se que nas amostras analisadas de sangue de cées,
provenientes da cidade de Lages, Santa Catarina, ndo ha casos positivos para D.
immtis.

Palavras-chave: caes, Dirofilaria immtis, Lages, Santa Catarina.
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2 CAPTER Il - DIROPHILARIOSIS OCURRENCE IN DOGS OF LAGES - SC.
ABSTRACT

Heartworm disease is growth by parasite Dirofilaria immits, which should be mainly in
the ventricle and atrium right heart and pulmonary artery of domestic, wild carnivores
and some domestic animals such as horses. It also has a zoonotic character. Human-
induced environmental and natural changes and the movement of animals have
increased the potential for heartworm infection worldwide. Considering the scarcity of
regional studies and the new wings, the research plan was investigated in a series of
heartworm disease in dogs from the municipality of Lages-SC. EDTA blood samples
were collected from 74 dogs from the municipality of Lages, in the state of Santa
Catarina, where tutors reported never having taken the animal to another location.
Total EDTA blood was frozen for further evaluation. All the exams were performed, as
well as blood pressure and routine echocardiography. DNA-to-DNA is used as a DNA-
specific primer. The influence of PCR on the antigen search for D. immitis. In
conclusion, the samples analyzed from dogs from the city of Lages, Santa Catarina,
are not positive cases for D. immitis.

Key-words: dogs, Dirofilaria immtis, Lages, Santa Catarina.
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2.1 INTRODUCAO

A Dirofilaria immitis Leidy, 1856 é um parasito filariano, que se aloja
principalmente no ventriculo e atrio direitos do coragdo e artéria pulmonar de
carnivoros domésticos, silvestres e de alguns animais domésticos, como os cavalos
(SIMON et al., 2012).

A dirofilariose, doenga endémica nas Ameéricas, e outras regies do globo,
como Africa, Europa, Japo e Australia, tem apresentado comportamento progressivo,
com a introducéo dos vetores e dos parasitas em locais historicamente ndo afetados,
como citam Bowman et al. (2009), nos Estados Unidos, Genchi et al. (2009) na
Europa, Vezzani e Carbajo (2006) na Argentina e Ahid et al. (2000) no Brasil.

Em Florianopolis, na regido da Lagoa da Conceicdo, foi reportada uma
prevaléncia de 15% (ARAUJO et al., 2003). Este mesmo modelo de estudo foi utilizado
para avaliar 200 cées na regido do planalto serrano, em Lages, onde também néo foi
verificado nenhum caso positivo (SARTOR, 2004). Também em Santa Catarina, no
litoral, em um estudo realizado entre 2005 e 2006, ndo foram detectados animais
positivos, dos 120 caes avaliados através da pesquisa de antigenos para D. immits
(SARTOR et al., 2006). No entanto, estudos recentes sdo escassos a respeito da
distribuicdo desta parasitose.

Tendo em vista a escassez de estudos regionais e as mudancas climaticas
recentes, optou-se por sincronizar estas pesquisas, utilizando o material bioldgico
para o levantamento de dirofilariose. Portanto, a proposta deste capitulo foi de
investigar a ocorréncia de dirofilariose em cédes provenientes do municipio de Lages-
SC.
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2.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.2.1 DIROFILARIOSE

A dirofilariose, também chamada “doencga do verme do coragédo” (heartworm
disease), € uma antropozoonose emergente de caes, de carater cronico. A
dirofilariose é causada pelo nematddeo Dirofilaria immitis, pertencente a superfamilia
Filaroidea, familia Onchocercidae. Embora os canideos domésticos sejam o0s
hospedeiros definitivos de dirofilarias, o parasito foi encontrado em mais de 30
espécies animais, inclusive gatos domésticos e felideos silvestres, ursos, furdes, focas
e seres humanos (GREENE, 2015). O ciclo natural e a transmissao das dirofilarias
requer um reservatério da infeccdo, um mosquito vetor competente e condi¢cées
climaticas favoraveis (HOCH e STRICKLAND, 2008). O completo desenvolvimento
das microfilarias ja foi demonstrado em diversas espécies de mosquitos, dos géneros
Culex, Aedes, Anopheles, Mansonia, Psorophora e Coquillettidia (LUDLAM et al.
1970).

A dirofilariose é endémica nas Ameéricas, e outras regides do globo, como
Africa, Europa, Japdo e Australia, e tem apresentado comportamento progressivo,
com introducdo dos vetores e dos parasitas em locais historicamente ndo afetados,
como citam Bowman et al. (2009), nos Estados Unidos, Genchi et al. (2009) na

Europa, Vezzani e Carbajo (2006) na Argentina e Ahid et al. (2000) no Brasil.

Estudos em laboratério determinaram que é necessaria uma temperatura
minima de 14°C para o desenvolvimento das larvas de dirofilaria até o terceiro estagio
infectante (L3) (LOK e KNIGHT, 1998). No entanto, o efeito de “ilhas de calor”, nas
areas urbanas, pode criar microambientes capazes de manter o desenvolvimento das

larvas de dirofilarias mesmo em regides de clima frio (NELSON et. al., 2010).

Segundo Genchi et al. (2009 e 2011), mudancas climaticas associadas ao
aumento da temperatura, em conjunto com o incremento das migracdes de cées e
pessoas pela Europa, sdo responsaveis pela maior abrangéncia geografica das
infeccbes por Dirofilaria nesta parte do globo. Evolucdo semelhante também foi

observada em outras regides, como nos Estados Unidos, onde, nos ultimos 30 anos,
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verificou-se aumento da prevaléncia em todos os estados, com excecao do Alasca
(BOWMAN et al., 2009).

Na Argentina, Vezzani e Carbajo (2006) avaliaram o potencial de risco para o
desenvolvimento de focos de dirofilariose, baseado nas caracteristicas climaticas e
presenca dos mosquitos vetores, nas respectivas regides geograficas, e observaram
ampla distribuicdo em todos estados, com excecdo de areas no extremo sul. No
entanto, ndo foram realizadas pesquisas de campo visando detectar a prevaléncia real

nestas areas.

No Brasil alguns estudos epidemioldgicos foram realizados, demonstrando
prevaléncia de dirofilariose de 2,3% no Recife (ALVES et al.,, 1999), 43—-46% no
Maranhdo (AHID et al., 1999), 12,5% em Alagoas (GUERRERO et al. 1992), 16,1—
49% no Rio de Janeiro (LABARTHE et al., 1997), 8,8% em Sao Paulo (GUERRERO
et al., 1992), 2% Mato Grosso (GUERRERO et al. (1992), 1,1% no Rio Grande do Sul
(GUERRERO et al.,, 1992) e 0-20% no Parand (REIFUR et al., 2004). Em
Floriandpolis, na regido da Lagoa da Conceicéo, foi reportada uma prevaléncia de
15% (ARAUJO et al., 2003). Este mesmo modelo de estudo citado anteriormente foi
utilizado para avaliar 200 cées na regido do planalto serrano, em Lages, onde também
nao foi verificado nenhum caso positivo (SARTOR, 2004). Ainda em Santa Catarina,
também no litoral, em um estudo realizado entre 2005 e 2006, ndo foram detectados
animais positivos, dos 120 cées avaliados através da pesquisa de antigenos para D.
immits (SARTOR et al., 2006). Com excecao destes estudos citados, ndo foram
encontrados estudos recentes que reportam a ocorréncia desta parasitose em Santa

Catarina.

O ciclo bioldgico da D. immitis dura de sete a nove meses (210 a 270 dias). As
fémeas do mosquito que se alimentam em um hospedeiro canino com microfilaremia
ingerem as microfilarias que se transformam em larvas do primeiro estagio no
mosquito. Estas larvas passam por transformacdes, na dependéncia da temperatura
ambiental média, nas proximas duas a quatro semanas, transformando-se na larva 3
(L3) infectante, a qual pode ser inoculada na pele de um céo susceptivel durante a
hematofagia do vetor (GREENE, 2015). Apdés a entrada da L3 na pele do novo
hospedeiro, ela passara para o quarto estagio (L4). A L4 migra no tecido subcutédneo
e nos musculos em direcdo ao térax, e em aproximadamente 50 a 70 dias apods a

infeccdo, passa pela ultima muda, tornando-se verme jovem. Os vermes juvenis, por
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fim, penetram no tecido muscular e adentram a circulagdo sanguinea, onde, apos
invadirem uma veia periférica, sado levados ao coragdo e artérias pulmonares, o que
leva em média 70 dias. Em média apds 120 dias da inoculagéo, praticamente todos
vermes juvenis entraram nos vasos pulmonares onde atingem maturidade sexual e
sdo produzidas microfilarias que caem na circulacdo, reiniciando um novo ciclo
(KOTANI e POWERS, 1982).

Do ponto de vista clinico, a dirofilariose causa, primordialmente, danos as
artérias pulmonares e aos pulmdes. ApO6s a entrada dos vermes nas artérias
pulmonares ocorre eosinofilia e pneumonite eosinofilica (CALVERT e LOSONSKY,
1985). Os vermes maduros causam danos endotelial nos vasos pulmonares,
proliferacédo vilosa e infiltrados neutrofilicos nas paredes vasculares (DILLON et al.,
1995a). A gravidade da doenca pode ser afetada pelo nimero de vermes e duracao
da infeccdo. No entanto, o grau de atividade do céo esta associado diretamente com
a velocidade da evolucao da doenca, sendo que cées que permanecem mais tempo
em repouso demoram mais para apresentar sinais clinicos (DILLON et al., 1995b).
Apesar destes efeitos dos vermes vivos, sinais mais severos sao esperados na
medida que 0s vermes morrem, pois eles se decompdem, liberando pequenos
fragmentos que podem se alojar nas arteriolas pulmonares distais e nos leitos
capilares dos lobos pulmonares caudais, blogueando o fluxo sanguineo,

caracterizando o tromboembolismo pulmonar (DILLON et al., 1995a).

Durante os periodos de aumento da atividade ou exercicio, o aumento do fluxo
sanguineo para estes vasos bloqueados faz com que os capilares frageis se rompam,
com hemorragia resultante e fibrose subsequente. Tal fibrose, aliada a liberacéo de
substancias vasoativas pelos vermes, aumenta a resisténcia vascular pulmonar e
causa hipertensdo pulmonar subsequente (KITOH et al., 2001). O ecocardiograma é
o método diagndstico de eleicdo para deteccédo da hipertensdo pulmonar (SOYDAN
et al., 2015). As consequéncias destes eventos vasculares sao “cor pulmonale” e ICC
direita potencial. Ainda, em uma pequena porcentagem dos casos, pode ocorrer a
“sindrome caval’, que resulta da localizacdo dos vermes na veia cava caudal e atrio
direito, causando interferéncia na funcdo da vélvula tricuspide. Este evento ocorre
guando uma grande quantidade de vermes preenche a artéria pulmonar, estendendo-

se para o ventriculo e atrio direitos (ATKINS et al., 1988).
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Os vermes adultos, na artéria pulmonar, podem ser localizados através da
ecocardiografia, desde que estejam na janela visual do ultrassom, quando sao
visualizadas as paredes ecogénicas de dirofilarias imaturas ou maduras que residem
no limen da arvore arterial pulmonar (KITAGAWA et al., 1990; PRAVEEN et al., 2012;
TAl e HUANG, 2013). Ocasionalmente, nos quadros de “sindrome caval” os vermes
podem ser visualizados no ventriculo e &trio direitos (ATKINS et al., 1988). Cdes com
sinais de hipertensdo pulmonar sem causa definida devem ser investigados para
dirofilariose (TAI e HUANG, 2013).

D. immitis, além de responsavel por distlrbios cardiovasculares em seus
hospedeiros naturais, € também uma zoonose. Quando infecta o ser humano, D.
immitis ndo atinge a maturidade. Normalmente é diagnosticada por biopsia pulmonar
excisional. Exames de imagem podem revelar nédulos no pulmdo que sé&o
identificados por histopatologia. Na maioria dos casos sdo encontrados exemplares
juvenis (PAMPLIGLIONE et al., 1996)

Em geral, 50% dos casos humanos, ou mais, sdo assintomaticos, mas tosse e
dor torécica, durante aproximadamente um més podem ocorrer. Outros sinais como
febre, mal-estar, mialgia e hemoptise também ja foram relatados (ACHA e SZYFRES,
2003).

A ocorréncia de casos humanos tem sido registrada em todo o mundo. Embora
classificada como zoonose pela Organizacdo Mundial da Saude (ACHA e SZYFRES,
2003), ndo é considerada um problema de saude publica. Entretanto, os casos
humanos, mesmo isolados, apresentam importancia médica e devem ser

devidamente acompanhados.

No Brasil, os primeiros casos de D. immitis em humanos foram registrados
ainda no final do século XIX (SILVA e LANGONI, 2009). Dados de infec¢cdes humanas
por D. immitis no pais apresentam resultados bastante variados. Enquanto Acha e
Szyfres (2003) informam que, dos casos registrados entre 1995 e 2000, houve
somente um no Brasil. Campos et al. (1997) relatam 24 casos em Sao Paulo, no
periodo de 1982 a 1996, e Rodrigues-Silva et al. (2004) registram 50 casos no pais.
Em Santa Catarina, Cavallazzi et al. (2002), em Florianopolis, e Bublitz et al. (2012),

em Joinville, descrevem sete e oito casos, respectivamente.
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O diagndstico das microfilarias pode ser realizado através da observagédo
microscépica de uma gota de sangue com anticoagulante mediante técnicas de
hemoconcentracdo, no entanto, em até 80% dos cées infectados as microfilarias nao
sdo identificadas. Estas infecgbes “ocultas” podem ocorrer como resultado de
infeccdes por um Unico sexo, respostas imunes do hospedeiro que suprimem a
reproducdo do helminto e, quando o cao foi submetido a prevencao de dirofilariose
(GREENE, 2015). Ainda, Patton e Faulkner (1992) citam que é preciso diferenciar
microfilarias de D. immitis daquelas de Acanthocheilonema reconditum.

A deteccdo de antigeno € o método recomendado para a triagem diagnéstica
primaria em caes (GREENE, 2015). Estes testes detectam, através de métodos de
imunoensaio enzimatico, uma glicoproteina secretada principalmente pelas fémeas
(MCCALL et al., 2001). As principais limitacdes destes séo 1) boa sensibilidade (90-
95%) somente na presenca de mais de trés vermes fémeas adultas e 2) a deteccao

dos antigenos so € possivel 5-7 meses apos infeccdo (NELSON et al., 2010).

Ainda em relacdo ao diagndstico, conforme Carreton et al. (2011), em caes
positivos no teste de antigenos para dirofilarias, os niveis de troponina | foram
significativamente maiores em compara¢ao com o grupo controle, no entanto, estes

achados néo sao especificos para esta doenca.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) também tem sido utilizada para
diagnoéstico em pesquisas envolvendo o género Dirofilaria. O “genobank” tem
informacdes de sequenciamento genético dos seguintes nematédeos filaréides: D.
immitis, D. repens, Setaria digitata, S. tundra, Brugia malayi, Wuchereria bancrofti,
Onchocerca flexuosa e O. volvulus (KRONEFELD et al., 2014).

Rishniw et al. (2006) citam que a técnica de PCR demonstra maior sensibilidade
e especificidade para deteccdo de D. immitis, em relacdo a pesquisa de antigenos e
do diagnoéstico direto através de esfregaco sanguineo. Além disso, sugerem que a
PCR pode ser adequada para genotipagem de todos os membros da familia
Onchocercidae. Por este motivo esta técnica foi escolhida como metodologia de

deteccédo de D. immitis no presente estudo.
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2.3 JUSTIFICATIVA

A Dirofilariose tem apresentado comportamento progressivo, com introducao
dos vetores e dos parasitas em locais historicamente ndo afetados, como citam
Bowman et al. (2009), nos Estados Unidos, Genchi et al. (2009) na Europa, Vezzani
e Carbajo (2006) na Argentina e Ahid et al. (2000) no Brasil. Em Florianépolis, na
regido da Lagoa da Conceicéo, foi reportada uma prevaléncia de 15% (ARAUJO et
al., 2003). Este mesmo modelo de estudo foi utilizado para avaliar 200 cées na regiao
do planalto serrano, em Lages, onde também néo foi verificado nenhum caso positivo
(SARTOR, 2004). Também em Santa Catarina, no litoral, em um estudo realizado
entre 2005 e 2006, nao foram detectados animais positivos, dos 120 caes avaliados
através da pesquisa de antigenos para Dirofilaria immits (SARTOR et al., 2006). No

entanto, estudos recentes sao escassos a respeito da distribuicdo desta parasitose.
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2.4 HIPOTESES

A utilizacdo de métodos mais sensiveis (PCR) que os empregados em estudos
anteriores na regido (deteccdo de antigeno), aliada a intensa mobilidade de caes na
atualidade (caes da regiao serrana que frequentam o litoral e vice-versa), aumenta a
acuracia da investigacao de D. immitis podendo apresentar resultados positivos em

cées da regido serrana.
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2.5 OBJETIVOS

2.5.1 OBJETIVOS GERAIS

- Investigar a ocorréncia da infec¢cdo por D. immitis em cdes no municipio de Lages-
SC.
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2.6 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi enviado para o Comissé&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)
do Centro de Ciéncias Agroveterinarias (CAV), da Universidade do Estado de Santa
Catarina (UDESC) e aprovado sob o niumero de protocolo CEUA n° 3253240816.

Foram utilizados 74 caninos adultos (=212 meses), sendo 44 da raca Shih-tzu,
machos e fémeas, apresentando ou ndo sinais de doenca cardiaca e 30 cdes de racas
diversas, oriundos da rotina clinica do servico de cardiologia veterinaria da
Universidade do Estado de Santa Catarina e da Clinica Veterinaria Caes e Gatos,
ambas situadas em Lages, Santa Catarina. Os animais foram submetidos a exame
fisico completo, afericdo de pressao arterial pelo método de doppler vascular e
ecocardiografia. Foram coletadas amostras de sangue para hemograma completo,
perfil hepatico [alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (FA)], perfil renal
(creatinina e ureia). Os critérios de exclusdo para o estudo incluiam: cées que
sabidamente transitavam entre regido serrana e litoral catarinense, ou outras regioes

do Brasil; caes que tenham utilizado medicagao microfilaricida.

Amostras de sangue total com EDTA foram armazenadas (-20°C) para
deteccdo do DNA de D. immitis pela técnica de PCR.

2.6.1 DETECCAO DE D. immitis PELA PCR

Foram coletas amostras de 1 mL de sangue total, com EDTA, para extracéo de
DNA. Todas amostras foram mantidas individualmente e congeladas a -20 °C até

descongelamento para extracdo de DNA.

Apbs o descongelamento das amostras em temperatura ambiente, a extracao
foi realizada, como descrito por Rishniw et al. (2006), utilizando-se 500uL de sangue
com anticoagulante com adicdo de 500uL de solugéo tampédo (50mM Tris, pH 8.0;
100Mmedta, 100 mM NacCl, 1% SDS) para lise do material genético, adicionados ainda
de 10uL de proteinase K (10mg/mL) por 16 horas a 55°C, seguido da aplicacéo do
meétodo de extracdo padrao utilizando fenol/cloroférmio, como descrito anteriormente
por Sambrook e Russel (2001).
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A deteccdo de DNA D. immitis no sangue foi realizada utilizando primers
espécie-especificos: “forward Diro” (5'-ACGTATCTGAGCTGGCTCAC-3') e “reverse
Diro” (5'ATGATCATTCCGCTTACGCC-3') (Invitrogen®), conforme descrito por Watts
et al. (1999).

A reacgdo de PCR foi realizada em um volume final de 20 pl, contendo 200 mM
de uma mistura de dNTPs, 25 pmol de cada iniciador, uma unidade de Tag DNA
polimerase e 4 yl de DNA obtido. As reacdes de amplificacdo foram realizadas com
termociclador com o seguinte programa: desnaturacgéo inicial de 4 minutos a 95°C,
ligacdo dos iniciadores a 55 °C/ 1 minuto, extensao a 72°C / 1 minuto, seguido de 25
ciclos 95 °C/1min, 55°C/1 min, extenséo a 72°C/1 min e um ciclo final de extenséo a
72°C/5 min (SCOLES e KAMBHAMPATI, 1995).

O controle positivo foi obtido pela maceracao e extracédo de DNA de exemplares
de D. immits gentilmente cedidos pela Dra Norma Vollmer Labarthe, do Laboratorio

de Imunomodulacgéo e Protozoologia do Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ.
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2.7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliados 44 caes da raca Shih-tzu, sendo 24 machos e 20 fémeas,
entre um e 14 anos, com peso corporal de 3,1 a 9,4 kg e 30 pacientes caninos de
racas diversas, com idade de 9 a 18 anos, com peso corporal de 2,7 a 11,3kg, todos
residentes no municipio de Lages, Santa Catarina. Todos os tutores destes animais
relatavam ter adquirido o animal nesta cidade e nunca ter retirado seu pet para outra
localidade. Os tutores relatavam que nunca haviam utilizados medicamentos para

prevencéao de dirofilariose em seus animais.

Todos animais foram submetidos a estudo ecocardiografico completo e nao foi
detectada nenhuma alteracéo sugestiva de alojamento de vermes adultos em artéria
pulmonar, atrio direito e ventriculo direitos. Nenhum cdo apresentava alteracfes

sugestivas de hipertenséo arterial pulmonar.

N&o foi encontrado nenhum caso positivo de todos animais submetidos a
deteccdo de DNA de D. immits pela técnica de PCR.

Em diversos estudos recentes, casos de dirofilariose passaram a ser
reportados em zonas tradicionalmente consideradas livres da doenga e relatos da
doenca, de origem autdctone, foram descritos no centro e norte da Europa, regides
onde até ha pouco tempo, apenas tinham sido descritos casos “importados” (ALHO et
al., 2014). No Brasil, os estudos descrevem ocorréncia de 0 até 50% nas populacdes
caninas avaliadas em diversos estados (AHID et al., 1999; ALVES et al., 1999;
ARAUJO et al., 2003; SARTOR et al., 2006). O aumento do nimero de casos tem
uma etiologia multifatorial, podendo-se destacar os seguintes fatores: alteracfes
climaticas (aquecimento global) e alteracBes ecoldgicas artificiais (a criagdo de
barragens e de novas zonas de producédo agricola) (GENCHI et al., 2009). Na regiao
serrana, mais especificamente na cidade de Lages, Santa Catarina, o Ultimo estudo
gue avaliou a presenca de animais reagentes para dirofilariose foi em 2004 (SARTOR
et al., 2004) justificando pesquisas nesta area tendo em vista a tendéncia global de

disseminacéo deste parasita mesmo em regides tradicionalmente mais “frias”.

No presente estudo foram avaliados 74 cées, a maioria deles eram animais que
frequentam regularmente clinicas veterinarias e provavelmente, possuem tutores mais

cuidadosos. Os animais que porventura tenham recebido tratamento com lactonas
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macrociclicas provavelmente ndo desenvolverdo vermes adultos e sintomas da
doenca, bem como nédo reagirdo nos testes de pesquisa de antigeno e PCR (ALHO et
al., 2014). Esta classe de farmacos, apesar de nao impedir a picada do vetor, bloqueia
o desenvolvimento larvar (BOWMAN e MANNELLA, 2011). Apesar de termos
excluidos do estudo aqueles animais cujos tutores declararam terem utilizados
farmacos da classe supracitada, € impossivel garantir que os animais avaliados néo
tenham sido submetidos a estes tratamentos. Portanto, a nulidade de ocorréncia de
D. immits, verificada por meio da PCR no presente estudo, ndo garante que a doenca

nao esta presente na regido onde os animais foram avaliados.

Estudos em laboratério determinaram que é necessaria uma temperatura
minima de 14°C para o desenvolvimento das larvas de dirofilaria até o terceiro estagio
infectante (L3) (LOK e KNIGHT, 1998). Segundo o Wrege et al. (2012), a temperatura
média anual em Lages € de 16°C, o que supostamente permite o desenvolvimento
dos estagios larvais nos vetores, teoricamente, viabilizando a transmissdo desta
parasitose nesta regido, sobretudo nos meses de calor. Apesar destas hipéteses, na

amostra analisada no presente estudo, ndo foram encontrados caes positivos.

Ainda neste contexto, devemos considerar o efeito de “ilhas de calor”, nas
areas urbanas, que pode gerar microambientes capazes de manter o desenvolvimento
das larvas de dirofilarias mesmo em regides de clima frio (NELSON et. al., 2010).
Neste sentido, seria interessante um estudo adicional, com um numero mais
expressivo de caes, incluindo animais errantes, e em situacdes mais vulneraveis, com
maior chance de contato os vetores e com improvavel acesso ao tratamento protetor,

para melhor avaliacdo da incidéncia de D. immits na regido serrana catarinense.

Outro aspecto a ser considerado é que a D. immitis apresenta baixa
especificidade de hospedeiros vertebrados, podendo infectar diversas espécies de
mamiferos, além dos carnivoros domésticos, como raposas (Vulves vulpes), lobos
(Canis lupus) e cavalos (Equus caballus) (SIMON et al., 2012). Para uma avaliagéo
mais confiavel e ampla, seria importante incluir na pesquisa coleta de sangue e
avaliacdo da presenca do DNA de D. immits também nestas espécies.

Os principais métodos para diagnostico da dirofilariose canina séo o da gota
espessa e 0 méetodo de Knott, ambos testes rapidos e baratos. Apesar de muito
utilizados, estes testes podem apresentar resultados falso negativos. Se a populagao

de vermes adultos for do mesmo sexo e dependendo da fase bioldgica do parasita, a
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producdo de microfilarias ndo acontece, o que acarretara resultados falso negativos
nestes testes (OGAWA, 2013). Outro aspecto negativo a ser considerado nestas
técnicas de diagnostico € a possibilidade de falso positivo, quando da confusdo com
microfilarias de Dipetalonema reconditum (Sin.: Acanthocheilonema reconditum)
(HOCH e STRICKLAND, 2008; NELSON et al. 2018). Mais recentemente, devido a
facilidade e especificidade dos testes rapidos para pesquisa de antigenos (Atkins,
2003) esta linha de diagndstico tem sido utilizada amplamente na rotina clinica, porém
também apresenta o viés de somente identificar infestacdes com um ou mais
nematddeos fémeas adultas com pelo menos sete a oito meses de idade, no entanto
nao detectam infestacbes com menos de cinco meses e casos de microfilaremia.
Devido a estes problemas inerentes ao método, nos testes acima citados, optou-se
por realizar neste estudo a pesquisa de DNA de D. immits através da técnica de PCR,

devido maior confiabilidade deste método.

Os parasitas adultos podem ser visualizados na ecocardiografia visto que a
parede do corpo dos vermes adultos é altamente ecogénica e produz imagens curtas
e paralelas, distintas, com o surgimento de linhas ecogénicas paralelas no lumen da
artéria pulmonar e em infec¢cées macicas, pode-se identificar as estruturas em atrio
direito e ventriculo direito (BADERTSCHER et al., 1988; MOISE, 1999). A
ecocardiografia pode ainda fornecer evidéncias definitivas de infeccéo por dirofilariose
e também permite avaliar as consequéncias anatdmicas e funcionais cardiacas da
doenca. No presente estudo nédo foi identificada nenhuma alteracdo sugestiva de
dirofilariose, no entanto, particularmente em cdes levemente infectados, a
ecocardiografia, isoladamente, ndo € um método efetivo de diagndéstico, pois os
vermes frequentemente se limitam aos ramos periféricos das artérias pulmonares
além do campo de visdo ecocardiogréafico (TAl e HUANG, 2013; NELSON et al., 2018).
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2.8 CONCLUSAO

Apesar do aumento da temperatura média anual nos udltimos anos e o
incremento na mobilidade dos cées entre as regifes serrana e litoranea do estado de
Santa Catarina, no presente estudo ndo foram encontrados animais positivos para D.

immits, pela técnica da PCR.
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2.9 RELEVANCIA CLINICA

Mudancas ambientais e climéticas, tanto naturais quanto criadas por seres
humanos, e o movimento de animais aumentaram o potencial de infecgdo por
dirofilariose em todo o mundo. Diante deste cenario, estudos, assim como este aqui
descrito, que definam a incidéncia em regifes onde teoricamente a parasitose nao
esta presente sdo essenciais para tracar planos de profilaxia e direcionamento
diagnostico e terapéutico, quando o clinico se depara com situagcbes com quadro

clinico compativel.
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2.10 LIMITACOES DO ESTUDO

Este estudo ndo avaliou uma proporcao significativa de cdes para que se
pudesse confirmar a nulidade de ocorréncia de Dirofilariose na regiao serrana
catarinense. Sugere-se a realizacdo de novos estudos com este proposito, com
avaliacdo de um numero mais expressivo de animais distribuidos homogeneamente e
de forma aleatoria na cidade de Lages e municipios vizinhos, bem como incluséo de
avaliacao de raposas (Vulves vulpes), lobos (Canis lupus), e cavalos (Equus caballus)
e também verificacdo das formas infectantes nos vetores conhecidos para esta

parasitose.
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