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BIOMARCADORES CARDIACOS EM CAES COM DEGENERACAO
MIXOMATOSA DA VALVA MITRAL SUBMETIDOS A UM PROGRAMA DE
CONDICIONAMENTO FiSICO

RESUMO - Diferentemente da medicina humana que ja utiliza o
exercicio como ferramenta terapéutica em diversas enfermidades cardiacas, na
clinica de pequenos animais essa modalidade de tratamento ndo € indicada
para caes cardiopatas devido a falta de estudos nesse campo. A utilizagao de
biomarcadores cardiacos pode ser indicada como meio para monitorizar
respostas a tratamentos e atividade fisica. Assim, o estudo em questao teve
como escopo avaliar os biomarcadores cardiacos em cades com doenga
mixomatosa da valva mitral (DMVM), submetidos ao exercicio fisico,
correlacionando os valores das concentracdes de tais substancias com os
indices ecocardiograficos estudados. Para tanto, 15 caes com DMVM foram
selecionados e alocados em trés grupos, conforme a severidade da
enfermidade (baseada no tamanho da relacao atrio esquerdo/aorta). O teste de
esforco incremental foi realizado para deteccdo do limiar de lactato e
velocidade correspondente. Na sequéncia, foram realizadas oito semanas
consecutivas de treinamento, com base em 70% da velocidade do limiar de
lactato. Foram documentas as concentracdées sanguineas dos biomarcadores
cardiacos (NT-proANP, NT-proBNP, troponina | cardiaca, CK-MB, LDH | e
AST) e as variaveis ecocardiograficas nos momentos inicial (M0), 4 (M4) e 8
(M8) semanas ap0s o inicio do protocolo de exercicio. No grupo AE/Ao<1,4 foi
identificada diferenca significativa no NT-proANP em M8 comparado ao MO.
Para os demais biomarcadores ndo houve diferenga entre grupos e momentos
ao longo do condicionamento. Por meio de analise estatistica multivariada,
foram extraidos 8 fatores, sendo que o fator 1, composto por FEC% e FEJ%,
representou 17,05% da variancia total dos dados. Ja os fatores compostos por
biomarcadores apresentaram menor representatividade. Os resultados desta
pesquisa permitem concluir que o exercicio fisico sistematizado, da forma
como realizado, n&o promoveu alteragdo nas concentragcbes dos
biomarcadores de estiramento e lesdo de midcitos cardiacos. Além disso, a
analise multivariada exploratéria mostrou que os fatores onde se inserem o0s
biomarcadores contribuiram com a menor porcentagem na variabilidade total
dos dados, ilustrando a pequena participacdo dessas substancias nos efeitos
atribuidos ao treinamento fisico.

Palavras-chave: canino, endocardiose, exercicio, coragao, peptideos
natriuréticos, troponina | cardiaca
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CARDIAC BIOMARKERS IN DOGS WITH DEGENERATIVE MITRAL VALVE
DISEASE UNDERGOING A PHYSICAL CONDITIONING PROGRAM

ABSTRACT - As opposed to human medicine, which already uses the
exercise as a therapeutic tool in several heart diseases, it is not common sense
for small animal practitioners to recommend such treatment for dogs with heart
disease owing to an absence of studies. Cardiac biomarkers may be used to
monitor response to treatment and physical activity. Therefore, this study had to
goal of assessing how these substances perform in dogs with myxomatous
mitral valve disease (MMVD) undergoing a physical exercise program. For this
purpose, 15 dogs were ascribed to three groups (in accordance with the left-
atrium-to-aorta ratio). Incremental exercise test was performed to detect the
lactate threshold. In the following eight weeks, the animals underwent training
exercises based on 70% of the lactate threshold velocity. Echocardiographic
parameters and cardiac biomarkers (NT-proANP, NT-proBNP, Cardiac troponin
I, CK-MB, LDH | and AST) were evaluated at the starting time (M0), and at 4
(M4) and 8 (M8) weeks after the beginning of the exercise protocol. In the
LA/Ao <1.4 group, a significant difference was found in NT-proANP at M8 as
compared to MO. No differences were documented for the remaining
biomarkers throughout the training. Using multivariate analysis, 8 factors were
extracted. Factor 1, which comprises fractional shortening and ejection fraction,
represented 17.05% of the data variability, while the factors composed by
biomarkers showed lower representativeness. Based on these results, it was
concluded that the systematic exercise, at least the way it was performed in this
investigation, did not promote changes in the concentrations of both the stretch
and myocytes injury biomarkers. In addition, multivariate analysis showed that
the factors in which biomarkers were included accounted for the lowest part of
the total data variability, indicating the low representativeness of these
substances in the effects attributed to physical training.

Keywords: canine, endocardiosis, exercise, heart, natriuretics peptides, cardiac
troponin |
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1. INTRODUCAO

A degeneragdo mixomatosa da valva mitral (DMVM) é a enfermidade
relacionada ao sistema cardiovascular mais comum dentre as diversas
anormalidades documentadas em caes. Nos ultimos tempos, a utilizagdo de
biomarcadores cardiacos vem sendo considerada uma importante ferramenta
auxiliar para diagnéstico e avaliacao da progressédo da enfermidade, sendo Util
na monitoracdo de tratamentos em caes com DMVM. Pelo fato da DMVM ser
um exemplo de enfermidade crénica cuja progressdo do estagio brando ao
severo se da ao longo de anos, as estratégias de tratamento mudam de acordo
com sua fase clinica, sendo a restricdo ao exercicio fisico normalmente
indicada. A despeito da padronizacédo do tratamento dessa doenca, a busca por
alternativas de terapias mais eficazes e menos dispendiosas é constante.

Embora o exercicio fisico no cdo desempenhe papel importante como
ja demonstrado em seres humanos, sua utilizacao ainda ndo é senso comum
em animais cardiopatas. Portanto, mesmo n&do sendo alvo das afecgbes
coronarianas isquémicas, o cao possivelmente sera muito favorecido pela
atividade fisica terapéutica. Curiosamente, as investigacées cientificas
envolvendo os efeitos terapéuticos do exercicio apenas usufruiram dessa
espécie como modelo experimental para as afec¢cdes humanas, abrindo,
portanto, novas e promissoras fronteiras para terapia e experimentacédo
cientifica veterinaria.

No contexto de pesquisa centrada na espécie canina, o laboratério de
cardiologia veterinaria da UNESP-Jaboticabal vem, ao longo das dultimas
décadas, buscando a elucidacdo dos processos fisiopatolégicos e alternativas
terapéuticas, fazendo uso de metodologias modernas, as quais se traduzem
em dados de elevada credibilidade cientifica (PEREIRA, 2015; FRANCO, et.
al.; 2011; SILVA-FILHO, 2014; CAMACHO, 2013). O exercicio fisico ja foi
objetivo de estudos deste grupo de pesquisa, ao avaliar o efeito do treinamento
progressivo em esteira rolante, determinado por teste incremental de esforco
maximo, sob as fung¢des autondémicas e hemodindmicas cardiacas de céaes
saudaveis (PASCON, 2009).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Degeneracao mixomatosa da valva mitral

A degeneracdo mixomatosa da valva mitral (DMVM) é a doenca
cardiaca adquirida mais comum em caes adultos. Também é denominada de
endocardiose, doenca valvular crénica ou doenca degenerativa da valva mitral.
Tal enfermidade é de grande importancia por apresentar uma alta prevaléncia
na populacdo canina, principalmente em animais idosos. Observa-se maior
incidéncia em caes de pequeno porte, machos, entre a idade adulta e senil
(HAGGSTROM et al., 2004; HAGGSTROM et al., 2005; BUCHANAN, 1997).

A etiologia da DMVM permanece parcialmente obscura, embora
diferentes mecanismos possam estar envolvidos, como fatores genéticos,
dieta, endocardites bacterianas e prolapso valvar (PERDERSEN, 2000;
HAGGSTROM et al.,, 2004). Além disso, o estresse dos folhetos, a
degeneracdo do colageno e alteracbes endoteliais estdo envolvidos no
desenvolvimento dessa afeccao valvar (HAGGSTROM et al., 2004; WARE,
2006; MUCHA, 2007). Estudos também ja evidenciaram predisposicdo genética
em racas como Cavalier King Charles Spaniel e Dachshund (WARE, 2006;
BORGARELLI et al., 2004; ATKINS; HAGGSTROM, 2012). Pesquisas
recentes destacaram o papel das citocinas inflamatérias, serotonina e fator de
transformacdo do crescimento beta, os quais, acredita-se, sdo importantes
contribuintes na fisiopatologia da enfermidade (OYAMA et al., 2006; ARNDT et
al., 2009; ZOIS et al., 2012). Arndt et al. (2009), por exemplo, verificou que
caes com degeneracédo valvular naturalmente acometidos e ragas predispostas
a doencga apresentaram maiores concentragoes séricas de serotonina do que

animais controle.

As lesdes iniciam-se nos bordos livres dos folhetos, evoluindo em
direcdo a base, podendo alcancar as cordoalhas tendineas e musculos
papilares (KITTLESON, 1998; BORGARELLI et al.,, 2004; MUCHA, 2007).
Quando os folhetos da valva mitral tornam-se espessados, ocorre falha na

oclusdo do aparato valvar durante a contracdo ventricular e nota-se fluxo
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retrébgrado de sangue dos ventriculos para os atrios. Destarte, a regurgitacao
valvar promove dilatagdo atrial, do anel valvar e do ventriculo esquerdo
(ABBOT, 2002; WARE, 2006; HAGGSTROM et al., 2004; HAMLIN, 2005).

A medida que a lesdo valvar progride, o volume de sangue regurgitante
representard uma por¢do consideravelmente maior do volume de ejecéo
ventricular esquerdo total. Em decorréncia dessa alteracdo, o débito cardiaco
pode ser insuficiente por diminuicdo do rendimento cardiaco anterégrado,
produzindo queda na pressdao arterial e ativando 0s mecanismos
compensatérios (ABBOT, 2002; HAGGSTROM et al., 2004; HAMLIN, 2005).
Quando o débito cardiaco € insuficiente e a pressado arterial cai, 0s
mecanismos compensatérios, incluindo o sistema nervoso autbnomo simpatico
e o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), sao ativados e
contribuem para a manutencdo do débito cardiaco para compensar a
deterioracdo da funcdo cardiaca. No entanto, esses mecanismos provocam
efeitos deletérios em longo prazo, como remodelamento ventricular e vascular,
e podem desencadear progressao da insuficiéncia cardiaca (SISSON, 2004;
BERNAY et al., 2010; SISSON, 2010).

Inicialmente a ativacao do sistema nervoso autbnomo simpatico resulta
na liberacdo de catecolaminas e, assim, o coracao responde aos estimulos
inotrépico e cronotropico acionados, redirecionando o fluxo sanguineo para os
centros vitais. Contudo, em processos crénicos como a insuficiéncia cardiaca,
h& evidente elevacédo da pré-carga, piorando o quadro de congestdo venosa
(SISSON, 2010). O SRAA ¢é ativado tardiamente a partir do estimulo de
receptores B adrenérgicos, diminuicdo da perfusao renal e pela reducéao de
reabsorcdo de sédio pelos tubulos renais. Como consequéncia, ocorre
aumento significativo na pré e pés-carga em decorréncia da retencao de sédio
e agua e da vasoconstricaio (HAGGSTROM et al., 2004; BERNAY et al., 2010).

Os sinais clinicos iniciam-se geralmente com o remodelamento
cardiaco, sendo frequentemente relatados taquipnéia/dispnéia, tosse ou
sincope na espécie canina. A tosse € alta e seca, podendo aumentar
gradualmente sua frequéncia. O proprietario pode ndo notar o gradual declinio
da atividade fisica do paciente (PETRIC, 2015).
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Nos ultimos anos, numerosos ensaios clinicos, que estudaram uma
variedade de medicamentos para terapia e prevencao de insuficiéncia cardiaca
congestiva (ICC), foram realizados e houve mudancga na terapia convencional,
dando-se maior énfase ao bloqueio dos efeitos deletérios da resposta neuro-
humoral para reducéo do débito cardiaco (inibidores da enzima conversora de
angiotensina, bloqueadores dos receptores mineralocorticoides e antagonistas
dos receptores beta-adrenérgicos); a melhora na hemodindmica (suporte
inotrépico) com inodilatadores (pimobendan) e vasodilatadores puros
(hidralazina, amlodipina, nitroprussiato de sddio, nitroglicerina); introducao de
novos diuréticos (torasemida) e nova modalidade de uso dos diuréticos
consagrados (infusao continua de furosemida) (ATKINS; HAGGSTROM, 2012).
Embora menos usual, a correcao cirurgica da valvula mitral constitui uma
opcao para os animais gravemente enfermos, embora os resultados desse

procedimento ainda sejam conflitantes (PETRIC, 2015).

A terapia instituida aos cées afetados visa melhorar a qualidade de
vida, com diminuicdo dos sinais clinicos e aumento no tempo de sobrevida,
pois nenhum tratamento inibe a progressao da doenca. Uma vasta gama de
opcoes farmacoldgicas para o tratamento de DMVM proporciona qualidade de
vida razoavel e maior expectativa de vida (PETRIC, 2015). Contudo, a busca
por alternativas de tratamento mais eficazes e menos dispendiosas € constante
(ATKINS; HAGGSTROM, 2012). Atualmente, ndo se conhece o verdadeiro
papel da atividade fisica na evolucdo da DMVM, optando-se pelo repouso
associado a terapia medicamentosa centrada em diuréticos e vasodilatadores,
bem como dieta hipossddica (KANNO et al, 2007; BORGARELLI;
HAGSTROM, 2010). Em seres humanos, por outro lado, Brum et al. (2004)
verificaram que o exercicio fisico representa uma alternativa extremamente
importante no tratamento da insuficiéncia cardiaca, pois melhora a qualidade
de vida do individuo com insuficiéncia cardiaca e corrige a disfuncao

neurovascular na insuficiéncia cardiaca.
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2.2. Exercicio fisico como terapia cardiovascular

O exercicio fisico € amplamente utilizado como ferramenta diagnéstica,
prognéstica e terapéutica na cardiologia humana. Por meio de indices
confiaveis obtidos em testes de esforco em esteira ou bicicleta ergométrica, os
pacientes sao classificados quanto a capacidade cardiovascular e grau de
insuficiéncia cardiaca, o que abre portas para a prescricao terapéutica dessa
modalidade (FLETCHER et al.,, 1990; PIEPOLI et al., 2011; ADAMS;
NIEBAUER, 2015).

Ja é sabido que a atividade fisica incorre em uma série de alteracdes
no organismo tanto de humanos quanto de caes. Em pessoas ha forte
evidéncia dos efeitos benéficos do exercicio em relacdo a melhora na funcao
endotelial, controle da pressdo arterial e da variabilidade da frequéncia
cardiaca, sugerindo que a implementacao de atividade fisica é importante para
a populacao, haja vista seu baixo custo, poucos efeitos colaterais e a gama de
beneficios quando comparada a terapia medicamentosa (KITTLESON et al.,
1996; FIUZA-LUCES et al., 2013). Segundo Maaike et al. (2007), o treinamento
fisico é considerado uma terapia complementar importante para os pacientes
humanos com ICC que se valem de medicacao estavel, com efeitos benéficos
ja documentados em varios niveis funcionais e estruturais. No entanto, o
tratamento farmacolégico ndo pode ainda reduzir o desarranjo autonémico e a

ativagdo neuro-humoral nesses pacientes.

As Ultimas décadas tém experimentado um aumento significativo na
expectativa de vida de animais companhia, 0 que resulta em doencas
cronicas semelhantes a populacdo humana, incluindo enfermidades
respiratorias, cardiovasculares e locomotoras em caes idosos. Com o
avanco no diagnostico e tratamento dessas condigdes, 0 exercicio tornou-se
um objeto de estudo de varios pesquisadores quanto a sua aplicabilidade na
medicina veterinaria (KITTLESON et al., 1996; FERRASIN; MARCORA,
2007; CHAUVET et al, 2011; AGUDELO; SCHANILEC, 2013). Ja se
observa uma série de pesquisas na area de exercicio fisico e seus efeitos

em diversos paradmetros como frequéncia cardiaca, lactato, glicose,
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temperatura retal, entre outros, tanto em cdes saudaveis como naqueles
portadores de enfermidades cardiacas e obesidade (KITTLESON et al.,
1996; ROVIRA et al.,, 2008; FERRASIN; MARCORA, 2007; FERRASIN;
MARCORA, 2009; PICCIONE et al., 2012)

Nos seres humanos saudaveis, diversas formas de atividade fisica
regular ja evidenciaram melhoria na qualidade de vida, além de diminuigdo do
risco de morte subita decorrente de arritmias fatais, infarto do miocardio por
arteriosclerose coronariana, hipertensao arterial sistémica, diabetes, obesidade
e tromboembolismo. (FLETCHER et al., 1990; SHEPHARD; BALADY, 1999;
BUCH et al.,, 2002). De forma semelhante, pacientes com afeccdes
cardiovasculares também foram beneficiados pelo treinamento fisico,
vivenciado em diferentes protocolos e triagens clinicas (SULLIVAN et al., 1989;
FLETCHER et al.,, 1990; BALADY et al., 1998; BELARDINELLI et al., 1999;
KETEYIAN; BRAWNER, 1999; IELLAMO et al., 2000; LARSEN et al., 2001;
BILLMAN, 2002; HASKELL et al., 2007; PIEPOLI et al., 2011).

Em pacientes humanos com insuficiéncia cardiaca com redugédo da
fracdo de ejecdo (FEJ%) foram demonstradas melhorias consistentes da
funcdo ventricular, com incrementodo débito cardiaco, sem piora na FEJ%,
uma vez instituidas atividades aerdbias com duracao de quatro a seis meses.
Também ja foi comprovado que o treinamento aerdébio em pacientes com ICC,
especialmente aquele cuja duragdo excede seis meses, pode reverter o
remodelamento cardiaco, aumentar a FEJ% e reduzir o didmetro diastdlico final
do VE (ventriculo esquerdo). Estudos sugerem que ha melhora na funcao dos
cardiomiécitos e na utilizacdo do caélcio intracelular. Outras alteracdes
decorrentes da inclusdo do exercicio estdo relacionadas a homeostase
periférica, como otimizacao da perfusdo sanguinea e do metabolismo oxidativo
(SULLIVAN et al.,1988; HAYKOWSKY et al., 2007; CONRAADS et al.,2013;
PHILLIPS et al., 2015). Ademais, em humanos cardiopatas também se espera
melhoria no aporte sanguineo coronariano, diminuigcdo do consumo de oxigénio
pelo miocardio, atenuagdo da disfuncdo miocardica localizada, mudanca da
resposta auton6mica cardiovascular e incremento do aporte sanguineo

muscular, auxiliando, de modo significativo, no sucesso terapéutico. Soma-se a
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isso o fato do aumento da atividade parassimpatica ter resultado em menor
risco de morte subita e elevagao da sobrevida desses individuos (IELLAMO et
al., 2000; BILLMAN, 2002).

As trés principais hipoteses sobre o efeito vagal protetor incluem a
diminuicdo do trabalho cardiaco, atribuida a reducao da frequéncia cardiaca,
com subsequente reducdo do consumo de oxigénio e melhor perfusao
miocardica (BUCH et al., 2002); acao parassimpatica direta sobre o né sinusal
e miocardio, associado a inibicdo indireta do sistema nervoso auténomo
simpatico nas vias pré (CASADO et al., 1994) e po6s-sinapticas (WATANABE et
al., 1978); bem como diminuicdo da susceptibilidade as arritmias fatais,

interferindo, por exemplo, no limiar de fibrilacdo ventricular (HULL et al., 1994).

O controle do sistema simpatico no estado de insuficiéncia cardiaca
congestiva € majoritariamente anormal, haja vista que pacientes apresentam
aumento da noradrenalina plasmatica e, consequentemente, da atividade
nervosa simpatica. Mecanismos multiplos e variados estao inclusos na ativacao
simpatica, incluindo depressdao dos mecanismos de feedback de controles
sensoriais € aumento dos reflexos excitatérios, tais como o barorreflexo arterial,
reflexos cardiacos, quimiorreflexos arteriais e reflexos aferentes simpaticos
cardiacos. Além disso, alteracdes na sinalizagdo em vias autondmicas centrais
tém sido implicadas no processo de estimulacdo simpatica na ICC. Constam
desses mecanismos 0s aumentos na angiotensina |l central e do receptor de
tipo 1, elevacdo na tensdo de oxigénio reativo, regulacdo positiva na
sinalizagcdo glutamato e NR1 (N-metil-D-aspartato subtipo 1) e outros
receptores. Além disso, o treinamento fisico evidenciou capacidade de reduzir
a atividade simpatica promovendo aumento da sobrevida e reducdo dos
eventos cardiacos (HAACK; ZUCKER, 2014).

Atualmente, sabe-se que o treinamento em pacientes com ICC
desencadeia diminuicdo das concentracbes de angiotensina |, Il, renina e
aldosterona e das catecolaminas e peptideo natriurético atrial (LIUNEM et al.,
1986; HESPEL et al., 1988, COATS et al., 1992; BRAITH et al., 1999; BRITH;
EDWARDS, 2003; HAACK, ZUCKER, 2014), assim como aumento da
quantidade e atividade de oxido nitrico (NO) nos endotélios. Essa substancia,
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por sua vez, é sabidamente causadora de vasodilatacdo, com reducao da
resisténcia periférica e aumento na perfusdo, intensificacdo da resposta
neuronal parassimpatica e, consequentemente, inibicdo da simpatica, pelas
vias central e periférica (CONLON; KIDD, 1999; MARKOS et al., 2001).
Ademais, reduz o estresse oxidativo em decorréncia da menor expressao de
subunidades de NADPH-oxidase (HAACK; ZUCKER, 2014). Embora ainda seja
foco de muitas pesquisas, os efeitos do NO ndo sao totalmente
compreendidos, sendo estudados a fungdo endotelial, regeneracédo, microRNA
e apoptose (COSTA; BIAGGIONI, 1994; SESSA et al.,, 1994; KINGWELL,
2000; PARKES; MAY, 2000; DIMMELER; ZEIHER, 2003; BAUER et al., 2005;
FORNI; SCHONER, 2005; ZAGO; ZANESCO, 2006; ADAM; NIEBAUER,
2015). Segundo Haack e Zucker (2014), o treinamento fisico acarreta efeitos
consideraveis na geracao central de 6xido nitrico e 6xido nitrico sintase em

areas simpato-reguladoras do cérebro.

Maaike et al. (2007), revisando 23 estudos que avaliaram o efeito do
treinamento fisico no desequilibrio autonémico e ativacdo neurohormonal na
insuficiéncia cardiaca cronica, em 849 pacientes humanos, concluiram que o
treinamento fisico aumenta a sensibilidade do barorreflexo, a variabilidade da
frequéncia cardiaca, e reduz o fluxo simpatico, os niveis plasmaticos de
catecolaminas, angiotensina I, vasopressina e o peptideo natriurético tipo B
em repouso. O treinamento também ja comprovou sua eficacia na reducao da
pré e poés-cargas, reforcando a possibilidade de utilizacdo dessa terapia em
caes com ICC. Contudo, assim como na terapia farmacoldgica, a correta
prescricdo da atividade fisica deve ser ponderada quanto a intensidade, tipo,
frequéncia, duracéo e possiveis efeitos indesejaveis (FLETCHER et al., 1990;
BALADY et al., 1998; SHEPHARD; BALADY, 1999).

No que concerne ao musculo esquelético, com a progressdo da
insuficiéncia cardiaca e a ativacdo de mecanismos compensatorios
cronicamente, sabe-se que tais alteragdes causam hipoperfusdo e hipoxia
tecidual, o que resulta em adaptacbes estruturais, metabdlicas e funcionais
progressivas na musculatura periférica, incluindo atrofia, desuso e perda de

massa. Com o0 exercicio, é possivel reverter esse quadro na musculatura
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esquelética, minimizando sinais como intolerancia ao exercicio (PHILLIPS et
al., 2015). Assim, conclui-se que tanto o coracdo, musculos esqueléticos e
funcdo vascular estdo envolvidos na progressao da ICC e na modulagao pela
atividade fisica.

Devido aos beneficios da utilizagdo do exercicio, em seres humanos
higidos, as diretrizes das Sociedades de Cardiologia, em sua maioria, indicam
0 exercicio com o intuito de prevenir doencas cardiovasculares, recomendando
ao menos 30 minutos de atividade aerdbica moderada a intensa por trés a sete
dias semanalmente (HASKELL et al., 2007; PIEPOLI et al., 2011; FLETCHER
et al.,, 2013). J& em seres humanos cardiopatas, a Sociedade Europeia de
Cardiologia recomenda prescricdo de atividade fisica com intensidade leve a
moderada, correspondente a 60-80% do pico de VO.nax Obtida pelo teste de
esfor¢o prévio, no minimo trés vezes por semana, com duragdo de 20 a 40
minutos. O tipo de exercicio € a monitorizacdo dependerdo da enfermidade
envolvida e da capacidade funcional pré-determinada, sendo o
acompanhamento dos pacientes fundamental para o sucesso terapéutico
(PIEPOLI et al., 2011).

De acordo com as diretrizes das Sociedades Brasileiras de Cardiologia e
de Medicina do Esporte (2013), em grupos portadores de doenca arterial
coronariana, a melhor maneira de se mensurar a intensidade fisica do exercicio
€ por meio da frequéncia cardiaca (FC), determinada por teste ergométrico
(TE) maximo. A FC de treinamento deve se situar entre 70 e 85% da FC
maxima obtida no TE, ou pela FC correspondente entre o limiar anaerdbico e o
ponto de compensacao respiratoria, avaliados pela ergoespirometria.

Pascon et al. (2009), ao estudar um protocolo de quatro semanas de
treinamento em caes saudaveis, empregando, respectivamente, 50%, 60%,
70% e 80% da frequéncia cardiaca maxima obtida em teste de esforgco prévio,
concluiu que o exercicio fisico propicia maior ativacdo parassimpatica,
documentada por meio da variabilidade da frequéncia cardiaca. Ademais,
evidenciou, pela anélise ecocardiografica, melhoria na funcao diastélica. Assim,
ressaltou a importancia de estudar a aplicabilidade do teste progressivo e
padronizacdo do treinamento em caes cardiopatas e sua utilidade como terapia
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cardiovascular em tal espécie. Em um estudo piloto em caes com insuficiéncia
cardiaca, Ferrasin e Marcona (2007), constataram ser viavel o teste de
exercicio submaximo em esteira para medir a capacidade de atividade fisica e
fornecer informacbes Uteis para avaliacdo da resposta individual aos
medicamentos empregados. Entre todos os parametros mensurados, lactato e
frequéncia cardiaca refletiram niveis individuais de tolerancia ao exercicio e
devem ser investigados no desenvolvimento e validacdo de um teste de
exercicio confiavel e facilmente reproduzivel em caes com insuficiéncia
cardiaca. Além disso, valores de troponina | nesses pacientes podem fornecer

evidéncias de lesdo miocéardica subclinica induzida pelo exercicio.

Embora o exercicio fisico no cao possa vir a contribuir de maneira
importante como observado em seres humanos, sua utilizacdo ainda é
ignorada como parte da estratégia terapéutica das cardiopatias. Dessa
maneira, antes da instituicio de um protocolo de treinamento em caes, €
necessaria a realizacdo de um teste de esforco maximo, ou submaximo, e o
controle de alguns parametros para avaliacdo adequada de cada animal.
Ademais, o teste de esforco, quando adequado, € facilmente replicado e
permite comparar o progresso dos animais em resposta ao treinamento ou
intervencao terapéutica. A realizagdo do teste e do treinamento na esteira é
indicada, pois possibilita que o controle da intensidade do exercicio e das
condigbes ambientais seja realizado corretamente, facilitando sua
padronizacdo (FERRASIN; MARCORA, 2009).

2.3. Biomarcadores

Um biomarcador € uma substancia produzida por um tecido especifico
que pode ser detectada na circulacdo. Para ter utilidade do ponto de vista
clinico, deve ser liberado em uma quantidade proporcional a evolugdo da
enfermidade, de modo a indicar sua presenca, severidade e prognéstico, sendo
desejaveis, ainda, altas sensibilidade e especificidade. O biomarcador ideal é
aquele que se mantém estavel, de facil deteccao, apresenta baixo custo e é de
execucao rapida (REYNOLDS; OYAMA, 2008; ETTINGER; PROSEK, 2010).
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Atualmente, os biomarcadores cardiacos como meio de diagnéstico e
prognéstico sao alvos de pesquisas na Medicina Veterinaria. Diversos estudos
indicam que sua utilizacdo € valiosa na identificacdo de doengas cardiacas
assintomaticas, insuficiéncia cardiaca, na monitorizagdo de pacientes e na
determinacao do progndéstico (BOSWOOD, 2007; REYNOLDS; OYAMA, 2008;
MACDONALD, 2010; RIBEIRO, 2010; ERIKSSON et al.,, 2014). Tais
substancias podem ser Uteis em diversas situagdes, como na distincao entre
causas cardiacas e nao cardiacas de dispneia e tosse; lesdo miocardica
associada a doenca cardiaca isquémica; trauma toracico; miocardite; uso de
farmacos cardiotoxicos ou, ainda, no diagnéstico de doenca cardiaca
assintomatica ou minimamente sintomatica, permitindo uma intervencgao
terapéutica mais precoce (ETTINGER; PROSEK, 2010; ERIKSSON et al.,
2014).

Na Medicina Veterinaria, os biomarcadores cardiacos dividem-se
essencialmente em dois grupos, os que indicam lesédo das células miocardicas,
liberados quando ha ruptura de mibcitos, e os de estresse miocardico,
liberados quando ocorre estiramento do tecido muscular cardiaco (BOSWOOD,
2007; RIBEIRO, 2010).

2.3.1. Peptideos natriuréticos

Os peptideos natriuréticos pertencem a uma classe de hormdnios
estruturalmente semelhantes, que funcionam como reguladores da homeostase
do volume intravascular e no controle da pressado sistémica. Tais efeitos
decorrem da natriurese, com acéao direta nos tubulos renais, além de aumento
na taxa de filtracdo glomerular, vasodilatacdo e supressdo da liberacdo de
norepinefrina (OYAMA, 2013; ETTINGE; PROSEK, 2010). Atualmente sao
considerados importantes dentro de um contexto clinico os peptideos
natriuréticos atrial (ANP) e tipo B (BNP), produzidos pelos cardiomiécitos atriais
e ventriculares, respectivamente, em resposta ao estiramento miocardico apés
aumento do volume intravascular ou sobrecarga de pressdo. O BNP é
encontrado em todo tecido miocardico, mas principalmente em ventriculos
(PROSEK et al., 2007). De acordo com DeAlmeida (2012), a liberacao de ANP
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€ considerada como um mecanismo de protecdo contra a sobrecarga de
volume ventricular, pois além da liberacdo atrial, também € produzido em
pequenas quantidades pelos ventriculos.

Os dois peptideos sao liberados como moléculas precursoras e as
proteases séricas irdo degradar essas moléculas para formar quantidades
iguais de fragmentos C-terminais ativos (C-ANP e C-BNP) e fragmentos N-
terminais inativos (NT-proANP e NT-proBNP). Os C-ANP e C-BNP possuem
uma meia-vida muito curta e sua quantificacdo no sangue pode ser dificil. Ja
NT-proANP e NT-proBNP apresentam meia-vida maior, mantendo-se estaveis
durante a manipulacdo e coleta das amostras, possibilitando que a
determinacao de valor seja mais acessivel na rotina clinica (REYNOLDS;
OYAMA et al., 2008; ETTINGER; PROSEK, 2010).

Além da producao em situacoes de estiramento do miocardio, o BNP
também pode ser produzido em resposta a isquemia e hipéxia (GOETZE et al.,
2004) e, ademais, sua concentracdo plasmatica aumenta na disfuncao
diastélica, como cardiomiopatia hipertréfica e cardiomiopatia restritiva, assim
como nas associadas com insuficiéncia do ventriculo direito, como hipertensao
pulmonar primaria, cor pulmonale e embolia pulmonar (MATTOS, 2006; HZU et
al., 2009; RIBEIRO, 2010).Resultados de pesquisas sugerem que a
determinacao do NT-proBNP contribui para o diagnéstico da DMVM em céaes
(EBISAWA et al., 2012). Em outro estudo, Serres et al. (2009) mostraram ser
possivel estratificar a severidade da DMVM em céaes sintomaticos a partir dos
valores de NT-proBNP, bem como determinar o progndéstico nesses animais.
Reynolds et al. (2012) verificaram que a avaliagdo ecocardiografica do atrio
esquerdo e a mensuracdao de NT-proBNP foram os parametros mais
correlacionados a ICC, de modo que esse biomarcador parece Uutil na
determinacao do inicio dos sinais clinicos atribuidosa ICC.

De modo semelhante, Ebisawa et al. (2013) evidenciaram que os
valores plasmaticos de ANP podem ser empregados para o diagndstico
precoce e determinagdo da severidade da DMVM em caes, inclusive em cées
assintomaticos. De acordo com Eriksson et al.(2014), valores aumentados de
NT-proANP, particularmente acima de 1000 pmol/L, sugerem aumento no risco
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para insuficiéncia cardiaca congestiva em caes da raga Cavalier King Charles
Spaniel com DMVM. Destarte, avaliacbes pontuais ou seriadas desse
biomarcardor seriam Uteis tanto no diagnéstico quanto no prognéstico de caes
em estagios tardios da DMVM.

A avaliacdo de treinamento padronizado juntamente com o
comportamento de biomarcadores cardiacos em humanos com ICC é pouco
pesquisado. Em um estudo que avaliou 928 pacientes com insuficiéncia
cardiaca com reducao na fracéo de ejecao, antes e apds 3 meses de atividade
fisica controlada, Ahmad et al. (2014) concluiu que o treinamento fisico
instituido ndo promoveu mudancas significativas nos biomarcadores de
estresse e lesdo do miocardio. Houve, contudo, associagdo entre NT-proBNP e
reducao de eventos clinicos. Ikeda et al. (2007) também documentaram que o
NT-proANP €& um parametro util como guia na prescricao de atividade fisica
focada na reabilitacdo cardiaca em seres humanos que apresentaram infarto
do miocardio. Ademais, sabe-se que a liberacdo de ANP induzido pelo
exercicio em pacientes com ICC apresenta correlacdo com a diminuicdo da
mortalidade cardiovascular (DEALMEIDA et al., 2012). Em animais, um estudo
em equinos higidos e com regurgitacdo mitral quantificou ANP antes e
imediatamente apds exercicio e documentou valores aumentados na
finalizacao da atividade fisica dos animais com regurgitacdo comparativamente
aos saudaveis (TRACHSEL et al., 2013). A influéncia da atividade fisica sobre
o comportamento dos biomarcadores cardiacos em caes cardiopatas

aparentemente nunca foi pesquisada.

2.3.2. Troponinas cardiacas

O complexo troponina é composto por trés subunidades (cTnl, cTnT e
c¢TnC), que ajudam na regulacdo do acoplamento excitagao-contracdo das
proteinas dos sarcOmeros. Tratam-se de substancias muito utilizadas como
marcadores de lesdo miocardica, pois evidenciam morte celular ou perda da
integridade da membrana. A subunidade cTnl, ou Troponina | cardiaca

(componente inibidor que impede a interacdo entre actina e miosina),
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especificamente, € um indicador muito sensivel e especifico de dano celular
miocardio e necrose (OYAMA; SISSON, 2004; OYAMA, 2013).

Cardiopatias que evoluem para insuficiéncia cardiaca congestiva
causam hipéxia-isquemia do musculo cardiaco e, consequentemente, induzem
a liberagdo de cTnl na circulagdo. Ademais, além de detectar o dano
miocardico, a cTnl pode ser utilizada para monitora-lo cronicamente, servindo
como parametro prognostico (OYAMA; SISSON, 2004; FONFARA et al., 2010;
HEZZELL et al., 2012; OYAMA, 2013). Em animais com DMVM, pesquisas
concluiram que a concentragdo de troponina | cardiaca encontra-se elevada
quando comparada a animais higidos. Além disso, os valores de cTnl
aumentam de acordo com a severidade da DMVM, o que indica dano ao
miocardio no decorrer do processo de remodelamento do coragdo. Assim, a
troponina | cardiaca € um biomarcador util na detec¢do de lesdo cardiaca em
caes com doencga valvar e no prognéstico desses animais (BAKIREL; GUNES,
2009; LIUNGVALL et al.,2010; HEZZEL et al., 2012).

Em cavalos submetidos a provas de enduro, verificou-se aumento na
concentracao de troponina | cardiaca comparado aos valores basais, sugerindo
lesdo miocardica (HOLBROOK et al., 2006). De modo semelhante, niveis
elevados de troponina apos atividades extremas de enduro (maratonas) podem
refletir dano miocardico em atletas saudaveis, assim como CK-MB (OKEEFE et
al., 2012).

2.3.3. Creatinoquinase (CK)

A creatinoquinase, também denominada creatina fosfocinase, é uma
enzima presente em mausculo esquelético, musculo cardiaco, musculo liso,
cérebro e nervos. A CK é considerada enzima de extravasamento especifica
de musculo, embora exista em outros 6rgdos. E encontrada livre no
citoplasma das células musculares que, lesadas, a deixam extravasar. Em
animais foram encontradas trés tipos de isoenzimas de CK, denominadas CK
BB (oriunda do tecido nervoso), CK MB (origem principalmente de musculo
cardiaco), CK MM (musculo esquelético e cardiaco) (LASSEN, 2006).
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A CK-MB foi considerada, por muito tempo, como detentora de grande
especificidade no tocante a lesdo celular miocardica em seres humanos.
Entretanto, dentre os biomarcadores cardiacos, a CK-MB circulante ndo é
100% especifica para lesdo das células miocardicas, pois, a despeito de sua
origem ser principalmente o tecido cardiaco (1-42%), é encontrada também nos
pulmdes, intestino, rins € musculatura esquelética. Além disso, sua liberagéao
ocorre apods lesdao aguda do miocardio e sua inativacao é rapida (SCHOBER,
2005; YONEWAZA et al., 2009). Ademais, a magnitude do aumento sérico
dessa enzima ndo necessariamente se correlaciona com a extensédo da leséo
do musculo cardiaco. Ainda assim, estudos ja indicam sua mensuragéo quando
da suspeita de lesdo miocardica em caes, como método auxiliar de diagndstico
e prognéstico (LASSEN, 2006; BAKIREL; GUNES,2009; CAMPLESI et
al.,2009; CARRETON et al., 2013)

Bakirel e Gunes (2009) avaliaram o comportamento de CK-MB em cées
com DMVM e evidenciaram um aumento significativo em seus valores quando
comparado a animais saudaveis, de modo que esse biomarcador pode ser
utilizado como parametro na deteccao de lesdo cardiaca e prognéstico nessa
enfermidade.

2.3.4. Lactato desidrogenase (LDH)

LDH é a enzima que catalisa a conversdo de lactato para piruvato. E
encontrada em varios tipos de tecidos (figado, musculo esquelético, miocardio,
rim e eritdcitos) e por isso ndo é considerada especifica como biomarcador
cardiaco. E um dos parametros utilizados para avaliagdo de dano muscular em
equinos atletas e em humanos para lesao miocardica. Na medicina humana, a
mensuracao de LDH foi utilizada juntamente com AST e CK como exames
direcionados para deteccdo de infarto do miocardio. Porém, o aumento da
concentracdo sérica da mesma constitui achado inespecifico e pode ocorrer
por hemdlise, exercicio, doenca hepatica, dano muscular e neoplasia
(BALARIN et al., 2005; LASSEN, 2006; THOMASSIAN et al., 2007; ALDOUS,
2013).
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E possivel obter informagdes de maior significado clinico pela separagao
da LDH em suas cinco fracées isoenzimaticas. Contudo, nos animais
domésticos, a mensuragao de isoenzimas nao é realizada rotineiramente e, por
isso, a utilizagdo desse marcador deve ser realizada em conjunto com outros
exames. Embora os valores de referéncia dessa substancia, em caes e gatos,
estejam publicados, tal analise ndao é recomendada para o diagndstico de
alteracées miocardicas em caes e gatos, por existirem outros marcadores de

lesao celular miocardica mais especificos (SCHOBER, 2005).

Numa pesquisa com o objetivo de avaliar os valores de LDH em 55 cées
com diagnéstico de DMVM comparando-os com 10 cdes saudaveis, concluiram
que esse marcador encontrou-se elevado no grupo enfermo. Assim, a LDH foi
considerada como um biomarcador com utilidade na deteccdo de lesdo de
miocitos e no estabelecimento do prognéstico em caes com DMVM (BAKIREL;
GUNES, 2009).

2.3.5. Aspartato Aminotransferase (AST)

A AST é encontrada em maior concentracdo nos hepatdcitos e nas
células dos musculos esqueléticos e cardiaco, tanto no citoplasma quanto nas
organelas dessas células. Quando é detectada elevacdao da AST sérica,
sugere-se dano a hepatocitos e/ou midcitos. No tocante a lesdao miocardica,
recomenda-se sua interpretacdo conjuntamente a CK-MB e troponina para
melhor avaliagdo (LASSEN, 2006; ALDOUS, 2013).

Em seres humanos com infarto agudo do miocardio, ja foi observado o
aumento na concentragcao de AST, sendo tal substancia considerada o primeiro
biomarcador cardiaco utilizado na clinica como exame auxiliar. Por ndo ser
especifica de lesdo miocardica, a abordagem médica vem recomendando
priorizar biomarcadores como troponina, mais atuais e especificos para
miocardio (ALDOUS, 2013).
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Goutal et al. (2010) avaliaram a concentracdo de AST em 90 cdes com
insuficiéncia cardiaca congestiva, sendo 54 deles portadores de DMVM. Foi
constatado aumento significativo no valor de AST nesses caes, o qual foi
atribuido a congestao passiva ou ao baixo débito cardiaco desencadeado pela

sindrome em tela.
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3. HIPOTESE

Considerando que a degeneracdo mixomatosa valvar é a afeccao
cardiovascular mais frequente em caes, responsavel por até 75% da casuistica
dos cardiopatas (HAGGSTROM et al., 2004) e que 40% da populacdo canina
geriatrica (MUCHA, 2007) supostamente apresenta essa condicao, a instituicao
da atividade fisica, como parte da estratégia terapéutica em pacientes caninos,
poderia ser benéfica, conforme ja demonstrado em seres humanos. Assim,
espera-se que a minimizacdo da progressdao ou a estabilizacdo da doenca
valvar mitral em face do exercicio fisico influencie as concentragdes dos

biomarcadores cardiacos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar os biomarcadores cardiacos em caes com degeneracao
mixomatosa da valva mitral em diferentes fases evolutivas submetidos ao

exercicio fisico.

4.2 Objetivos especificos

Determinar a concentracao dos biomarcadores cardiacos especificos
(NT-proANP, NT-proBNP, cTnl) e inespecificos (CK-MB, LDH-I e AST) em cées
com DMVM em diferentes estagios submetidos a um protocolo de
condicionamento sistematizado.

Verificar se ocorre lesdo miocardica induzida pelo condicionamento
fisico instituido através da andlise de biomarcadores de lesdo de células
miocardicas (cTnl, CK-MB, LDH-1 e AST) .

Correlacionar os valores das concentragdes dos biomarcadores
cardiacos especificos e inespecificos com os indices ecocardiograficos

estudados.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Local de realizacao da pesquisa

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cardiologia do Hospital
Veterinario “Governador Laudo Natel” e no Laboratério de Farmacologia e
Fisiologia do Exercicio Equino (LAFEQ), ambos localizados na Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), campus de Jaboticabal, SP.

5.2. Animais

Foram utilizados 15 caes adultos, 11 machos e 4 fémeas (2 castradas)
da raca Beagle, com idade entre 5 a 12 anos e peso variando entre 11 a 14, 2
kg. Todos animais possuiam diagnostico prévio de degeneragdo mixomatosa
da valva mitral, baseado em exame ecocardiografico. Os animais pertenciam
ao canil do Laboratério de Nutricdo e Doencas Nutricionais da FCAV da
UNESP, campus de Jaboticabal, SP. Uma vez selecionados, os caes foram
alocados em trés grupos, segundo classificagcdo proposta por Ljungvall et al.
(2011), a saber:

e Grupo AE/Ao < 1,4: caes com relacao atrio esquerdo/aorta
inferior a 1,4 (n=5)

e Grupo AE/Ao 1,4 — 1,8: cdes comrelacado atrio esquerdo/aorta
entre 1,4 e 1,8 (n=5);

e Grupo AE/Ao > 1,8: caes com relacdo atrio esquerdo/ aorta
superior a 1,8 (n=5).

Previamente a inclusdo no estudo, todos os animais passaram por
exame fisico completo, seguido de avaliagdo laboratorial composta por perfil
hematoldgico, urinalise e bioquimica sérica (creatinina, uréia, ALT, fosfatase

alcalina, albumina e proteina total) e urinaria (relacao proteina:creatinina),
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buscando descartar outras enfermidades que pudessem influenciar os
resultados. Dos caes incluidos no grupo AE/Ao>1,8, trés animais ja faziam uso
de inibidores da enzima conversora de angiotensina (enalapril: 0,5 mg/kg, VO,
SID).

Os animais foram mantidos em canil coletivo, com no maximo trés
animais, em local climatizado, recebendo &agua ad Ilibitum e dieta
exclusivamente a base de racao (Sabor e Vida Carne e Figado Caes Adultos,
Guabi®, calculada pelo Laboratério de Nutricdo Animal, em consonancia com
sua demanda energética individual. Os animais tinham acesso periddico a area

coletiva de lazer dos canis.

5.3. Teste de esforco incremental

5.3.1. Adaptacao dos caes

Durante dez dias consecutivos, os caes foram adaptados ao local de
realizacdo do teste de esforco e treinamento com o objetivo de
condicionamento a movimentacgao na esteira. No primeiro dia, os animais foram
incentivados a subir na esteira rolante motorizada (Galloper® 5500, Sahinnco,
Brasil) desligada com a utilizacdo de coleira peitoral adaptada a esteira,
recebendo reforco positivo (petisco Crek, Faro®) como recompensa. A esteira
foi acionada apenas a partir do segundo dia, ja com animal posicionado sobre a
mesma, em velocidade inicial de 1,5m/s, sem inclinacdo, forcando a
movimentacdo do cado, atraido por membros da equipe. Dessa maneira os
animais se acostumaram com a movimentagao na esteira durante esse periodo
inicial para, posteriormente, permitir a realizacdo do teste de esforco

incremental e treinamento de modo seguro e eficaz.

5.3.2. Protocolo do teste incremental

Os testes foram realizados no periodo da manha, em sala climatizada a
20°C e umidade relativa do ar mantida entre 50 e 60%. Todos os caes foram
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submetidos a jejum alimentar de uma hora, mas permaneceram com acesso
livre a agua.

O teste de esforco incremental foi realizado para que se estabelecesse
o limiar de lactato (.|). Realizou-se o teste em todos os caes deste ensaio antes
e apos o treinamento de oito semanas. No primeiro momento, o teste foi
realizado para determinar a capacidade funcional dos caes e, destarte, instituir
individualmente o programa de treinamento. Ao final do periodo de
treinamento, os caes foram submetidos novamente ao teste de esforgo
progressivo, visando comparar os resultados com aqueles obtidos no momento
inicial.

Uma vez adaptados a esteira, o teste incremental teve inicio com caes
colocados sobre a esteira, sem inclinagéo e velocidade inicial de 1,5 m/s para
aquecimento. Posteriormente, a esteira foi posicionada em aclive de 5%,
agregando-se forca ao teste. Em cada etapa, que se estendeu por 7 minutos,
sendo 5 minutos de atividade fisica e 2 minutos com a esteira parada,
incrementou-se a velocidade em 0,5 m/s progressivamente, até que fosse
constatada exaustao fisica. Transcorridos 90 segundos da parada da esteira,
coletou-se uma amostra sanguinea e, em 30 segundos, nova etapa foi iniciada.
Esse protocolo permitiu a construcdo da curva exponencial desejada para
obtencdo do LL. A figura 1 traz a ilustracdo esquematica do protocolo de teste

de esforco incremental empregada em todos os animais deste experimento.

AQUECIMENTO TESTE DE ESFORCO INCREMENTAL
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Figural. llustracdo esquematica do teste de esforco incremental realizado para
obtencao de limiar de lactato em 15 caes com DMVM.
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5.3.3 Amostra sanguinea

Antes da coleta de sangue foi realizada tricotomia da area sobre a veia
jugular esquerda, sobre a qual foi aplicada pomada de pilocarpina e lidocaina
(EMLA®, Astra Zeneca, Brasil) para minimizar o estimulo doloroso. Ato
continuo, um cateter calibre 16 (Insyte™, Becton Dickinson and Company
Belliver Industrial Estate, Reino Unido) para acesso venoso central, de limen
unico, foi introduzido, sendo entao fixado com fio Naylon 3-0 em ponto simples
(Shalon® suturas, Shalon fios cirtrgicos Ltda. Brasil), possibilitando a coleta de
amostra sanguinea nos momentos descritos. Solugcdo de heparina, na
proporcdo de um mililitro de heparina sédica (Hemofol®, Cristalia — Produtos
Quimicos Farmacéuticos Ltda, Brasil) para cada litro de solucdo NaCl 0,9%
(Bolsa Flexivel Sapp-Flex®, Laboratério Sanobiol Ltda. Brasil), foi aplicada na
quantidade de 0,5 mL para que se mantivesse viavel 0 acesso venoso.

Em cada etapa, transcorridos 90 segundos da parada da esteira, foram
coletados dois mililitros de sangue para dosagem de lactato plasmatico. No
entanto, antes de cada coleta, aproximadamente um mililitro de sangue foi
descartado, buscando evitar a diluicdo da amostra. As amostras obtidas foram
depositadas em tubos fluoretados (BD Vacutainer® Fluoreto/EDTA, Becton
Dickinson and Company Belliver Industrial Estate, Reino Unido), sendo
subsequentemente centrifugadas. A concentracao de lactato plasmatico foi
entdo determinada, valendo-se de equipamento eletro-enzimatico (YSI 2300,
Yellow Springs Instrument, EUA).

5.3.4 Limiar de lactato

O limiar de lactato foi identificado pela analise visual da curva de
lactato sanguineo versus velocidade, obtido no teste de esforgo incremental, a
partir da observacao de trés avaliadores. Assim, determinou-se a intensidade
em que as concentragbes de lactato apresentaram aumento abrupto e
exponencial (FERRAZ et al., 2008).
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5.4. Programa de treinamento

As oito semanas consecutivas de treinamento foram realizadas com
base em 70% da velocidade relacionada ao LL obtido previamente. As
velocidades estabelecidas foram calculadas a partir da velocidade
correspondente ao limiar de lactato, tomada como 100%.

O programa de treinamento fisico foi realizado trés dias na semana,
perdurando por 30 minutos, sendo 0s cinco minutos iniciais e finais,
correspondentes a 50% da velocidade programada, empregados como

aquecimento e desaquecimento.

5.5. Biomarcadores Cardiacos

5.5.1 Biomarcadores especificos

Em cada momento de avaliagdo foi coletada uma amostra de sangue
para sinérese e obtencdo de soro, bem como do plasma, para quantificagao
dos biomarcadores cardiacos especificos. Duas aliquotas foram separadas
para cada amostra, as quais foram congeladas a -80°C para analise posterior.
Para determinacdo da fracdo N-terminal dos peptideos natriuréticos atrial
(NTproANP) e tipo B (NT-proBNP) empregou-se o plasma reservado, sendo o
processamento realizado pelo método Elisa direto, empregando-se os kits de
cédigo CSB-EQ027254DO (Cusabio, Wuhan, China) e CSB-E17577c,
(Cusabio, Wuhan, China), especificos para espécie canina, com leitura das
amostras em filtros de 550 e 450nm. A mensuracao da concentracao sérica da
troponina | cardiaca também foi realizada pelo método Elisa, empregando-se o
kit de cédigo CSB-E08772C, especifico para espécie canina (Cusabio, Wuhan,
China), com leitura das amostras em filtros de 550 e 450 nm.

As amostras foram dosadas no laboratério de Imunologia e Virologia da
FCAV-UNESP, campus Jaboticabal, SP. A leitura do comprimento de onda no
filtro de 550 nm foi subtraida da leitura obtida no filtro de 450 nm conforme
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instrucao do fabricante para os trés biomarcadores para corre¢do de possiveis

imperfeicbes Opticas nas placas avaliadas.

A faixa de deteccdo de NT-proANP e NT-proBNP informada pelo
fabricante foi de 0,312 ng/mL a 20 ng/mL, enquanto a faixa correspondente
para troponina cardiaca | foi de 23,5 pg/mL a 1500 pg/mL. O valor minimo
detectavel de NT-proANP e NT-proBNP €& geralmente inferior a 0,078ng/mL e o
valor correspondente a cTn-l é de 5,8 pg/mL. Foram realizadas as curvas de
calibragcdo para cada um desses biomarcadores conforme instrucées do
fornecedor dos kits. A seguir os graficos e as respectivas equacées com seus
coeficientes utilizados na conversédo dos valores das absorbancias obtidas em

concentracoes:
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Figura 2. Curva de calibracdo e respectiva equacao de (a) NT-proBNP, (b) NT-
proANP e (c) Troponina | cardiaca. UNESP — Jaboticabal (2015).
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5.5.2 Biomarcadores inespecificos

Além dos biomarcadores cardiacos especificos, também foram
quantificados 0s biomarcadores inespecificos, incluindo
aspartatoaminotransferase (AST), desidrogenase lactica (LDH-l) e creatina
fosfoquinase fragdo MB (CK-MB), empregando-se, respectivamente, os kits de
cédigo CAT.109-4, CAT.86/2 e CAT.118-2 (Labtest Diagnéstico, Brasil). As
amostras séricas foram processadas no Laboratério de Patologia Clinica da
FCAV- UNESP, campus de Jaboticabal, SP. Os kits utilizados s&o baseados na

metodologia de espectrofotometria.

5.6. Ecocardiografia

Para realizacdo da ecocardiografia convencional foi empregado
aparelho (Acuson X300 Premium, Siemens, EUA) dotado de transdutor
multifrequencial de 5,0-7,5 MHz. O posicionamento dos pacientes, a formacéao
de imagem ecocardiograficas e obtencdo dos indices foram realizados de
acordo com orientacdes de BOON (2011), sendo avaliados os seguintes

parametros:

1. Avaliacdo morfolégica: didmetro interno do ventriculo esquerdo
em sistole e distole.

2. Indices de funcdo sistélica: fragdo de encurtamento, fracdo de
ejecdo (obtida pelo método de Teichholz), tempo de ejecdo ventricular
esquerda, tempo de pré-ejecao ventricular esquerda;

3. Indices de funcdo diastdlica: tempo de relaxamento
isovolumétrico, relacdo entre as ondas E e A do fluxo mitral; relacdo entre o
pico da onda E e o tempo de relaxamento isovolumétrico;

4. Ecocardiografia doppler tecidual: relacao entre ondas E e E’septal
e lateral;



47

5.7. Momentos de avaliacao

Uma vez selecionados, os animais foram avaliados segundo o
cronograma a seguir. Em cada momento de avaliacdo foram realizados
ecocardiografia e coleta de amostra sanguinea para dosagem de
biomarcadores cardiacos especificos e inespecificos.

e MO: avaliagdo basal antes do inicio do treinamento;
e M4: quatro semanas apés o inicio do treinamento;

e MB8: oito semanas apds o inicio do treinamento;

5.8. Analise Estatistica

Os resultados dos parametros estudados foram comparados entre os
momentos de avaliacdo MO, M4 e M8. Foi utilizada analise de variancia
(ANOVA) com posterior teste de Tukey quando os dados apresentaram
distribuicao paramétrica ou teste de Friedman e posterior teste de Dunn
quando a distribuicao apresentada foi nao paramétrica, determinada pelo teste
de normalidade dos residuos Shapiro-Wilk. Para a analise entre grupos foi
utilizado o teste Kruskal-Wallis. As andlises estatisticas foram realizadas com
auxilio GraphPadPrism® (versdo 6, GraphPad Software, 2014), sempre com
nivel de significancia de 5%

Além da analise univariada, os dados também foram estudados em um
modelo multivariado, valendo-se do programa Statistic (versao 7, Stat Software,
2008). Dentre as diversas técnicas disponiveis para a extracdo de fatores,
utilizou-se a extracdo por componentes principais, calculado a partir da matriz
de correlagéo entre variaveis, sendo considerados autovalores maiores que um
(>1) para obtencdo do numero fatores, segundo o critério de Kaiser. O primeiro
fator (F1) extraido dessa matriz € a combinagao linear das variaveis originais,
que representa o maximo de variabilidade possivel contida nas amostras. O
segundo fator (F2) é a segunda combinacao linear das variaveis originais, que
responde pela maior parte da variabilidade restante, e assim por diante. Os
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fatores sdo independentes entre si, ndo tém unidades e sdo variaveis
padronizadas. Os coeficientes das funcoes lineares que definem os fatores séao
usados para interpretar o seu significado, utilizando o sinal e o valor relativo
dos coeficientes como uma indicacao do peso a ser atribuido a cada variavel.
Para melhor interpretacéo, os fatores foram rotacionados pelo método Varimax.
As cargas dos fatores sdao as correlacdes entre cada variavel e o respectivo
fator. O poder discriminatério das varidveis nos fatores foi medido
considerando-se cargas com valor absoluto acima de 0,5. Em segundo lugar,
foi feito analise de componentes principais de cada fator, determinado
previamente pela analise de fatores, obtendo-se o grafico das variaveis de

cada fator e a distribuicao dos casos (caes) por efeito dessas variaveis.
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6. RESULTADOS

6.1. Adaptacao a esteira

O periodo de adaptacao foi de extrema valia para condicionar o animal
a esteira, ao novo ambiente e aos treinadores, sendo a utilizacdo de petiscos
como reforco positivo um importante instrumento para esse fim. Nos primeiros
dias foi necessario que uma pessoa se mantivesse junto aos animais para a
movimentagdo na esteira e, decorridos trés dias, os cdes andavam sozinhos
somente com a necessidade de uma coleira peitoral adaptada, permitindo
alteracées na angulacdo da esteira. Somente um animal ndo se adaptou a
esteira, evidenciando relutdncia em se movimentar, tornando-se necessaria

sua exclusao.

6.2. Teste de esforco incremental

O teste de esforco proposto foi passivel de execucéao e repeticdo com a
necessidade de uma equipe treinada e com divisdo de tarefas. Foram
observadas dificuldades principalmente durante as maiores velocidades na
esteira, pois nessa situacdo alguns animais apresentaram lesdées em coxins
devido ao contato prolongado com a manta do equipamento. Em outros caes
foi observado dor muscular no dia subsequiente a atividade executada.

O teste foi finalizado quando os caes apresentavam sinais de
incoordenacao motora ou relutancia abrupta em andar. No periodo de
recuperacdo, observou-se que 0S animais apresentavam hiperventilagdo e
tremores musculares transitorios, sugerindo fadiga muscular e exaustéao fisica.
Nao houve mudancas em relacdo ao comportamento e a resposta aos
estimulos.

A figura 3 representa o grafico que evidencia a concentracao
plasmatica de lactato obtida em cada velocidade, durante o teste de esforco

incremental inicial (MO) e final (M8) num animal avaliado. No estudo em
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questéao, as velocidades utilizadas foram suficientes para obtencéao de limiares

e objetivou-se um treino submaximo em decorréncia da cardiopatia.

8 -
(0]
6 -
-
S
E 4 ® ® Mo
e
& [6)
g 2 - © Mé
-
0 T T T T T 1
1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

Velocidade (m/s)

Figura 3. Representacao grafica da curva de lactato plasmatico
(mmol/L) obtidas apéds realizacdo de teste de esforco
fisico incremental inicial (MO) e final (M8) num cao
submetido a um programa de treinamento de 8
semanas. UNESP — Jaboticabal (2015).

6.3. Treinamento

Durante o treinamento de oito semanas evidenciou-se adaptacao
importante em relacdo a velocidade estipulada. Nesse sentido, os animais
inicialmente exibiam cansaco com a atividade de 30 minutos e, decorridas
algumas semanas, houve melhora no condicionamento fisico de todos os
animais, sendo observada visualmente melhor forma fisica, com torneamento
muscular evidente em todos os grupos avaliados. Os animais com DMVM néo

apresentaram alteragbes em relacdo aos sinais clinicos no transcorrer do
treinamento.
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6.4. Concentracao plasmatica de lactato e velocidade relacionadas
ao teste de Esforco

Todos o0s caes realizaram o teste de esforco antes ao final do
treinamento. Na tabela 1 e na figura 4 estdo representados os valores da
concentragdo plasmatica do limiar de lactato e as velocidades correspondentes
ao teste de esforcgo inicial e final.

N&o houve diferencga significativa entre limiar de lactato (LL) inicial (MO)
e final (M8) entre os grupos estudados. A velocidade correspondente ao limiar
de lactato (VL) no grupo AE/Ao>1,8 foi significativamente maior no momento
M8, correspondente ao teste de esforgo realizado ap6s dois meses de

treinamento em relagcdo ao momento MO (teste de esforgo inicial) (p= 0,04).

Tabela 1. Concentrac6es plasmaticas de lactato (média e DP) correspondente
ao Limiar de Lactato (LL) e velocidade (média e DP) correspondente
ao limiar de lactato (V) em caes (n=15) submetidos ao teste de
esforco inicial (M0) e final, apds 8 semanas de treinamento (M8).

Momentos de Avaliagdo

Parédmetro Grupo AE/Ao p (ANOVA)
MO M8
<14 1,54 +0,29" 1,85+0,28" 0,22
A A
[LL] (mmol/L) 14-18 2,14+ 0,36 1,64 +0,28 0,10
218 2,23+0,44" 2,28+0,71" 0,73
<14 3,67 +0,25" 4,18 +£0,37" 0,07
A A
VoL (m/s) 14-18 3,12+0,67 3,69+ 0,93 0,06
18 2,49 +0,42" 2,98 +0,13° 0,04*

LL: limiar de lactato; V| : velocidade correspondente ao limiar de lactato; p:valor de p para a
ANOVA de médias repetidas (p<0,05). Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas
entre momentos.
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LL (mmol/L)
ViL(m/s)

mM8

AE/Ao<1,4 AEfA01,4-1,8 AE/A0>1,8 AE/Ao<1,4 AE/A01,4-1,8 AE/MA0>1,8

Figura 4. Representacdo grafica das (a) médias das concentracdes
plasmaticas de lactato relacionadas ao limiar (LL) e (b) médias das
velocidades correspondentes ao limiar de lactato (Vi) em caes
(n=15), separados por grupo de acordo com a relagdo AE/Ao,
submetidos a um protocolo de treinamento de 8 semanas, com a
realizacdo de teste de esforco inicial e final (MO e M8
respectivamente).@: significativamente diferente em relacdo ao
momento M8. UNESP — Jaboticabal (2015).

6.5. Perfil dos biomarcadores cardiacos especificos

Os resultados das concentragdes plasmaticas dos NT-proBNP, NT-
proANP e Troponina | cardiaca encontram-se arrolados na Tabela 2 e plotados
na figura 5. O NT-proANP apresentou concentragdo plasmatica
significativamente maior no momento M8 em relagéo ao MO especificamente no
grupo AE/Ao <1,4. Nao houve diferenca estatistica entre grupos nos diversos

momentos estudados.
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Figura 5. Representacdo grafica das medianas dos biomarcadores cardiacos
especificos (a) NT-proBNP, (b) NT-proANP e (c) Troponina |
cardiaca em caes (n=15), separados por grupo de acordo com a
relagdo AE/Ao, submetidos a um protocolo de treinamento de 8
semanas, com momento antes da instituicao do exercicio (M0), apds
4 e 8 semanas (M4 e M8, respectivamente). A: significativamente
diferente em relagdo ao momento M8. UNESP — Jaboticabal (2015).
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6.6. Perfil dos biomarcadores cardiacos inespecificos

Os resultados das concentragdes séricas de CK-MB, LDH-1 e AST
encontram-se listados na Tabela 3 e plotados na Figura 6. Nao foram
documentadas diferencas estatisticas entre momentos e grupos nos grupos
estudados.
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Figura 6. Representacdo grafica das medianas dos biomarcadores cardiacos
inespecificos (a) CK-MB, (b) LDH-1 e (c) AST em caes (n=15),
separados por grupo de acordo com a relagcdo AE/Ao, submetidos a
um protocolo de treinamento de 8 semanas, com momento antes da
instituicdo do exercicio (M0), ap6s 4 e 8 semanas (M4 e MBS,
respectivamente). UNESP — Jaboticabal (2015).
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6.7. Analise estatistica multivariada exploratéria

Os animais deste trabalho foram caracterizados pela analise estatistica
multivariada exploratéria de fatores, sendo possivel verificar a estrutura de
dependéncia existente entre as variaveis que contribuiram para a
caracterizacao de oito fatores, utilizando o critério Kaiser, que determinou o
namero de fatores a ser escolhido de modo que o conjunto de fatores comuns
atingiu 79,50% da variabilidade global das variaveis (Tabela 4). Os fatores
foram compostos da seguinte maneira: Fator 1: Fracdo de encurtamento e
ejecao (FEC% e FEJ%) ; Fator 2: TRIV e E/TRIV; Fator 3: E/E” septal e lateral;
Fator 4: LDH e CK-MB; Fator 5: PPE/TEVE e AST; Fator 6: NT-proANP e E/A;
Fator 7: DIVEd e DIVEs e Fator 8: NT-proBNP.

O fator 1 composto por FEC% e FEJ%,com representacao de 17,05%
da variancia total dos dados, mostrou correlagéo positiva entre FEC% e FEJ%,
variaveis associadas diretamente a funcédo sistélica. J4 o fator 2, formado por
TRIV e E/TRIV evidenciou correlacdo negativa entre ambos os dados
associados diretamente a funcdo diastélica e como indice preditivo de ICC,
com variabilidade total dos dados de 13,42%. Situacdo semelhante foi
observada entre componentes do fator 3, composto por E/E” lateral e septal,
variaveis com correlacdo positiva, obtidas pela avaliacdo por Tissue Doppler
Imaging e também empregadas como indicadores preditivos de ICC
(variabilidade de 10,67% do total de dados).
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O fator 4 formado por duas variaveis associados a lesdo miocardica,
LDH-I e CK-MB, representou 9,50% da variabilidade total dos dados e
associagao positiva entre as variaveis citadas. O fator 5 representou 8,68% da
variabilidade obtida e apresentou correlacdo positiva entre PPE/TEVE
(indicador inversamente proporcional a contratilidade miocardica) e AST. O
fator 6 (7,23%) apresentou uma correlagdo negativa entre suas variaveis E/A e
NT-proANP. Ja o fator 7, formado por indices morfologicos indicativos de
remodelamento cardiaco, também apresentaram associacdo direta, com
correlacao positiva, correspondendo a 6,88% da variabilidade total dos dados.
Finalmente, o fator 8 foi constituido por uma uUnica variavel, NT-proBNP com
representacao de 6,03% da variancia total dos dados.

A analise de componentes principais de cada fator analisado em
separado permitiu verificar a distribuicdo individual dos animais de todos os
grupos e em todos os momentos. A figura 7 traz como exemplo um animal
integrante do grupo AE/Ao>1,8 que apresentou, na analise do fator 1,
tendéncia diferente da maioria dos animais estudados, evidenciando aumento

na FEC% e FEJ% ao longo do treinamento.
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Figura 7. (a) Grafico das variaveis correspondentes ao Fator 1, demonstrando
a relacao entre FEC% (fracdo de encurtamento) e FEJ% (fracéao de
ejecdo); (b) Grafico de casos formado pela distribuicdo dos animais
estudados (n=15) com base no fator 1. COCA_G3_SO0 (nome do
animal-grupo-momento de avalia¢do), animal pertencente ao grupo
AE/Ao>1,8. UNESP - Jaboticabal (2015).
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Ja na analise do fator 2 foi observado que outro animal, também

integrante do grupo AE/Ao>1,8, apresentou comportamento diferente dos

demais animais, sugerindo elevagao no momento M4 relacionado ao parametro

E/TRIV e posterior retorno ao restante dos animais no momento M8 (Figura 8).
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Figura 8. (a) Grafico das variaveis correspondentes ao Fator 2, demonstrando
a relacdo entre E/TRIV (relacdo entre onda E e tempo de
relaxamento isovolumétrico) e TRIV; (b) Gréafico de casos formado
pela distribuicdo dos animais estudados (n=15) com base no fator
2. PERI_G3_S0 (nome do animal-grupo-momento de avaliacdo),
animal pertencente ao grupo Ae/Ao>1,8. UNESP — Jaboticabal
(2015).

A andlise do fator 7 evidenciou que um dos caes pertencentes ao grupo
AE/Ao 1,4-1,8, finalizado o periodo de treinamento, divergiu na distribuicao
normal,evidenciando maior diametro do ventriculo esquerdo em sistole

comparativamente aos demais animais (Figura 9).



63

1.0} S —
05| 7 blVEd
-
~ 3
P Y
e !
- H
- =~.
D 0 - .
(@) ~ :
\._\\
\'\\ :
~ i
~o H
~_ /
05¢ \‘i‘?‘
’ DIVEs
1.0} =
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
3
2
i
1 I
[
i
e P IH"GZ'EID_";«.EE';ZM- v
(b) '
2
-3
4
5
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6

Figura 9. (a) Grafico das variaveis correspondentes ao Fator 7, demonstrando
a relagdo entre DIVEd e DIVEs (didmetro interno de ventriculo
esquerdo em sistole e diastole) ; (b) Grafico de casos formado pela
distribuicao dos animais estudados (n=15) com base no fator 7.
NOE_G1_S0 (nome do animal-grupo-momento de avaliagao),
animal pertencente ao grupo AE/Ao 1,4 - 1,8. UNESP — Jaboticabal
(2015).
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7. DISCUSSAO

O teste de esfor¢go incremental é utilizado rotineiramente na medicina
para determinagdo da capacidade funcional de cada individuo, sendo
empregado para delinear um protocolo de treinamento adequado e também
para avaliar o sucesso terapéutico (FERRASIN; MARCORA, 2009; PIEPOLI et
al., 2011). Na medicina veterinaria ja existem alguns estudos sobre a
aplicabilidade do teste de esforco incremental em esteira, de modo que
Kittleson et al. (1996) introduziram o teste submaximo em cées com
insuficiencia cardiaca induzida por marcapasso e documentaram que a
capacidade funcional dos animais estava associada ao aumento da
concentracdo do lactato e diminuicdo da tensdo de oxigénio. O teste
submaximo em caes é valido para mensurar a capacidade fisica e fornecer
informacdes Uteis para avaliagdo da resposta individual aos medicamentos
empregados, assim como lactato e frequencia cardiaca foram considerados
como parametros individuais de tolerdncia ao exericio (FERRASIN;
MARCORA, 2007; FERRASIN; MARCORA, 2009; PICCIONE et al., 2012).

O estudo em questao evidenciou utilidade dos limiares de lactato para
delinear a velocidade de treinamento para cada animal, sendo indicadores de
tolerancia ao exercicio. O treinamento aerdbico aplicado resultou em aumento
da concentracédo do LL no teste de esforgo final (M8) comparado ao teste inicial
(M0) em todos grupos, ainda que a elevacao significativa s6 tenha sido
constatada no grupo AE/Ao>1,8, indicando aumento na capacidade funcional
desses animais e, consequentemente, melhora da tolerancia ao exercicio. De
modo similar, Ferrasin e Marcora (2007) observaram que caes com ICC
submetidos ao teste incremental antes e apo6s sete dias da administracdo de
medicamentos suportaram mais tempo a atividade fisica, concluindo ter
ocorrido aumento na capacidade fisica desses pacientes. A melhoria na
capacidade fisica desses animais envolve a compreensdo dos supostos
beneficios ao coracao, musculatura esquelética e fungao vascular ja descritos
para o exercicio fisico (FLETCHER et al., 1990; CONRAADS et al., 2013;
PHILLIPS et al., 2015).
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Na medicina veterinaria, sdo poucos 0s estudos que investigaram o
exercicio fisico como forma de terapia em caes cardiopatas. Em caes higidos,
Pascon (2009) estabeleceu um treinamento sistematizado e observou melhoria
na variabilidade da frequéncia cardiaca e funcao diastélica. Ja no estudo em
questdo, por outro lado, foi o primeiro cujo escopo esteve centrado na
avaliacdo do comportamento de biomarcadores cardiacos especificos e
inespecificos em cdes com DMVM submetidos a um programa de treino
sistematizado com duragao de dois meses.

De acordo com a literatura, a atividade fisica & de grande utilidade como
ferramenta terapéutica em humanos com cardiopatias e, com esse intuito,
poderia ser utilizada com o objetivo de reduzir os niveis de peptideos
natriuréticos em caes com DMVM, pois os valores de NT-proBNP e NT-proANP
se encontram elevados proporcionalmente a progressdao dessa enfermidade,
sendo Uteis como ferramenta diagndstica e na avaliacao de terapias instituidas
(SERRES et al., 2009, OYAMA; SINGLETARY, 2010; FIUZA-LUCES et al.,
2013; EBISAWA et al., 2013; ADAMS; NIEBAUER, 2015). Como ja verificado
em seres humanos, a atividade fisica diminui a acdo de mecanismos
compensatérios deletérios, traduzida pela reducdo na concentracdo de
angiotensina |, Il, renina, aldosterona e catecolaminas, resultando em menor
pré e pos-carga. Destarte, os peptideos natriuréticos poderiam ser liberados
em menores concentracoes (LIUNEM et al., 1986; HESPEL et al., 1988,
COATS et al., 1992; BRAITH, et al., 1999; BRITH; EDWARDS, 2003; HAACK;
ZUCKER, 2014).

Curiosamente, os achados desse estudo modificam a hipétese de que o
treinamento fisico melhoraria os valores dos peptideos natriuréticos e
troponina-l cardiaca em caes com DMVM, haja vista ndao terem sido
documentadas modificagbes nos valores de NT-proBNP, NT-proANP e
toponina | cardiaca decorridos dois meses de exercicio fisico sistematizado.
Por outro lado, os dados aqui apresentados corroboram Ahmad et al. (2014),
que instituiram um treinamento com duracdo de trés meses em 928 humanos
com insuficiéncia cardiaca congestiva, sendo o exercicio realizado trés vezes

por semana com duracao de 30 minutos. Em tal pesquisa, o treinamento fisico
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padronizado ndo modificou os valores de NT-proBNP e troponina T na
populacao estudada. Nao obstante, Ahmad et al. (2014) ressalta a importancia
da duragéao da atividade fisica como um importante fator para avaliacao dos
resultados das concentragdes obtidas e a caracterizagdo da populacao

envolvida como fatores limitantes.

Os estudos que obtiveram reducdo nos valores de peptideos
natriuréticos envolveram um treinamento prolongado. Braith et al.(1999), por
exemplo, verificaram diminuigdo na concentracdo de ANP em um protocolo de
16 semanas de exercicio baseado em 40% a 70% do VO, maximo em 19
pessoas com ICC. Ja Passino et al. (2006) estudaram o efeito do exercicio em
95 pessoas baseado em 60% de VO, maximo em um treinamento de nove
meses e constaram reducao nos valores de NT-proBNP associada ao aumento
na capacidade fisica e melhora clinica, sugerindo que esse biomarcador é Util
para monitorar o treinamento. Com o objetivo de avaliar o efeito do exercicio,
Maiike et al. (2007) revisaram 23 estudos, totalizando 849 pacientes humanos
com insuficiéncia cardiaca crénica. O resultado dessa compilagéao apontou para
reducao nos niveis plasmaticos de catecolaminas, angiotensina Il e BNP em
repouso. No entanto, os autores em tela salientaram a diversidade de
metodologias empregadas nos estudos compilados, com enorme variagao no
protocolo de treinamento, que incluiu bicicleta ergométrica, esteira e exercicios

de resisténcia, bem com em sua duracdo, que variou de 2 a 6 meses.

Este estudo elencou os caes em consonancia com a relagao AE/Ao. Os
animais detentores de relacao inferior a 1,4 nao apresentavam remodelamento
atrial, ao passo que os demais grupos ja exibiam dilatacéao atrial e, destarte, em
teoria tenderiam a exibir valores aumentados de NT-proANP comparativamente
aos animais sem sobrecarga atrial (DEALMEIDA et al., 2012; EBISAWA et al.,

2013), situagdo nao detectada nesta pesquisa.

No grupo AE/Ao < 1,4, houve aumento significativo na concentragéo de
NT-proANP em M8 comparativamente a MO. Pode-se especular sobre a
possibilidade de aumento na producédo desse peptideo em face do aumento da

tensdo atrial induzida pelo exercicio. Pesquisas ja evidenciam, por exemplo,



67

que a liberagdo de ANP induzida pelo exercicio correlaciona-se com a
diminuicdo da mortalidade cardiovascular, sugerindo um potencial efeito
benéfico da habilidade atrial em aumentar esse peptideo durante o exercicio
em pacientes com ICC, retratando funcdo vasodilatadora preservada em
resposta ao aumento de pds carga pelo miocardio atrial (LARSEN et al., 2003;
DE ALMEIDA et al., 2012). Especificamente no grupo AE/Ao>1,8, trés animais
utilizavam inibidores de ECA, de modo que o emprego dessa classe de
substancias ao longo do treinamento pode ter interferido nas concentragcbes
dos biomarcadores, pois é sabido que a instituicio de farmacos, como
vasodilatadores e diuréticos, promove diminuicdo da pré e poés-carga,
condicbes conhecidamente importantes para liberacdo desses horménios
(YOSHIMURA et al., 2002; PROSEK et al.,, 2007; DEALMEIDA et al., 2012;
OYAMA; SINGLETARY, 2010; OYAMA, 2013;). Dessa forma, pode-se
especular que as concentracbes desses biomarcadores poderiam ser

diferentes caso esses animais ndo estivessem em tratamento.

Os valores de referéncia para NT-proBNP e NT-proANP sao variaveis de
acordo com o tipo de teste aplicado para mensuracdo, o que dificulta a
interpretacado dos resultados e comparag¢ao com outros estudos. Mudancas no
tipo de teste, especificidade para espécie e manuseio das amostras sao
importantes fatores para delinear os valores de referéncia para cada pesquisa
sobre peptideos natriuréticos e troponina | cardiaca (NOSTELL; HAGGSTROM,
2008; OYAMA; SINGLETARY, 2010; SHAVE et al.,, 2010). Também é
importante considerar a forma de processamento e armazenamento, pois as
amostras coletadas nesta pesquisa foram acondicionadas inicialmente em
tubos com EDTA, o que pode ter interferido nas concentracdes plasmaticas
desses biomarcadores ao longo do armazenamento. Sabe-se que ocorre
reducdo na concentracdo de NT-proBNP apés coleta por degradacdo através
de proteases em céaes, sendo indicado armazenar as amostras em tubos
apropriados com inibidores de proteases (OYAMA; SINGLETARY, 2010).
Também é importante ressaltar que as amostras permaneceram armazenadas
a -80°C por periodos variaveis previamente ao processamento laboratorial.
Pode-se especular que o discreto aumento dos valores de NT-proBNP e NT-
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proANP em M8 comparativamente a MO podem ser atribuidas ao menor tempo
de estocagem das amostras coletadas no momento analitico final (HEZZEL et
al., 2015). Além disso, estudos ja constataram variacdo importante na
concentracdo desses peptideos ao longo de semanas em caes saudaveis,
sendo essa caracteristica atribuida as alteracbes no ritmo circadiano, dieta,
ingestdo hidrica, exercicio, sexo e clearance desses biomarcadores, 0 que
pode resultar em resultados falso positivos ou falso negativos. Dessa forma, a
variabilidade individual deve ser considerada para interpretar os valores de
peptideos natriuréticos em caes (KELLIHAM et al, 2009; OYAMA;
SINGLETARY, 2010; MISBACH et al., 2013).

A avaliacdo da concentragdo da troponina | cardiaca ao longo do
treinamento ndo aponta para lesdo do miocardio induzida pela atividade fisica,
ja que esse biomarcador de injuria € muito sensivel e especifico para dano
celular miocardico (FERRASIN; MARCORA, 2007; LUIUNGVALL et al., 2009;
HEZZEL et al.,, 2012 ; OYAMA, 2013). Tal achado corrobora Ahmad et al.
(2014), que avaliaram 928 pessoas com ICC submetidas ao exercicio e nao
constataram elevagao da troponina T ao longo do treinamento.

Ja em outros estudos que avaliaram a troponina | cardiaca em repouso
e apOs provas de enduro, tanto em humanos quanto equinos higidos, foi
observado aumento na concentracdo de tal substancia apds a atividade fisica,
0 que pode sugerir lesdo miocardica (HOLBROOK et al., 2006; NOSTELL,;
HAGGSTROM, 2008; OKEEFE et al., 2012) . Porém, nesses estudos, as
atividades de enduro foram relacionadas a exercicios de alta intensidade,
diferente do treinamento avaliado na pesquisa em tela em cées cardiopatas,
que trabalhou com exercicio submaximo. Ferrasin e Marcora (2007) avaliaram
a aplicabilidade de teste de esforco em caes com ICC e verificaram uma
discreta elevacao de troponina | cardiaca apos atividade fisica, sendo que a
amostra sanguinea nesse estudo foi coletada ap6s 20 minutos do término da
teste de esfor¢o, o que poderia indicar lesdo miocardica subclinica induzida
pelo exercicio. E importante que se considere o tempo de coleta da amostra
apos a atividade fisica, tipo de treinamento instituido e teste envolvido para

avaliar o comportamento desse biomarcador de injuria cardiaca quando
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relacionado a sua aplicabilidade em exercicios (NOSTELL; HAGGSTROM,
2008; SHAVE et al., 2010).

Os achados relacionados a CK-MB, LDH-I e AST, juntamente com a
troponina | cardiaca apontam para auséncia de lesées musculares cardiacas
ao longo do treinamento instituido nesses pacientes, sugerindo que o exercicio
nao foi promoveu ou acentuou o dano miocardico instalado. Chanoit et al.
(2002) avaliaram seis Beagles saudaveis, sem treinamento preévio,
submetendo-os ao exercicio de corrida por 60 minutos e nao verificaram
alteracoes significativas em CK, LDH-l e AST. Achado semelhante foi
observado por Rovira et al. (2008), que avaliaram nove caes antes e apos a
realizacdo de exercicio com duracado de 20 minutos e constataram auséncia de

lesdo muscular subclinica, a partir da quantificacao dessas mesmas enzimas.

Ao estudarem 16 caes saudaveis submetidos a um treinamento
aerobico, com duragdo de nove semanas, realizado cinco vezes por semana,
com duracdo média de 55 minutos, Stuewe et al. (2001) observaram, por
cromatografia, aumento significativo na CK-MB no miocardio do ventriculo
esquerdo, atribuindo tal achado a hipertrofia cardiaca compensatoéria,
resultando em resposta adaptativa favoravel, com producdo mais eficiente de
ATP. A elevacao de CK-MB nao pode ser investigada neste estudo, pois a CK-
MB foi quantificada apenas no sangue, nao descartando a possibilidade de que
sua expressao no tecido tenha se elevado. No entanto, diferindo do estudo de
Stuewe et al. (2001), os caes desta pesquisa foram exercitados trés vezes na

semana, com duracao de 30 minutos, por 8 semanas.

A despeito da inexisténcia de diferencas estatisticas, houve reducao na
concentracdo da LDH-I nos trés grupos estudados. Tal situacdo pode ser
atribuida ao aumento da capacidade aerdbica dos animais pelo treinamento
realizado, ja que a LDH é responsavel por catalisar lactato a piruvato. E sabido
que exercicios de enduro em humanos e caes, como a corrida, podem
desencadear alteracbes no tipo de fibra muscular, levando ao aumento das
fibras do tipo |, predominantemente aerdbicas. Além disso, o exercicio aerdbico

promove aumento da densidade capilar e da vascularizacdo do tecido
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muscular, aumentando o envio de oxigénio e nutrientes para a musculatura
(MILLARDI, 2014). Esse fato pode ser associado aos valores do V|, pois 0s
animais suportaram maiores velocidades no teste de esforco final, traduzido
pelo aumento da V. comparativamente ao teste inicial, 0 que sinaliza aumento

da capacidade fisica.

Embora a analise univariada ndo tenha evidenciado variacoes
expressivas nha concentracdo dos biomarcadores ao longo do protocolo
sistematizado de treinamento, optou-se por submeter os dados a analise
estatistica multivariada exploratéria de fatores para evidenciar a interacéo entre
a concentracao dessas substancias e os demais parametros ecocardiograficos
estudados (BARROSO; ARTES, 2003; MILSTEIN et al., 2005). Nesse sentido,
foi possivel resumir os dados em oito fatores, com a andlise de componentes
principais permitindo estudar cada animal com base no fator e verificar a
estrutura de dependéncia dessas variaveis para cada cao. Ficou evidente a
existéncia de oito conjuntos de variaveis pouco correlacionados entre si, mas
com correlacao forte entre as variaveis dentro de cada conjunto, sugerindo
serem 0s mesmos heterogéneos (KLEFENS, 2009).

E possivel afirmar que as variaveis com poder discriminatério do fator
1, as quais se relacionam com a funcgéo sistélica, tém atuacao expressiva em
pacientes caninos cardiopatas submetidos ao exercicio, assim como ja descrito
em humanos (HAYKOWSKY et al., 2007; CONRAADS et al., 2013). Os outros
fatores posteriores ao fator 1corresponderam a funcéo diastolica, seguida dos
indices de avaliagdo morfoldgica e dos biomarcadores. Como os ultimos fatores
relacionados aos biomarcadores apresentaram menor porcentagem na
variabilidade total dos dados, torna-se tacita a pequena participacdo dessas
variaveis nos efeitos evidenciados nos animais treinados, situacao semelhante
observada por Ahmad et al. (2014), que constatou que a realizacao de
atividade fisica em humanos com ICC nao levou a variacbes em biomarcadores
como NT-proBNB e Troponina-T.

Embora os resultados mostrem inexisténcia de diferenca na
comparacao dos fatores entre grupos e entre momentos analisados ao longo

do treinamento, é conveniente ressaltar que alguns animais apresentaram
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comportamento divergente quando comparados a maioria dos caes em alguns
fatores especificos relacionados a fungdo sistélica e diastélica. Essa
caracteristica sugere que, em caes com doencga valvar mitral que exibem
remodelamento atrial leve a grave, o exercicio modificou parametros como
fracdo de encurtamento e ejecdo e tempo de relaxamento isovolumétrico, os
quais ja foram relacionados aos efeitos benéficos do exercicio em seres
humanos e caes (HAYKOWSKY et al., 2007; PASCON, 2009; GIELEN et al.,
2015).

As principais limitacbes deste estudo referem-se ao pequeno numero
de animais avaliados, assim como o curto periodo de treinamento ao qual os
caes foram submetidos. Ademais, € importante ressaltar o tempo de
armazenamento das amostras utilizadas para quantificagdo dos
biomarcadores, bem como a utilizacdo de tubos desprovidos de inibidores de
proteases, condi¢cdes que podem ter interferido com os métodos analiticos
empregados. Como o protocolo de treinamento adotado nesta pesquisa nao foi
validado no tocante a otimizacao da funcao e morfologia cardiaca, também é
possivel que as velocidades e o tempo em esteira empregados nao tenham
sido suficientes para evidenciar alteragdo das caracteristicas cardiovasculares
dos caes treinados.

Na avaliagdo individual dos pacientes, os resultados desta pesquisa
sugerem que qualquer mudanca nos valores de NT-proBNP, NT-proANP e
troponina | cardiaca em treinamento fisico seria minima e que estudos
direcionados a variabilidade da frequéncia cardiaca, dindmica miocardica,
avaliacdo da funcdo vascular e da musculatura esquelética seriam
interessantes para complementar tais achados e avaliar como o cao cardiopata

responde ao exercicio.
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8. CONCLUSAO

1)

2)

O condicionamento fisico realizado resultou em melhora da capacidade
fisica dos caes com degeneracao mixomatosa da valva mitral.

O exercicio fisico sistematizado, da forma como realizado, nao promoveu
alteracdo nas concentracoes dos biomarcadores de estresse e lesdo de
midcitos cardiacos.

A analise multivariada exploratéria mostrou que os fatores onde se
inserem os biomarcadores contribuiram com a menor porcentagem na
variabilidade total dos dados, ilustrando a pequena participacdo dessas
substancias nos efeitos atribuidos ao treinamento fisico.

Estudos direcionados a variabilidade da frequéncia cardiaca, dindmica
miocardica, avaliacdo da funcdo vascular e da musculatura esquelética
seriam interessantes para complementar tais achados e avaliar o porqué
da melhora da capacidade fisica desses animais ap6s os dois meses de

condicionamento fisico.
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