ASPECTOS CLINICOS E LABORATORIAIS DE CAES COM DOENCA VALVAR
MITRAL, ESTAGIOS B2 E C, SUPLEMENTADOS COM ACIDOS GRAXOS

OMEGA 3

CLINICAL AND LABORATORIAL ASPECTS OF DOGS WITH MITRAL VALVE

DISEASE, STAGES B2 AND C, SUPPLEMENTED WITH OMEGA 3 FATTY ACIDS

RESUMO

A doenca valvar mitral (DVM) é caracterizada clinicamente em sopro sistélico, assim
a avaliacdo clinica € uma ferramenta que auxilia no diagnéstico e no
acompanhamento da evolucdo da doenca. Além dela, os exames laboratoriais séo
importantes, pois ocorre em maior frequéncia em caes idosos, nos quais podem estar
presentes comorbidades. A suplementagdo com 6mega 3 (w-3) tem sido associada a
melhora de fatores cardiovasculares, bem como a reducdo de mediadores
inflamatdrios e a manutencao do apetite e condi¢édo corporal. O objetivo do estudo foi
avaliar a influéncia da suplementagdo com w-3 em cées portadores de DVM, classes
B2 e C, na evolucdo da doenca e nos parametros clinicos e laboratoriais. Para tanto,
29 caes foram selecionados e acompanhados a cada trés meses durante um ano.
Houve aumento nos niveis séricos de IL-1B, IL-6, TNF-a e proteina C-reativa, em
maior amplitude no grupo controle, evidenciando o carater inflamatorio da doenca. A
suplementacdo manteve os cées nos escores de condi¢cdo corporal desejados para
cardiopatas e evitou a progressao da perda de massa magra. A evolucao dentro dos
estagios da doenga foi menor no grupo tratado com w-3, mantendo-os em estagios
mais brandos da doenca. Os parametros hematoldgicos, bioquimicos e dosagem de
eletrélitos nao foram alterados. Conclui-se que a suplementagéo com w-3 € importante
para a manutencao da condicao corporal e a permanéncia dos cdes em estagios mais
brandos da doenca, tornando-se benéfica, em associacdo com o tratamento
farmacoldgico, para o controle da DVM.

Palavras-chave: 6leo de peixe, escore de condicdo corporal, escore de condi¢ao
muscular, degeneracdo valvar, canino.

ABSTRACT

The mitral valve disease (MVD) is clinically characterized by systolic heart murmur,
that is why clinical evaluation is a tool that helps in the diagnosis and monitoring of
disease progression. Besides clinical evaluation, laboratorial tests are important, since
MVD occurs more frequently in old dogs, in which there might be comorbidities. The
supplementation with omega 3 (w-3) has been associated with the improvement of



cardiovascular factors and also to the reduction of inflammatory mediators and the
maintenance of appetite and body condition. The aim of this study was to evaluate the
influence of the supplementation with w-3 in dogs with MVD, stage B2 and C, in the
progression of the disease and in the clinical and laboratorial parameters. Thus, 29
dogs were chosen and monitored quarterly during 12 months. There was an increase
in the serum IL-1B3, IL-6, TNF-a and C-reactive protein levels, mostly in the control
group, pointing the inflammatory feature of the disease. The supplementation kept
dogs in the desired body condition for cardiopaths and avoided the progression of loss
of lean mass. The progression of the stages of the disease was less in the group
treated with w-3, maintaining these dogs in mild stages of the disease and with less
chance of decompensating. The hematological and biochemical parameters and
electrolytes dosage were not altered. The conclusion is that the supplementation with
w-3 is important to the maintenance of body condition and the permanence of dogs in
mild stages of the disease, becoming benefic for MVD control.

Key words: fish oil, body condition score, muscle condition score, valve degeneration,
canine.

1. INTRODUCAO

A doenca valvar mitral (DVM) é a doencga cardiovascular mais importante na clinica
de pequenos animais. Consiste em um processo degenerativo que gera uma
regurgitacdo valvar, clinicamente caracterizada por sopro sistdlico a auscultagédo
cardiaca (ATKINS & HAGGSTROM, 2012). Assim, a avaliacdo clinica é uma
ferramenta importante no diagnostico da doenca (CAMACHO & MUCHA, 2014). Além
da avaliacdo clinica e de exames especificos do sistema cardiovascular
(BORGARELLI & HAGGSTROM, 2010), o acompanhamento laboratorial €
importante, uma vez que se trata de pacientes geriatricos e, nesta fase, podem ser
observadas que acompanham o processo de envelhecimento (PATI et al., 2015).
Com o avancar da doenca os caes podem desenvolver caquexia cardiaca, um
processo multifatorial relacionado a elevacéo de citocinas inflamatorias. Assim, além
da terapia farmacoldgica, os fatores dietéticos sdo importantes no manejo destes
pacientes (FREEMAN, 1998; DEVI & JANI, 2009). A suplementacdo com &cidos

graxos 6mega 3 (w-3) tem mostrado beneficios, pois apos sua metabolizacdo gera



mediadores com atividade anti-inflamatéria (CASA NOVA & MEDEIROS, 2011). Sabe-
se gque no desenvolvimento da ICC e da caquexia cardiaca sédo produzidas citocinas
inflamatdrias, deste modo, a suplementagdo com w-3 pode atuar na modulacédo da
producdo dessas substancias, auxiliando na manutencdo da condicdo corporal e da
doenca (FREEMAN, 2010). O objetivo do estudo foi avaliar qual a influéncia da
suplementagdo com w-3 na evolugdo da doenca, na concentracdo de marcadores

inflamatorios e nos parametros clinicos e laboratoriais de caes portadores de DVM.

2. MATERIAL E METODOS

Foram atendidos pelo Setor de Cardiologia do Hospital Veterinario da UFG, 1058 cées
durante os anos de 2015 e 2016. Destes, 326 foram diagnosticados com DVM. Os
critérios de inclusdo no estudo foram presenca de sopro sistolico na valvula mitral, ou
em ambas valvulas atrioventriculares; radiografia com evidéncia de remodelamento
cardiaco (VHS> 10,5 vértebras); e presenca de regurgitacdo e espessamento de
folhetos valvares e relagcdo AE/Ao maior que 1,6 no exame ecodopplercardiogréfico.
Foram excluidos os caes previamente suplementados com w-3 € 0s com outras
doencas sistémicas. Assim, 29 cdes foram recrutados, sendo as racas mais presentes
os Poodles (41,4%), Pinschers (20,6%) e os sem raca definida (17,2%).

Os cées foram distribuidos em maneira aleatério e duplo-cega em dois grupos e
posteriormente classificados e tratados segundo ATKINS et al. (2009) em estagio B2
e estagio C. No grupo w-3 foram incluidos 16 caes, com média de 11,81 anos, 37,5%
fémeas e 62,5% machos. Apds o estadiamento, oito animais foram classificados no
estagio B2 e oito no estagio C. O grupo controle foi formado por 13 caes, com 12,15
anos em média, sendo 46,15% fémeas e 53,85% machos. Neste grupo oito animais

foram classificados no estagio B2 e seis no estagio C. As ragcas mais prevalentes



foram os Poodles, os sem raca definida e Pinschers. O grupo w-3 recebeu alimento
seco especifico para caes cardiopatas suplementado com w-3 em sua composicao
(4000mg/kg de EPA e 3000mg/kg de DHA) e o grupo controle recebeu o mesmo
alimento sem a suplementacdo com w-3.

O estudo foi prospectivo. As avaliacfes clinicas, hematoldgicas, bioquimicas séricas
e eletrolitos foram realizadas na primeira visita (T0O), e com trés (T3), seis (T6), nove
(T9) e doze (T12) meses apods o inicio do tratamento. As dosagens dos marcadores
inflamatorios foram realizadas no TO, T3 e T9. Os tutores assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e toda a metodologia foi aprovada pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais da UFG (094/14).

Foram avaliadas frequéncia cardiaca (FC), frequéncia respiratoria (FR), frequéncia de
pulso (FP), temperatura (°C), hidratacdo, coloracdo das mucosas e tempo de
preenchimento capilar (TPC). A auscultacdo cardiaca foi realizada nos focos de
auscultacdo mitral, pulmonar, adrtico e tricispide, identificando-se o grau do sopro. A
auscultacdo pulmonar abrangeu toda a regido toracica, avaliando-se a presenca de
ruidos adventicios. A condicao corporal foi medida por meio da inspecao visual e
palpacéo, classificando o animal segundo o ECC (em uma escala de um a nove) e
ECM (em normal, leve, moderada e grave) segundo BALDWIN et al. (2010).

As amostras de sangue foram coletadas por venopuncao jugular, apés jejum alimentar
de 12 horas. A determinacdo do volume globular foi feita em microcentrifuga e as
contagens globais de hemécias, plaquetas e leucdcitos e as dosagens da
hemoglobina foram realizadas por meio com equipamento automatico ABC 7 Vet
(Animal Blood Counter®). As contagens diferenciais dos leucécitos foram realizadas
em esfregacos de sangue corados por corante de rotina. As dosagens séricas das

enzimas alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (ALP), perfil lipidico



(colesterol total, triglicérides, HDL e LDL) e determinacéo das concentracdes de ureia
e creatinina foram realizadas por meio de método cinético ou colorimétrico
(Biotécnica®; Doles®) em equipamento de bioquimica automatica (Wiener Lab®
modelo CM 250). A analise dos eletrdlitos potassio, sodio e cloro foram feitas por meio
do aparelho de gasometria (Roche® modelo Cobas b 121).

As dosagens dos mediadores inflamatoérios foram feitas por ensaio imunoenzimatico
(ELISA) e a leitura foi realizada na Leitora Stat Fax modelo 2100 (Awareness
Technology) em programa MultiCalc. Para andlise da interleucina 6 (IL-6) e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) foi utilizado o kit Multiplex Canine Cytokine Magnetic
Bead Panel CYTOMAG-90K-02 (Millipore — St Charles- Missouri — Estados Unidos).
As dosagens de proteina C reativa (PCR) foram realizadas utilizando-se o kit
ECA0006-PCR canino (Wuhan Fine Biological Technologic Co — China) e as
dosagens de interleucina 1B (IL-1 B) foram feitas utilizando-se o kit E-ELC-IL1B canino
(RayBiotec /Norcross — Estados Unidos).

A analise estatistica das variaveis qualitativas foram realizadas utilizado o teste exato
de Fisher e o teste qui-quadrado de Pearson. As varidveis quantitativas foram a
nalisadas pelo teste de Mann-Whitney (diferencas entre tratamentos) e o teste de

Kruskal-Wallis (diferencas entre tempos). Adotou-se nivel de significancia de 0,05.

3. RESULTADOS

Durante a realizacdo do estudo houveram 6bitos e desisténcia. No grupo controle dois
cées morreram apos o TO, um apos o T3 3 dois apos o T9. Neste grupo um tutor
desistiu de seguir no estudo. No grupo w-3 seis caes morreram apos o TO, dois apos

0 T3 e um céo apos o T9. Ao final do estudo ambos os grupos tinham sete cées.



N&o foram encontradas diferencas significativas entre os grupos e dentro dos tempos
para os parametros clinicos FC, FR, FP, temperatura, hidratacdo e TPC. Houve
predominéncia de mucosas normocoradas no grupo controle (82,5%) e no grupo w-3
(94,16%). Todos os cdes de ambos 0s grupos apresentaram a auscultacdo cardiaca
bulhas ritmicas e normofonéticas com presenca de sopro sistolico, a excecdo de um
cdo do grupo controle que passou a apresentar bulhas arritmicas apos o T6.
Considerando a evolugéo do sopro no foco mitral, apenas pacientes do grupo controle

chegaram a ultima avaliacdo apresentando frémito (sopros grau 5/6 e 6/6) (Figura 1).
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FIGURA 1. Representacdo grafica dos graus de sopro
auscultados no foco mitral de cdes do grupo
controle (vermelho) e w-3 (verde) ao longo de 12
meses. A direita grau de sopro no foco mitral e a
esquerda frequéncia de ocorréncia.

A auscultacdo pulmonar nao diferiu entre os tratamentos. No TO os cdes do grupo
controle ndo apresentavam alteracdes a auscultagdo pulmonar. Ao contrario do grupo
w-3, que possuia cdes apresentando crepitagdes (13,3%). Entretanto, no tempo T12,
todos os caes do grupo w-3 apresentavam auscultacdo pulmonar normal, enquanto

que no grupo controle 14,3% apresentaram crepitacoes.



Avaliando-se o ECC, os cédes do grupo controle apresentaram predominancia dos
escores 3/9-4/9 e 7/9-8/9, enquanto os do grupo w-3 apresentaram
predominantemente escores 5/9-7/9. Considerando o ECM, observou-se
predominéancia de ECM normal e leve perda de massa magra em ambos 0S grupos.
Apenas os caes do grupo controle evoluiram para perda moderada de massa magra

(Figura 2).
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FIGURA 2. Representa¢do gréfica dos escores de condicao corporal (ECC) e de condicdo muscular
(ECM) apresentados pelos caes do grupo controle (vermelho) e w-3 (verde) ao longo de 12
meses.

A Figura 4 apresenta a evolucdo dos estagios da ICC ao longo do tempo. O grupo
controle apresentou maior porcentagem de animais que evoluiram do estagio B2 para
estagio C (40%), assim como do estagio B2 para o o6bito (20%). O grupo w-3
apresentou maior porcentagem de evolucao entre o estagio C e 6bito (30%) e maior

manutencdo em estagio B2 (40%).



Evolucéo dos estagios da ICC
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FIGURA 4. Evolucdo do estadiamento da doenca baseado na
classificagé@o proposta por ATKINS et al. (2009) de cées do
grupo controle e submetidos a suplementagéo dietética com
w-3 ao longo de um periodo de 12 meses.

Na avaliacdo hematoldgica foram observadas diferencas significativas para as
hemacias, hemoglobina, hematécrito, VCM e mondcitos. As dosagens bioquimicas de
ALT, ureia, creatinina, colesterol total, triglicérides, colesterol HDL e colesterol LDL e
cloreto ndo diferiram estatisticamente. Para a fosfatase alcalina foram observadas
diferencas entre tratamentos no T3. As concentracdes de sodio e potassio foram
inferiores no grupo w-3. As médias de cloreto foram semelhantes entre os grupos.
Entretanto, todos os valores obtidos nestas anélises estavam dentro dos intervalos
normais para caes.

Considerando a andlise dos marcadores inflamatorios, para a IL-1p foram encontradas
diferencas entre os tempos dentro do grupo controle e na intera¢do tempo/tratamento.
Nos dois grupos as concentracdes se elevaram. Para os demais marcadores nao
foram encontradas diferencas significativas, embora tenha-se notado uma tendéncia

a elevacgodes nos niveis de IL-6 e TNF-a no grupo controle (Tabela 1).

TABELA 1. Dosagens de marcados inflamatérios de cées portadores de doencga valvar mitral
submetidos a suplementacao dietética com dmega-3.
Tempo Tratamentos

S n Controle N w-3

Variaveis p* p**




LB TO 13 2675 + 2344 16 6305 + 77,22 0143
(ng/mL) T3 10 3166 + 2676 10 4868 <+ 3825 0,105 0,028
9 T9 9 8196 + 6851 8 10588 + 5223 0,328

p*** 0,013 0,110
L TO 13 919 =+ 789 16 2330 <+ 5447 0,631
(ogimL) T3 10 956 + 11,22 10 46,98 + 12620 0,684 0,402
P9 T9 9 29701 + 81651 8 623 + 222 0,529

p*** 0,927 0,726
NFa TO 13 938 =+ 668 16 30099 =+ 77,06 0579
(pgimL) T3 10 10,09 + 949 10 5165 <+ 142,49 0,684 0410
P9 T9 9 19623 + 50629 8 513 + 109 0,776

e 0,872 0,940
pCR TO 13 3678 + 11,72 16 2870 + 921 0075
(ngimL) T3 10 2824 + 1532 10 4000 + 2293 0,353 0,311
9 T9 9 4265 + 1685 8 3583 + 20,94 0,181

e 0,105 0,701

p*: diferenca estatistica entre tratamentos; p**: diferenca estatistica entre os tempos; p***:diferenca estatistica na
interacdo tratamentos/tempos. Teste de Kruskal-Wallis, adotando-se nivel de significancia de 5%.

4. DISCUSSAO

Os parametros clinicos FC, FP, FR e temperatura foram semelhantes entre os grupos,
todos os valores obtidos foram normais (FEITOSA, 2014). Da mesma forma,
hidratacdo e TPC foram semelhantes, ocorrendo em baixa frequéncia mucosas
cianoticas. A avaliacdo da hidratacdo e TPC, associados a coloracdo de mucosas
sdo de grande importancia dentro da avaliacéo clinica de pacientes cardiopatas, pois
sdo parametros que permitem estimar a perfusao periférica (WARE, 2015). Assim,
acredita-se que os cdes neste estudo apresentavam boa perfusao periférica.

Todos os caes incluidos no estudo tinham sopro sistolico de regurgitacdo. A presenca
de sopro compreende uma caracteristica clinica da DVM (FOX, 2012). Foi possivel
notar que os caes do grupo controle evoluiram mais no grau do sopro ao longo do
tempo, sendo os Unicos a apresentar frémito ao final do estudo. A intensidade do sopro
audivel na valvula mitral esté diretamente relacionada a severidade da doenca. Assim,
sopros classificados em graus 5/6 e 6/6 estdo associados a doenca severa
(KITTLESON, 2003). Neste contexto, os caes do grupo controle, apresentaram um

maior acometimento valvar e doencga mais severa.
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Observou-se o0 surgimento de alteracdes na auscultacdo pulmonar no grupo controle
com o passar do tempo, ao contrario do que ocorreu no grupo tratado com w-3. A
presenca de ruidos respiratérios adventicios, associado a taquipneia ou dispneia
caracterizam um grau avancado de doenca, pois sdo indicativos da presenca de
edema pulmonar (GUGLIELMINI, 2003). A utilizacdo de alimentos especificos para
cardiopatas suplementados com w-3 tem sido associado a um melhor controle na
sobrecarga de volume gerada pela cardiopatia, auxiliando assim no controle da ICC
(KROLL et al., 2010), assim como observado nos pacientes do grupo w-3.

Uma maior porcentagem de cées do grupo controle apresentaram-se caquéticos (3/9
e 4/9) ou obesos (8/9). Os ECC muito baixos sédo associados a um pior progndstico
(FREEMAN et al.,, 2011). Por outro lado, a obesidade, pode promover efeitos
deletérios como reducdo no débito cardiaco, alteracdes na pressdo arterial e na
funcdo pulmonar (SLUP et al., 2008). Para os cades cardiopatas € desejavel a
manutencdo do ECC entre 5/9-7/9, devido a predisposicdo ao desenvolvimento de
caquexia cardiaca (FREEMAN, 2017), assim como observado no grupo w-3.

Os cées do grupo controle evoluiram dentro dos ECM, avancando para perda
moderada de massa muscular, 0 que nao ocorreu no grupo w-3. A avaliacdo da
condicao corporal € importante nos pacientes cardiopatas, uma vez que, a presenca
da DVM associada a ICC alteram uma série de mediadores inflamatérios que
diminuem a capacidade do organismo de fazer adaptacdes metabdlicas (FREEMAN,
1998; MICHAUD et al.,, 2013). Desse modo, o organismo passa a utilizar os
aminoacidos como fonte de energia, ocorrendo o catabolismo dos musculos, que
resulta na perda de massa magra e no desenvolvimento de caquexia cardiaca

(FREEMAN, 2012). A suplementagdo com w-3 tem sido relacionada com a
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manutencdo da condicdo corporal de caes cardiopatas, por meio da manutencao do
apetite e da reducdo de mediadores inflamatérios (FREEMAN & RUSH, 2012).

Os parametros hematoldgicos, bioquimicos e dosagens de eletrolitos apresentaram
valores normais relatados para a espécie canina (KANEKO et al., 2008; WEISS et al.,
2010), ndo sendo alterados pela suplementacdo com w-3. Em pacientes geriatricos
podem ser observadas alteracdes nos exames hematologicos como reducbes de
namero de heméacias, hemoglobina e hematdécrito, entretanto, estas alteracdes nao
foram encontradas no presente estudo (PATI et al.,, 2015). Os resultados se
assemelham aos obtidos em estudo com pacientes idosos (WILLEMS et al., 2017). A
suplementac¢&o com w-3 reduziu os niveis de colesterol em cdes saudaveis (ARAUJO
et al.,2012), entretanto, este efeito ndo foi observado no presente estudo.

No grupo controle foi observado em proporcdes diferentes, um aumento gradativo dos
niveis de IL-1pB, IL-6, TNF-a e PCR, assim como para a IL-18 e PCR no grupo w-3. Os
resultados aqui apresentados evidenciam um aumento gradual nos niveis dos
mediadores inflamatdrios, confirmando que no desenvolvimento da cardiopatia e da
ICC é induzido um efeito inflamatério. Sao relatados em estudos realizados com cées
cardiopatas 0 aumento da expressao de genes de IL-1B (KICZAK et al.,, 2008;
FONFARA et al.,, 2012) e elevacdes nos niveis de PCR (CUNNINGHAM et al. 2012;
REIMMAN et al., 2016), associando mais uma vez, a inflamacéo ao desenvolvimento
de ICC. As concentragdes de IL-13 também se elevaram no estudo conduzido por
CAMACHO et al. (2017), entretanto, foram superiores as do presente estudo.
Observou-se uma tendéncia de aumento nos niveis de IL-6 e TNF-a no grupo controle,
0 que nao ocorreu no grupo w-3. O aumento nos niveis destes mediadores €
diretamente correlacionado a gravidade de diversas doencas, independentemente de

sua etiologia (BATTISTONI et al., 2012). As concentracdes encontradas nos caes w-
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3 foram semelhantes as obtidas em cées portadores da doenca em estudo
(CAMACHO et al., 2017). A suplementacédo com 0Oleo de peixe (rico em w-3) em caes
saudaveis reduziu os niveis de IL-1 e IL-6 (LEBLANK et al., 2008). Em caes com
cardiomiopatia dilatada sua utilizacdo também foi benéfica, associada a diminuicéo de
IL-1 e TNF-a (PORSANI et al., 2015). As pesquisas com humanos também mostram
gue a suplementacdo com w-3 inibe a producéo de TNF-a e induzem a redugao nos
niveis de outras citocinas inflamatoérias (COLUSSI et al., 2014).

Avaliando a progresséao dos cédes dentro da classificacdo da DVM foi possivel observar
uma maior porcentagem de cées do grupo controle que evoluiram de assintomaticos
para a ICC e para o 6bito. Em contrapartida, nos caes do grupo w-3 grande parte
permaneceu assintomatico durante todo o periodo de avaliacdo, e os que morreram
ja haviam desenvolvido ICC quando foram incluidos no estudo. Os pacientes incluidos
no estagio C, ja passaram por pelo menos um episédio de ICC, e estdo, portanto, em
uma fase mais avancada da doenca, apresentando pior progndéstico e menor

sobrevida (ATKINS et al., 2009; BORGARELLI et al., 2012).

5. CONCLUSOES

A suplementagcdo com acidos graxos w-3 ndo altera os parametros laboratoriais e
clinicos e mantém os pacientes em ECC e ECM mais satisfatorios, prevenindo-os da
caquexia cardiaca. Também auxilia na permanéncia dos cdes em estagios mais
brandos da doenca. A elevacdo das concentracfes dos mediadores inflamatoérios
confirma o carater inflamatério da doenca valvar. Conclui-se que a suplementacao
com w-3 tende a ser uma medida terapéutica benéfica que, combinada ao tratamento

farmacoldgico, pode auxiliar no controle da DVM
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