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A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose parasitaria com distribuicdo cosmopolita,
causada pelo protozoario Leishmania spp. Diversos sistemas organicos podem ser afetados
diretamente ou indiretamente pelo parasitismo, resultando em aspectos clinicos variaveis e
inespecificos em cées. Relatos isolados com indicios histologicos de acometimento
miocardico em cdes com LV sugerem comprometimento deste sistema. Desta forma,
objetivou-se com o presente estudo, avaliar os aspectos clinicos e histopatoldgicos do
miocardio de cdes naturalmente infectados com leishmaniose visceral. Para tanto, as
caracteristicas fisicas gerais, hematimétricas, bioquimicas (creatinina quinase-CK, fracdo MB
da creatina quinase-CK-MB- e troponina 1), radiograficas do tdrax, eletrocardiogréficas e
histopatolégicas do miocardio foram avaliadas em 36 cdes portadores de LV (grupo LV -
GLV) e comparadas as varidveis médias de 15 cédes higidos (grupo controle- GC), com
excecdo da avaliagdo histopatoldgica, realizada apenas no GLV. Ao exame fisico geral
observou-se maior prevaléncia de cdes assintomaticos no GC (100%) e polissintomaticos no
GLV (66%). Dois cdes do GLV apresentaram sopro sistélico de intensidade 11/V1 e 111/VI, em
regido de foco mitral. Os valores médios de hemacia, hemoglobina e hematocrito foram
inferiores nos cdes do GLV (p<0,0001), associados a maiores valores de proteina total
(p<0,0001), leucdcitos totais (p=0,0151), neutréfilos (p=0,0027), CK (p=0,0153) e CK-MB
(p=0,0038) quando comparado ao GC. N&o foram observadas alteragdes radiogréficas
qualitativas ou diferencas quantitativas entre os grupos avaliados (p=0,1228). A
eletrocardiografia foi detectada maior incidéncia de arritmia sinusal respiratoria nos caes do
GLV (75%) e ritmo sinusal nos cdes do GC (60%), atestado pelo teste das proporgdes
(p=0,016). A amplitude média da onda P foi inferior no GLV (p=0,008). Ndo foram
observadas arritmias cardiacas em ambos os grupos, porém foi verificada no GLV a presenca

de episddios isolados de marcapasso migratério e sinus arrest associados a arritmia sinusal



respiratéria. A luz da histopatologia do miocéardio foi possivel observar a presenca de
infiltrado inflamatério mononuclear em 77,8% (n=28) dos cdes do GLV, sendo a maior
prevaléncia de infiltrado linfoistioplasmocitario de intensidade leve. Conclui-se que os cées
com LV do presente estudo apresentaram maior prevaléncia de aspectos clinicos
polissintomaticos, associados a anemia normocitica normocrémica, acompanhada de
leucocitose por neutrofilia e hiperproteinemia, elevagdo da atividade sérica de CK e CK-MB,
sem alteracdes significativas da silhueta cardiaca a radiografia, maior prevaléncia de arritmia
sinusal respiratéria com episddios de marcapasso migratorio e sinus arrest, relacionados a
presenca de infiltrado inflamatério mononuclear multifocal leve a histopatologia do
miocardio, com baixa incidéncia de vasculite necrosante e rara deteccdo de formas

amastigotas da Leishmania sp.

Palavras-chave: biomarcadores de lesdo miocérdica, cardiologia, caninos, zoonose.
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Visceral leishmaniasis (VL) is a worldwide parasite zoonotic, caused by a protozoa
Leishmania spp. Several organic systems may be affected directly or indirectly by the
parasitism, resulting in variable and unspecific clinical signs in dogs. Myocardial damage in
affected dogs is suggested by isolated reports with histological evidences of myocarditis.
Therefore, the aim of this study was evaluate the clinical and myocardial histopathologic
features of naturally infected dogs with VL. Therefore, general physical characteristics,
hematological, biochemical (creatine kinase- CK, MB fraction of creatine kinase and
troponin-I) radiographic of the thorax, electrocardiographic and histopathological myocardial
were evaluated in 36 dogs with VL (VL group- VLG) and average variables compared to 15
healthy dogs (control group-CG), except for the histopathological evaluation. In the general
physical examination was observed higher prevalence of asymptomatic dogs in the control
group (100%) and polisymptomatic in GLV (66%). Two dogs of the GLV presented systolic
murmur of intensity 11 / VI and 111 / VI, in the region of the mitral valve. The mean values of
erythrocyte count, haemoglobin and haematocrit were lower in dogs GLV (p <0.0001),
associated with higher total protein (p <0.0001), total leukocyte count (p = 0.0151),
neutrophils (p = 0.0027), CK (p = 0.0153) and CK-MB (p = 0.0038) when compared to CG.
Radiographic evaluation reveal no alterations or differences between groups (p = 0.1228). In
the electrocardiography analysis, higher incidence of respiratory sinus arrhythmia with
wandering pacemaker and sinus arrest in dogs of GLV (75%) and sinus rhythm in the CG
(60%) was attested by the proportions test (p = 0.016). The mean P wave amplitude was lower
in GLV (p = 0.008). Cardiac arrhythmias were not present in both groups, but sinus arrest was

present in GLV. The histopathology of the myocardium displayed mononuclear cell
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infiltration in 77.8% (n = 28) of the GLV dogs, with higher prevalence of mild
lymphohistioplasmocytic inflammatory infiltrate. We conclude that enrolled dogs with LV
presented aspect of polisymptomatic clinical features, associated with normochromic
normocytic anemia, followed by leukocytosis, neutrophilia, hyperproteinemia, elevation of
serum activity of CK and CK-MB, without significant changes of the cardiac silhouette in the
radiography or heart rhythm by electrocardiogram, related to the presence of multifocal mild
intensity mononuclear cell infiltration in the myocardial, with low incidence of necrotizing
vasculitis and rare detection of amastigotes forms of Leishmania sp. on myocardium

histopatology.

Key-Works: biomarkers of miocardial injury, cardiology, canine, zoonosis
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma enfermidade parasitaria causada pelo protozoario
flagelado Leishmania sp. (Fortes 2004). Humanos, felinos, roedores, caninos e outros
mamiferos podem ser acometidos pela doenca, sendo o cdo considerado hospedeiro natural e
principal reservatorio da enfermidade (Monteiro et al. 2005, Xavier et al. 2006). Sua
transmissdo ocorre por meio da picada de um vetor, flebotomideo do género Lutzomyia,
popularmente denominado mosquito-palha, (Gontijo e Melo 2004, Monteiro et al. 2005,
Tartarotti et.al. 2011). Apds inoculagdo do parasita no hospedeiro, ocorre sua disseminagao
pelo organismo e instalacdo da LV, que acarreta o aparecimento de inUmeros danos em
diversos o6rgdos como pele, baco, figado, medula 6ssea, linfonodos e mucosas (Silva et al.,
2009). Em cées, a LV apresenta caracteristicas clinicas inespecificas e variaveis, resultando
em portadores assintomaticos, oligossintomaticos ou polissintoméaticos, uma vez que um ou
mais 6rgaos ou sistemas podem ser afetados (Mancianti et al. 1988).

Com relacdo ao sistema cardiovascular, lesGes histopatoldgicas foram demonstradas
em miocardio de cdes naturalmente infectados com LV, sendo estas caracterizadas por
miocardite linfoplasmocitéaria e necrose de coagulacdo em cardiomidcitos de 27 e 24 caes,
respectivamente (Rosa et al. 2013). Além disso, foram descritas miocardite e vasculite com
presenca de infiltrado inflamatério mononuclear, necrose e degeneracdo das fibras
miocardicas (LOpez-Pefia et.al. 2009, Alves et al. 2010). Da mesma forma, Silva e
colaboradores (2009) relataram ocorréncia de pericardite cronica associada a Leishmania
chagasi em cdo, com infiltrado linfoistioplasmocitario multifocal de moderado a acentuado.
Entretanto, alteracdes clinicas relacionadas ao sistema cardiovascular decorrentes da infec¢do
por Leishmania sp. ainda ndo foram descritas (LOpez-Pefia et.al. 2009, Alves et al. 2010, Rosa
et al. 2013).

Estudo in vivo avaliando 105 cées naturalmente infectados com LV, demonstraram a
ocorréncia de sinus arrest em 14,3% dos animais estudados, complexos atriais prematuros em
4,8% e blogueio de ramo direito em 4,8% dos cdes. Outro relato de um céo com esta
enfermidade, Lopez-Pefia et al. (2009) observaram diminuicdo da amplitude do complexo
QRS, associado a atrofia e degeneracdo de cardiomiocitos. Por sua vez, bloqueio
atrioventricular de primeiro-grau e infradesnivelamento do segmento ST foram descritos em

um cdo com LV, associados a presenca de miocardite e poliarterite necrosante no atrio direito
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(Torrent et al. 2005). Neste interim, o registro eletrocardiografico permite verificar a atividade
elétrica do coracdo, objetivando detectar disturbios de formacdo e condugdo do impulso
cardiaco, bem como obter o ritmo e frequéncia cardiaca (Goodwin 2002).

Da mesma forma que os métodos complementares de diagnosticos por imagem, a
mensuracdo da atividade sérica enzimética e de biomarcadores de lesdo miocérdica pode
auxiliar na deteccdo do comprometimento miocérdico precoce, visto que elevagdo de creatina
quinase (CK), fracdo MB da creatina quinase (CK-MB) (Medeiros et al. 2011) e troponina |
(cTnl) (Silvestrini et al. 2012) foram detectados em cdes com LV.

Cées com leishmaniose visceral desempenham papel crucial na perpetuagdo do ciclo
rural e urbano desta zoonose, propiciando ndo apenas prejuizos a sua prépria espécie, mas
também facilitando a infeccdo humana. Desta forma, faz-se necessario conhecer o
comportamento clinico completo desta enfermidade para auxiliar seu diagnostico e permitir,
diante disto, melhor controle e prevencao da afeccdo. Neste contexto nota-se especialmente a

lacuna de informac&o relacionada aos efeitos cardiovasculares desta afeccdo em cées.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Etiologia

A leishmaniose visceral canina (LVC) é causada por um protozoario pertencente a
ordem Kinetoplastida, subordem Trypanosomatina, familia Trypanosomatidae e género
Leishmania, que possui duas formas no seu ciclo parasitario: promastigota e amastigota
(Fortes 2004). A forma promastigota, constituida de corpo alongado com duas extremidades
afiladas seqguidas por flagelo, esta presente no intestino do hospedeiro intermediario. A forma
amastigota possui formato ovalado, ndo possui flagelo, e se encontra nas células do
hospedeiro definitivo, principalmente em macréfagos e outras células do Sistema Fagocitario
Mononuclear (SFM), mas também pode ser observado em leucdcitos (Fortes 2004, Bowman
et al. 2006, Lappin 2006).

Este protozoario é capaz de afetar diversas partes do sistema orgénico, resultando
basicamente em duas apresentacdes clinicas principais: cutanea e visceral. Seu periodo de
incubacdo é muito variavel, podendo oscilar de semanas a meses, e as vezes até mais de um
ano (Fortes, 2004). Pode acometer diversas espécies como caninos, humanos e outros
mamiferos. Mas sua principal relevancia esta no fato de ser considerada importante zoonose,
com roedores e caninos atuando como hospedeiro definitivo e reservatdrios. Os humanos e
gatos sdo hospedeiros acidentais (Fortes 2004, Monteiro et.al. 2005, Bowman et al. 2006,
Lappin 2006, Xavier et.al. 2006).

2.2. Forma de transmissao da leishmaniose visceral

A principal forma de transmissdo da leishmaniose se da pela picada flebotomideos
contaminados (hospedeiro intermediario) popularmente conhecidos como mosquitos-palha.
Os flebotomideos pertencem a familia Psychodidae, sub-familia Phebotominae, género
Lutzomyia sp. (Gontijo e Melo 2004, Monteiro et.al. 2005).

Estes insetos medem de 2 a 3 mm de comprimento, possuem o corpo revestido de pelo
e coloracdo clara. Seu ciclo biolégico compreende quatro fases: ovo, larva, pupa e adulto.
Apbs a copula, as fémeas de Lutzomyia sp. depositam seus ovos em substrato imido no solo.
Os ovos eclodem de 7 a 10 dias ap6s a postura, originando as larvas que se alimentam de

matéria organica. Estas sofrem muda em quatro estagios, no periodo médio de 20 a 30 dias,
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quando se transformam em pupa. O periodo pupal, em condi¢bes adequadas, dura em média
14 dias, totalizando ciclo de vida em médio de 30 a 40 dias para chegar ao adulto (Ministério
da Saude 2006).

O inseto apresenta periodo de maior atividade entre as 18 e 22 horas e habita locais
variados, entretanto, as formas imaturas desenvolvem-se em ambientes Umidos, ricos em
matéria organica e com baixa incidéncia luminosidade (Feitosa et al. 2000). Para sua nutricao,
necessitam de carboidratos como fonte de energia, todavia somente a fémea é hematofaga
(Ministério da Saude 2006)

No Brasil, o principal género transmissor da Leishmania sp. é a Lutzomyia sp. (Gontijo
e Melo 2004, Monteiro et.al. 2005), com maior prevaléncia da espécie Lutzomyia longipalpis
em areas endémicas de leishmaniose visceral, como verificado no Estado do Rio Grande do
Sul (Barata et al. 2005, Tartarotti et al. 2011).

A adaptacdo deste vetor a ambientes peridomiciliares, aliada a diversidade de
hospedeiros vertebrados incluidos no repasto sanguineo deste vetor como aves, seres
humanos, cdes dentre outros, deixam clara sua contribui¢do para transmissdo e perpetuacdo da
doenca e importancia epidemioldgica no ciclo urbano desta zoonose (Barata et al. 2005, Silva
et al. 2007, Tartarotti et al. 2011).

2.3. Ciclo de vida da Leishmania sp. e patogénese

O ciclo de vida da Leishmania spp. se inicia no repasto sanguineo dos flebotomideos
em hospedeiros vertebrados contaminados, a partir dos quais 0s insetos ingerem forma
amastigota do protozoario. No intestino do vetor, as formas amastigotas se transformam em
promastigotas e, por cissiparidade simples, se reproduzem. Portanto, grande nimero de
protozoarios pode ser inoculado por regurgitamento no hospedeiro vertebrado, por meio da
picada do flebotomideo (Fortes, 2004).

Ap0s a inoculagdo do protozoario no organismo do hospedeiro, o sistema imune do
animal sofre modificacdes. A infecgdo é caracterizada por resposta policlonal de células B,
levando a grande producédo de anticorpos contra os antigenos parasitarios, gerando quadro de
hipergamaglobulinemia e formagé&o de imunocomplexos circulantes . Na leishmaniose canina,
a deposicdo dos imunocomplexos e subsequente ativacdo do sistema complemento tém sido
associadas a vasculite, uveite, artrite, dermatite e glomerulonefrite (Torrent et al. 2005,
Lappin 2006).
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2.4. Sinais clinicos

Ap0s a inoculacao do parasita no hospedeiro vertebrado, ocorre sua disseminacgéo pelo
organismo e instalacdo da leishmaniose propriamente dita, que acarreta, em sua forma
visceral, lesGes em diversos 6rgdos, em especial a pele, baco, figado, medula 06ssea,
linfonodos e mucosas (Fortes 2004, Lappin 2006, Ministério da Saude 2006, Xavier et.al.
2006).

No cdo, o comprometimento organico causado pelo protozoario pode resultar em
diversos sinais clinicos inespecificos como: perda de peso com apetite de normal a elevado,
polidria, polidipsia, depressdo, vomito, diarreia, tosse, epistaxe, espirro e melena. As lesdes
cuténeas sdo detectadas em aproximadamente 90% dos cdes sintomaticos e caracterizam-se
principalmente por hiperqueratose, descamacdo, Uulceras mucocutaneas e nddulos
intradérmicos sobre o focinho, orelhas externas, orelhas médias e coxins. Esplenomegalia,
linfadenopatia, dermatopatia, febre, rinite, dermatite, ruidos pulmonares aumentados, ictericia,
articulagdes sensiveis e edemaciadas, uveite (Ministério da Saude 2006, Lappin 2006, Lopez-
Pefia et al. 2009), ascite, anemia (Fortes, 2004) e edema de membros e face (Lopez-Pefia et
al., 2009) sdo comumente identificados nos exames fisicos.

Por este motivo, a doenca pode se manifestar de diferentes formas, incluindo animais
assintomaticos (sem sinal clinico), animais oligossintomaticos (com até trés sinais clinicos),
ou polissintomaticos (mais de trés sinais clinicos) (Ministério da Saude 2006, Xavier et.al.
2006).

2.5. Epidemiologia

O primeiro relato da existéncia do protozoario em seres humanos ocorreu em 1900,
guando o médico inglés William Leishman descobriu as formas amastigotas deste parasita,
posteriormente estudadas por Charles Donovan, Laveran e Mesnil. Somente em 1903, Ronald
Ross reconheceu a existéncia de um novo género, a Leishmania, como agente causal das
leishmanioses, que recebeu este nome em honra de seu descobridor, Leishman. O primeiro
relato de leishmaniose em seres humanos no Brasil ocorreu em 1934, quando foram
encontradas formas amastigotas de Leishmania sp. em cortes histologicos de figado de
pacientes que morreram com suspeita de febre amarela. Somente 20 anos depois é que se

registrou o primeiro surto da doenga em Sobral, no Ceara (Altamirano et al. 2003).
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A leishmaniose visceral, inicialmente, foi considerada doenca caracteristica de zonas
rurais. No entanto, houve mudancas epidemiologicas no decorrer do tempo, devido a
crescente urbanizacdo, com desmatamento e migracdo da populacdo para areas urbanas. As
precarias condicdes socioecondmicas e de saneamento, contribuiram para transmissdo e
disseminacdo da leishmaniose visceral (Barata et al. 2005, Monteiro et al. 2005). Com a
expansdo da doenga e 0 aumento no numero de casos, esta passou a ser considerada, pela
Organizacdo Mundial da Saude, prioridade dentre as doencas tropicais (WHO 2010).
Atualmente, a Leishmaniose Visceral é prevalente em 88 paises, afetando 1,6 milhdes de
pessoas anualmente, dos quais 90% concentram-se nos paises india, Bangladesh, Nepal,
Suddo e Brasil. Ainda assim, estima-se que 200 milhdes de pessoas estejam em risco de
infeccdo (Barata et.al. 2005, Monteiro et.al. 2005, WHO 2010).

No Brasil, a enfermidade ocorre em 21 Estados da federacdo, atingindo em média
3.379 novos casos humanos anualmente. Na regido Sul ndo haviam sido relatados casos
autoctones até o ano de 2008, quando o municipio de Sdo Borja notificou surto de caes com
leishmaniose visceral. Em dezembro de 2010, a soroprevaléncia de cdes afetados do
municipio atingiu 22,5%. No mesmo periodo, 0 municipio de Uruguaiana registrou
soroprevaléncia em cées de 14% (Ministério da Saude 2006, Mello et al. 2010, Tartarotti et al.
2011).

2.6. Diagndstico

O diagnostico da afeccdo, muitas vezes, é dificil de ser realizado, pois muitos caes sdo
assintomaticos ou apresentam sinais inespecificos. A doenca pode ficar inaparente por longo
periodo, dependendo das condi¢des imunoldgicas dos cées infectados. Para a confirmacédo do
diagndstico é necessaria a realizagdo de testes parasitologicos diretos, capazes de detectar a
presenca do parasita, ou indiretos. Dentre os testes indiretos, destacam-se a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o ensaio imunoenzimatico (ELISA), nos quais podem-se
detectar a presenca de anticorpos contra Leishmania sp. no soro. Além destes, pode ser
realizada a técnica de reagdo em cadeia pela polimerase (PCR), a qual permite detectar o
parasita, no entanto, este teste &€ mais oneroso. (Gontijo e Melo 2004, Fissore et al. 2004,
Ministério da Saude 2006, Queiroz et al. 2010, Gramiccia 2011).

A RIFI é o método mais comumente utilizado, demonstrando sensibilidade que varia

de 90 a 100% e especificidade aproximada de 80% para amostras de soro. Sua especificidade
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pode ser prejudicada quando ha presenca de reagdes cruzadas com outras doengas infecciosas
e parasitarias, a exemplo da tripanossomiase (Alves et al. 2010). O teste de ELISA ¢
amplamente empregado por sua rapida e facil execucao, além de permitir a deteccdo de baixos
titulos de anticorpos. Para o diagnostico preciso da doenca, os testes de ELISA e RIFI sédo
realizados em conjunto, sendo primeiramente realizado o RIFI, por possuir alta sensibilidade,
diminuindo os riscos de resultados falso-negativos e posteriormente, realiza-se o ELISA que
apresenta maior especificidade e diminui a ocorréncia de reages cruzadas. (Ministério da
Saude 2006)

A PCR ¢é uma técnica que identifica e amplia o0 DNA do cinetoplasto do parasita em
fragmentos da pele ou amostras de soro do céo e apresenta sensibilidade e especificidade
préximas a 100% (Ministério da Satde 2006, Gramiccia 2011, Queiroz 2010), porém possui a
desvantagem do alto custo de realizacéo.

Os métodos parasitoldgicos diretos permitem a visualizacéo direta do parasita, a partir
de esfregacos realizados com material de puncédo aspirativa de linfonodos, bidpsia de medula
Ossea e raspados de pele. Este exame possui especificidade elevada, no entanto, a
sensibilidade é considerada baixa. Dos testes disponiveis, o Ministério da Salde preconiza
utilizacdo da RIFI e ELISA (Fissore et al. 2004, Gontijo e Melo 2004, Ministério da Saude
2006, Queiroz et al. 2010, Gramiccia 2011).

2.7. Aspectos clinicos cardiovasculares e histopatologia miocardica

No sistema cardiovascular, os danos provocados pela leishmaniose visceral em cées e
seres humanos ainda ndo sdo bem compreendidos. No entanto, alguns relatos e estudos em
caes demonstram indicios de lesdo miocardica sugerindo agressdo direta ou indireta do
parasita ao sistema cardiovascular (Lopez-Pefia et al. 2009, Silva et al. 2009, Alves et al.
2010, Sousa et al. 2013).

A analise histologica do miocardio de 30 cdes naturalmente infectados por LV
evidenciou miocardite linfoplasmocitaria principalmente na regido subendocardica e
subepicardica, alem de necrose de coagulacdo de cardiomiocitos, aumento de colageno
intersticial e presenca de formas amastigotas de Leishmania sp. no coragéo de 20 cées. Em
relatos de cdes infectados com esta doenca descreveu-se a ocorréncia de miocardite, vasculite
e necrose, alem de reacdo inflamatoria com infiltrado mononuclear, e consequente

degeneracdo das fibras miocardicas (Lopez-Pefia et al. 2009, Alves et al. 2010). Da mesma
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forma, Silva e colaboradores (2009) relataram ocorréncia de pericardite crbnica associada a
Leishmania chagasi em um cdo, com infiltrado multifocal de moderado a acentuado de
linfdcitos, plasmaocitos e macrofagos, e discreta inflamagdo no miocardio. De forma similar,
um relato isolado de cdo com LV revelou a presenca de miocardite e poliarterite necrosante
no atrio direito deste animal (Torrent et al. 2005). No entanto, em nenhum destes relatos
foram evidenciados os efeitos clinicos da doenca (Silva et al. 2009, Alves et al. 2010). Em
contrapartida, relatos em seres humanos descrevem taquicardia e sopro sistdlico, além da

presenca de derrame pericardico discreto em portadores da afeccdo (Diamantino 2010).

2.8. Hematologia e Bioquimica sérica

Em cdes com leishmaniose visceral, os achados laboratoriais comumente
caracterizam-se por alteracbes hematologicas como anemia, geralmente normocitica
normocromica, hiperglobulinemia, hipoalbuminemia, hiperproteinemia, trombocitopenia,
leucopenia associada a linfopenia ou leucocitose. Alguns estudos atribuem anemia e
leucopenia a supressdo da producdo eritrocitaria na medula éssea, causada pela colonizacdo
desta pelo parasita (Costa-Val et al. 2007).

Alem da hematologia, as mensuragdes da atividade sérica enzimética e de
biomarcadores de lesdo miocardica, podem auxiliar na deteccdo de lesBes teciduais
decorrentes de LV. Estudos in vivo de cdes com LV demonstraram, aumento sérico de alguns
biomarcadores como creatina quinase (CK), fracio MB da creatina quinase (CK-MB)
(Medeiros et al. 2011) e concentragdo sérica de troponina | (cTnl) reiterando a importancia
destas avaliacdes (Silvestrini et al. 2012).

A creatina quinase (CK) é enzima cuja mensuracdao é comum na Medicina Veterinaria
como indicador de lesdo muscular inespecifica. Sabe-se que esta enzima realiza a regulacdo
do metabolismo intracelular dos tecidos contrateis (contracdo muscular), através da
fosforilacdo da creatina pelo ATP para geracdo de energia. Pode ser encontrada no citosol ou
associada a estruturas miofibrilares e possui duas subunidades M e B, as quais originam trés
isoezimas: CK-BB, CK-MB e CK-MM. A CK-BB encontra-se de forma predominante no
cérebro e sistema digestorio e a CK-MM esta presente no masculo estriado. A isoenzima CK-
MB, por sua vez, é encontrada especificamente no miocardio e é liberada na corrente
sanguinea frente a hipdxia ou necrose de fibras cardiacas (Yonezawa et al. 2009, Santos et al.
2011).
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Outros biomarcadores relevantes, as troponinas, formam um complexo que regula a
interacdo calcio-dependente da miosina com a actina. Sdo constituidas de trés diferentes
proteinas: I, C e T, existentes tanto nos musculos esqueléticos quanto no cardiaco e
codificadas por diferentes genes. A troponina | é biomarcador especifico de lesdo miocardica,
que se encontra exclusivamente nos cardiomidcitos. Esta proteina regula a contragdo muscular
através da sua ligacdo a uma molécula de célcio, o que ocasiona a liberagdo do sitio ativo da
actina permitindo a ligacdo dos miofilamentos actina e miosina, para realizar a contracdo
muscular. Sua liberacdo na circulacdo ocorre frente a necrose miocéardica (Lobetti, Dvir &
Pearson 2002, Diniz et al. 2007, Yonezawa et al. 2009).

2.9. Radiografia toracica

O exame radiografico do térax é um dos métodos de diagndstico mais utilizado para
avaliar a silhueta cardiaca de cées, pois permite ndo somente a sua visibilizacdo, mas também
a observacdo de efusdo pleural e pericardica. Para avaliacdo cardiaca sdo necessarias
projecdes lateral e ventrodorsal ou dorsoventral buscando obter imagem espacial adequada.
Deve-se posicionar o animal de forma simétrica e padronizada, para obter imagem
radiografica adequada e permitir o acompanhamento da progressdo clinica do paciente. O mau
posicionamento com rotacdo do animal pode causar alterac6es significativas na aparéncia do
coracdo e estruturas relacionadas, prejudicando a interpretacdo radiografica. As variacdes na
aparéncia da silhueta cardiaca podem ser influenciadas também pela fase da respiracdo
(inspiracdo ou expiracgdo), estado corporal do animal, conformagdo toracica e fase do ciclo
cardiaco. As radiografias, de preferéncia, devem ser realizadas na fase de inspiracdo méaxima,
em busca de contraste adequado entre os pulmdes e as diferentes estruturas toracicas (Ware
2006).

A radiografia de ¢ avaliada por meio dos métodos qualitativo e quantitativo, dos quais
se sugere aumento de camaras atrioventriculares e aumento global da silhueta cardiaca (escala
vertebral), respectivamente. O método radiografico qualitativo faz uso dos conhecimentos
sobre anatomia radiografica do profissional avaliador, a fim de se detectar alteracdes de forma
e tamanho do coracdo. A avaliacdo quantitativa, denominada escala vertebral cardiaca ou
vertebral heart size (VHS), permite avaliar o tamanho global do coracgéo utilizando o sistema
de unidade vertebral (Buchanan e Buicheler 1995, Schelling 2002, Simone 2007). O VHS ¢é

avaliado a partir de mensuragdes do eixo longitudinal e eixo transversal cardiaco. O eixo
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longitudinal € medido do bordo ventral do bronquio principal esquerdo & por¢cdo mais ventral
do apice cardiaco. O eixo transversal perpendicular maximo € medido no terco central da
sombra cardiaca, tomando como referéncia a veia cava caudal. Apds, ambas as medidas sdo
comparadas com a coluna vertebral torécica, iniciando no limite cranial da quarta vértebra

torécica, sendo este comprimento estimado em décimos (0,1 vértebra). Estas medidas sdo

somadas para a obtencdo do VHS (Figura 1) (Buchanan e Blicheler 1995, Ware 2006).

VHS: 10
vértebras

Figura 1. Fotografia de radiografia toracica de canino, demonstrando a mensuracdo da escala
vertebral cardiaca (VHS). Eixo longitudinal (setas amarelas), eixo transversal (setas

vermelhas), brénquio principal (circulo amarelo), VCC= veia cava caudal.

2.10.Eletrocardiografia

O registro eletrocardiografico permite verificar a atividade elétrica do coracéo,
objetivando detectar disturbios de formacéo e conducao do impulso cardiaco, bem como obter
o ritmo e frequéncia cardiaca. Este exame € realizado a partir da colocacdo de eletrodos
positivos e negativos na superficie corporea, utilizando sete derivacdes (DI, DII, DIlI, aVF,
aVL, aVR), para captar as diferencas de potencial elétrico que, ao eletrocardiograma, geram
ondas e complexos que representam 0s estdgios de despolarizacdo e repolarizacdo do
miocardio permitindo, desta forma, diagnosticar arritmias cardiacas decorrentes de alteragdes

miocardicas (Goodwin 2002).
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Eletrocardiograma constitui método de diagndstico complementar importante na LV,
visto que, estudo relatou a ocorréncia de sinus arrest, bloqueio de ramo direito, complexos
atriais prematuros e maior duracdo da onda P e complexo QRS (Sousa et al. 2013) em cées
com LV, bem como relatos isolados de cdes naturalmente infectados por Leishmania sp.
descreveram ocorréncia de bloqueio atrioventricular de  primeiro-grau com
infradesnivelamento de ST (Torrent et al. 2005) e menor amplitude do complexo QRS
(Lopez-Pefia et al. 2009) nestes animais.

Por fim, cdes com Leishmaniose Visceral desempenham papel crucial na
perpetuacdo do ciclo rural e urbano da doenca, propiciando ndo apenas prejuizos a sua propria
espécie, mas também favorecendo a infeccdo humana. Desta forma, faz-se necessério
conhecer o comportamento clinico desta enfermidade; especialmente em seus aspectos
cardiovasculares, por meio de exames complementares, como hematimetria, bioquimica
sérica, eletrocardiografia, radiografia e histopatologia, visando auxiliar o diagnéstico precoce
e melhorar o prognoéstico dos pacientes acometidos. Neste aspecto, 0 comportamento similar
da infeccdo observado entre humanos e cdes, faz deste Gltimo um excelente modelo

experimental que possibilita a busca por maiores informacdes.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais
Por meio deste trabalho objetivou-se avaliar os aspectos clinicos e histopatoldgicos do

miocardio de cdes naturalmente infectados com leishmaniose visceral.

3.2. Objetivos Especificos

- Comparar possiveis alteracdes ao exame fisico geral dos cdes com LV e saudaveis.

- Comparar possiveis alterac6es eletrocardiogréaficas de ritmo, de frequéncia cardiaca, duracéo
e amplitude das ondas P, complexos QRS, ondas T, duragdo dos intervalos PR e QT,
nivelamento de ST e eixos cardiacos médios de cdes com LV e saudaveis.

- Comparar possiveis alteracbes radiograficas qualitativas e quantitativas cardiacas,
visibilizadas em radiografias toracicas nas projecGes lateral e ventrodorsal, em inspiracéo

completa, de cdes com LV e saudaveis.

- Comparar alteracbes no hemograma e possiveis aumentos de biomarcadores de lesdo
miocardica como a fracdo MB da creatina quinase (CK-MB) e troponina I, além da dosagem

da atividade sérica creatina quinase (CK) de cdes com LV e saudaveis.

- Verificar possiveis alteracdes histoldgicas no miocérdio de caes com LV.
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4. ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados desta dissertacao estdo apresentados sob a forma de artigo cientifico. As
secdes Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias Bibliograficas
encontram-se no manuscrito a seguir. O manuscrito esta formatado de acordo com as normas

da Revista Pesquisa Veterinaria Brasileira, ao qual sera submetido.
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ARTIGO CIENTIFICO

ASPECTOS CLINICOS E HISTOPATOLOGICOS DA MIOCARDITE ASSOCIADA
A INFECCAO NATURAL POR LEISHMANIOSE VISCERAL EM CAES!
Fernanda P. dos Santos?, Jodo P.E. Pascon®, Maria L.A. Mistieri®, Deyverson T.P.Pereira®,

Bruno L. Anjos, ilson D. Silveira!, Marcelo L. Porciuncula®

ABSTRACT

Santos F.P., Pascon J.P.E., Mistieri M.L.A., Pereira D.T.P., Anjos B.L., Silveira I.D. &
Porciuncula M.L. 2013 [Clinical and pathological features of miocardial dogs with
visceral leishmaniasis] Aspectos clinicos e histopatologicos da miocardite associada a
infeccdo natural por LV em cdes. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Programa de
Pds-Graduacdo em Ciéncia Animal, Curso de Medicina Veterinaria, Universidade Federal do
Pampa (UNIPAMPA) - Campus Uruguaiana, BR472 km 592, Uruguaiana, RS, 97500-970,

Brasil. E-mail: auferporcela@hotmail.com.

Visceral leishmaniais (VL) is a worldwide parasite zoonotic, caused by a protozoa
Leishmania sp. Several organic systems may be affected directly or indirectly by the
parasitism, resulting in variable and unspecific clinical signs in dogs. Myocardial damage in
affected dogs is showed by reports with histological evidences of myocarditis. Therefore, the
aim of this study was evaluate the clinical and myocardial histopathologic features of
naturally infected dogs with VL. Therefore, general physical characteristics, hematological,
biochemical (creatine kinase- CK, MB fraction of creatine kinase and troponin-I) radiographic
of the thorax, electrocardiographic and histopathological myocardial were evaluated in 36
dogs with VL (VL group- VLG) and average variables compared to 15 healthy dogs (control
group-CG), except for the histopathological evaluation. In the general physical examination
was observed just asymptomatic dogs in the control group (100%) and higher prevalence of

polisymptomatic in GLV (66%). Two dogs of the GLV presented systolic murmur of intensity

! Recebido em
Aceito para publicagdo em
2 Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia Animal, Curso de Medicina Veterinaria, Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA) -
Campus Uruguaiana, BR472 km 592, Uruguaiana, RS, 97500-970, Brasil.* Autor para correspondéncia:
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5 Curso de Medicina Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Avenida Bento Gongalves 9090, Porto Alegrete, RS,
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1/ VI and Il / VI, in the region of the mitral valve. The mean values of erythrocyte count,
haemoglobin and haematocrit were lower in dogs GLV (p <0.0001), associated with higher
total protein (p <0.0001), total leukocyte count (p = 0.0151), neutrophils (p = 0.0027), CK (p
= 0.0153) and CK-MB (p = 0.0038) when compared to CG. Radiographic evaluation reveal
no alterations or differences between groups (p = 0.1228). In the electrocardiography analysis,
higher incidence of respiratory sinus arrhythmia associated sinus arrest in dogs of GLV (75%)
and sinus rhythm in the CG (60%) was attested by the proportions test (p = 0.016). The mean
P wave amplitude was lower in GLV (p = 0.008). The histopathology of the myocardium
displayed mononuclear cell infiltration in 77.8% (n = 28) of the GLV dogs, with higher
prevalence of mild lymphohistioplasmocytic inflammatory infiltrate. We conclude that
enrolled dogs with LV presented aspect of polisymptomatic clinical features, associated with
normochromic normocytic anemia, followed by leukocytosis, neutrophilia, hyperproteinemia,
elevation of serum activity of CK and CK-MB, without significant changes of the cardiac
silhouette in the radiography or heart rhythm by electrocardiogram, related to the presence of
multifocal mild intensity mononuclear cell infiltration in the myocardial, with low incidence
of necrotizing vasculitis and rare detection of amastigotes forms of Leishmania sp. on

myocardium histopatology.

Key-Works: biomarkers of miocardial injury, cardiology, canine, zoonosis

RESUMO - [Aspectos clinicos e histopatoldgicos da miocardite associada a infeccéo
natural por leishmaniose visceral em caes]

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose parasitaria com distribuicdo cosmopolita,
causada pelo protozoario Leishmania spp. Diversos sistemas organicos podem ser afetados
diretamente ou indiretamente pelo parasitismo, resultando em aspectos clinicos variaveis e
inespecificos em cdes. Estudos com indicios histologicos de acometimento miocardico em
cdes com LV demonstram comprometimento deste sistema. Desta forma, objetivou-se com 0
presente estudo, avaliar os aspectos clinicos e histopatoldgicos do miocardio de cdes
naturalmente infectados com leishmaniose visceral. Para tanto, as caracteristicas fisicas
gerais, hematimetricas, bioquimicas (creatinina quinase-CK, fracdo MB da creatina quinase-
CK-MB- e troponina 1), radiograficas do térax, eletrocardiograficas e avaliacGes
histopatolégicas do miocardio foram avaliadas em 36 cdes com LV (grupo LV - GLV) e

comparadas as variaveis médias de 15 cdes higidos (grupo controle- GC), com excecdo da
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avaliacdo histopatoldgica realizada apenas nos céaes portadores de LV. Ao exame fisico geral
observou-se maior prevaléncia de cdes assintomaticos no GC (100%) e polissintomaticos no
GLV (66%). Dois cdes do GLV apresentaram sopro sistélico de intensidade 11/V1 e 111/VI, em
regido de foco mitral. Os valores medios de hemaécia, hemoglobina e hematocrito foram
inferiores nos cdes do GLV (p<0,0001), associados a maiores valores de proteina total
(p<0,0001), leucdcitos totais (p=0,0151), neutréfilos (p=0,0027), CK (p=0,0153) e CK-MB
(p=0,0038) quando comparado ao GC. Na&ao foram observadas alteragdes radiograficas ou
diferenca de VVHS entre os grupos avaliados (p=0,1228). A eletrocardiografia foi detectada
maior incidéncia de arritmia sinusal respiratoria associada a marcapasso migratorio e sinus
arrest nos cées do GLV (75%) e ritmo sinusal nos cédes do GC (60%), atestado pelo teste das
proporcoes (p=0,016). A amplitude média da onda P foi inferior no GLV (p=0,008). A luz da
histopatologia do miocardio foi possivel observar a presenca de infiltrado inflamatério
mononuclear em 77,8% (n=28) dos cées do GLV, sendo a maior prevaléncia de infiltrado
inflamatorio linfoistioplasmocitario de intensidade leve. Conclui-se que os cdes com LV do
presente estudo apresentaram prevaléncia de aspectos clinicos polissintomaticos, associados a
anemia normocitica normocrdmica, acompanhada de leucocitose por neutrofilia e
hiperproteinemia, elevacdo da atividade sérica de CK e CK-MB, sem alteraces significativas
da silhueta cardiaca a radiografia ou do ritmo cardiaco ao eletrocardiograma, relacionados a
presenca de infiltrado inflamatério mononuclear multifocal leve a histopatologia do
miocardio, com baixa incidéncia de vasculite necrosante e rara deteccdo de formas

amastigotas da Leishmania sp.

Palavras-chave: biomarcadores de lesdo miocéardica, cardiologia, caninos, zoonose.
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4.1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma zoonose parasitaria causada pelo protozoério
flagelado Leishmania sp. (Fortes 2004). No Brasil, a doenga € considerada endémica em 21
estados da federacdo (Ministério da Saude 2006), abrangendo boa parte do territorio nacional.
Sua transmissao é realizada pela picada do inseto denominado flebotomideo, pertencentes ao
género Lutzomyia sp, considerado hospedeiro intermediério (Gontijo e Melo 2004, Monteiro
et al. 2005). Adaptado a diversos hospedeiros definitivos, o parasita é capaz de infectar seres
humanos, felinos, roedores, caninos e outros mamiferos, contudo, apenas 0s canideos sao
considerados hospedeiros naturais e principal reservatério da doenca (Monteiro et al. 2005,
Xavier et al. 2006).

Em cées, a LV apresenta caracteristicas clinicas inespecificas e variveis, resultando
em portadores assintomaticos, oligossintomaticos ou polissintomaticos, uma vez que um ou
mais Orgdos ou sistemas podem ser afetados (Mancianti et al. 1988). Les6es miocardicas
histolégicas foram demonstradas em cdes com LV, como degeneracdo e necrose de
cardiomidcitos, no entanto, seus efeitos clinicos permanecem ainda obscuros.

Avaliacdes post-mortem de 30 cdes naturalmente infectados com LV evidenciaram
miocardite linfoplasmocitaria e necrose de coagulacdo em cardiomidcitos em 27 e 24 cées,
respectivamente (Rosa et al. 2013). De maneira semelhante, relatos isolados de cdes com esta
enfermidade descreveram a ocorréncia de miocardite, vasculite necrosante e pericardite,
caracterizados por infiltrado inflamat6rio do tipo mononuclear, juntamente com degeneragéo
e necrose das fibras cardiacas (Silva et al. 2009, Alves et al. 2010). No entanto, ndo foram
verificadas alteracdes eletrocardiograficas relevantes associadas a estas lesdes
histopatol6gicas. Entretanto, estudo in vivo avaliando 105 cées naturalmente infectados com
LV, demonstraram a ocorréncia de sinus arrest em 14,3% dos animais estudados, complexos
atriais prematuros em 4,8% e bloqueio de ramo direito em 4,8% dos cdes. Em relato de um
cdo com esta enfermidade, Lopez-Pefa et al. (2009) observaram diminui¢do da amplitude do
complexo QRS, associado a atrofia e degeneracdo de cardiomiocitos. Por sua vez, bloqueio
atrioventricular de primeiro-grau e infradesnivelamento do segmento ST foram descritos em
um cdo com LV, associados a presenca de miocardite e poliarterite necrosante no atrio direito
(Torrent et al. 2005). Da mesma forma, maior atividade sérica dos biomarcadores de leséo
miocardica creatina quinase (CK), fracdo MB da creatina quinase (CK-MB) (Medeiros et al.

2011) e concentracao sérica de troponina | (cTnl) (Silvestrini et al. 2012), foram detectadas
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em cdes com LV. Tais relatos ressaltam a importancia da realizacdo de estudos controlados
para investigar a ocorréncia destes efeitos em cées infectados, além de verificar a relacéo
entre estas alteracdes.

Desta forma, cientes das possiveis alteracGes cardiovasculares que podem decorrer da
infecgdo, objetivou-se por meio deste estudo comparar os achados do exame fisico geral,
hematologia, bioquimica sérica (CK, CK-MB e cTnl), radiografia torécica, eletrocardiografia
e histopatologia do miocardio de cdes com infeccdo natural por Leishmania sp (grupo

leishmaniose visceral) e sem infeccdo (grupo controle).

4.2. MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 51 cédes provenientes da casuistica do Hospital Universitario
Veterinario (HUVet) — Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA)-Campus Uruguaiana,
autorizados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da instituicdo (protocolo 016/2012).
Todos os animais foram submetidos ao diagnostico soroldgico para leishmaniose visceral,
pelos métodos de reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio imunoenzimatico -
ELISA (Enzyme Linked Immunossorbent Assay), sendo considerados soropositivos quando
apresentarem titulacdo igual ou superior a 1:40 para o RIFI e reatividade para o teste ELISA.
Desta forma, o grupo controle (GC) foi formado por 15 cées higidos soronegativos para LVC,
sendo destes 5 machos e 10 fémeas, de racas variadas (Sem raca definida, Doberman
Pinscher, Cao Boiadeiro Australiano, Boxer, Labrador Retriever), com idade entre um e oito
anos e peso corporal médio de 18,31+£10,07kg. O grupo leishmaniose visceral (GLV) foi
composto por 36 cdes soropositivos para LV (infeccdo natural), sendo 22 machos e 14
fémeas, de racas variadas (Sem raga definida, Labrador Retriever, Daschund, Cao Boiadeiro
Australiano), com idade entre um e sete anos e peso corporal médio de 15,25+8,047kg.

Todos os cdes do presente estudo foram submetidos a exame fisico geral,
hematimétrico, bioquimico sérico (CK, CK-MB e cTnl), radiografico toracico e
eletrocardiografico, sendo que suas médias foram comparadas entre os grupos GC e GLV.
Apenas os cdes do GLV foram submetidos a avaliacdo histopatoldgica post mortem do
miocardio. Ao exame fisico, os animais foram classificados quanto aos sinais clinicos
apresentados em assintomaticos, oligossintomaticos e polissintomaticos, conforme descrito
por Mancianti et al. (1988).
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Amostras sanguineas foram coletadas para avaliagdo hematimétrica e bioquimico-
sérica, sendo a hematimetria e dosagem de proteinas plasmaticas totais (PPT) mensuradas
conforme descrito por Rebar (2003). A CK, CK-MB e cTnl foram mensurados em amostras
séricas obtidas pela centrifugacdo do sangue total sem anticoagulante a 3000rpm, durante trés
minutos. A atividade sérica das enzimas CK e CK-MB foi mensurada pelo método cinético
enzimatico, por meio de espectrofotdmetro de absorbancia, com kit comercial CK-NAC
Liquiform e CK-MB Liquiform (Labtest Diagndstica SA, Belo Horizonte, Minas gerais),
respectivamente, sendo que estas enzimas foram avaliadas em laboratérios distintos. Por sua
vez, utilizou-se 0 método imunocromatografico com kit comercial Troponina | - K085
(Bioclin, Belo Horizonte, Minas gerais, Brasil) para mensuracdo da cTnl.

A silhueta cardiaca foi avaliada por meio da radiografia da regido toracica, nas
projecdes lateral direita e ventrodorsal. Na projecdo lateral, a silhueta cardiaca foi mensurada
em seu eixo transversal e eixo longitudinal, para obtencdo da escala vertebral cardiaca
segundo Buchanan & Biicheler (1995). De forma complementar, os padrfes radiograficos de
aumento das camaras cardiacas atriais e ventriculares foram avaliadas qualitativamente nas
duas projecdes radiograficas estudadas (Ware 2006).

O exame eletrocardiogréfico foi realizado no plano frontal com os animais em decubito
lateral direito, membros paralelos entre si e perpendiculares ao tronco, sem utilizagdo de
farmacos sedativos ou anestésicos, por meio de eletrocardiégrafo computadorizado digital
(Mddulo ECG digital Micromed®, Brasilia, Distrito Federal). Eletrodos tipo jacaré foram
fixados sobre a pele umedecida com alcool, para registro das derivacbes de membros
bipolares I, Il e Ill, e unipolares, aVF, aVL e aVR (Tilley 1992). Posteriormente, 0s
eletrocardiogramas gerados foram analisados e a mensuracdo das ondas, segmentos e
intervalos realizada na derivacdo Il, sensibilidade 1cm=1mV e velocidade 25mm/s em
software apropriado (Wincardio Micromed, Brasilia, Distrito Federal). As variaveis
eletrocardiogréficas estudadas foram ritmo, frequéncia cardiaca, duracdo e amplitude das
ondas P e do complexo QRS, duracdo do intervalo PR e QT, eixo elétrico médio e avaliagcdo
do nivelamento do segmento ST.

Os cédes do GLV foram submetidos a eutanasia de acordo com 0s principios éticos e
legais, conforme previsto no Manual de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral do
Departamento de Vigilancia Epidemioldgica do Ministério da Saude (Ministério da Saude
2006). Nestes cdes, realizou-se avaliacdo histopatologica de fragmentos do miocérdio fixados

em formol a 10%, incorporadas em parafina, seccionadas a 5um e coradas com coloracéo de
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hematoxilina-eosina (HE). Trés regides histoldgicas padronizadas foram analisadas em todos
os cdes do GLV, possibilitando avaliacdo dos atrios e ventriculos, denominadas regido 1
(corte longitudinal da parede livre do coracdo esquerdo, abrangendo porcdo do atrio e
ventriculo esquerdo) (Figuras 2A e 2E), regido 2 (corte longitudinal da parede livre do
coragdo direito, abrangendo porcdo do atrio e ventriculo direito) (Figuras 2B e 2D) e regido 3
(corte transversal em “T”, englobando ventriculo esquerdo, ventriculo direito e septo

interventricular) (Figuras 2C e 2F).

Figura 2- Fotografia ilustrativa dos locais onde se coletou os fragmentos para avaliacéo
histopatoldgica. A, parede livre do coracdo esquerdo demonstrando a regido 1. B, parede livre
do coragdo direito demonstrando a regido 2. C, coragdo de cdo demonstrando a regido 3. D,
regido 2. E, regiédo 1. F, regido 3.

Para a avaliacdo qualitativa das regiBes histologicas foram considerados a integridade
das fibras musculares cardiacas, além da presenca ou auséncia de infiltrado inflamatdrio e da
Leishmania sp. intra-lesional. A severidade da leséo foi classificada em 5 graus, variando de
discreto a acentuado, conforme descrito por Alves et al. (2010).

As variaveis eletrocardiograficas, radiograficas quantitativas, hematimétricas e
bioquimico séricas foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e suas medias
comparadas entre 0s GC e GLV pelo teste t-Student ao nivel de significancia de 5%
(Graphpad Prism® v.5, GraphPad Software Inc., San Diego, Califérnia). O teste das
proporgdes (p<0,05) foi utilizado para comparar a porcentagem dos ritmos cardiacos entre 0s
grupos GC e GLV (Minitab® v.15, Minitab Inc., State College, Pensilvania). As alteracdes
histopatologicas foram descritas em porcentagem de ocorréncia e sua severidade
correlacionada aos biomarcadores de lesdo miocardica pelo teste de Pearson (r) (Graphpad

Prism® v.5, GraphPad Software Inc., San Diego, Califérnia).
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4.3. RESULTADOS

Durante a avaliacdo fisica, 100% (n=15) dos cdes do GC e 8,3% (n=3) dos cées do
GLV foram classificados como assintomaticos (Figura 3), enquanto 66,6% (n=24) dos caes do
GLV foram classificados como polissintomaticos e 25% (n=9) como oligossintomaticos.
Dentre os sinais clinicos observados, os relacionados ao sistema tegumentar (83,3%, n=30),
em especial a seborreia seca (69,7%, n=23) e linfadenomegalia (96,9%, n=32) foram os mais
frequentes (Quadro 1) (Figura 4). Apenas duas cadelas do GLV, SRD, pesando 15,1kg e
6,1kg, com idade superior a seis anos, apresentaram sopro sistolico em foco mitral, grau 11/VI1

e H/V1, respectivamente.

Figura 3- Fotografia de cdo higido, fémea, SRD, pertencente ao GC.



37

Figura 4- Fotografias de cdes pertencentes ao GLV. A, cdo polissintomatico apresentando
areas alopécicas nos membros toracicos e pélvicos, onicogrifose, lesGes crostosas e Ulcera
cutanea em base de orelha. B, cdo com hiperqueratose no focinho e alopecia periorbital. C,
cdo com alteracBes dermatoldgicas como alopecia periorbital e Glcera cutanea em base de

orelha. D, onicogrifose. E, cdo com areas de hipotricose e seborreia seca.
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Quadro 1. Porcentagem de ocorréncia das alteracdes

clinicas observadas nos animais sintomaticos

do GLV.

Alteracdes clinicas n GLV (%)
Linfadenomegalia generalizada 32 96,9
Seborreia seca 23 69,7
Ulceras e crostas cutaneas 21 63,6
Onicogrifose 19 57,6
Secrecdo ocular mucopurulenta 19 57,6
Hipotricose 15 45,5
Alopecia 12 36,4
Hiperqueratose 9 27,3
Desidratacdo moderada 7 21,2
Palidez de mucosa 7 21,2
Desidratacdo leve 5 15,1

Na avaliagdo hematimétrica, os cdes do GLV apresentaram valores médios inferiores
(p>0,05) de hematocrito, hemoglobina e nimero total de hemacias quando comparados ao
GC. No entanto, os valores médios de proteina plasmatica total (PPT), leucdcitos totais e
neutrdfilos foram superiores no GLV quando comparados ao GC (Quadro 2).

Com relacdo a bioquimica sérica, a atividade sérica das enzimas CK e CK-MB foi
superior nos cdes do GLV quando comparados aos valores do GC (Quadro 2).A concentracdo
sérica da cTnl foi inferior ao limite minimo mensuravel neste estudo (0,200ng/mL), em todos
os cdes avaliados, hé& excecdo de quatro cdes do GLV (0,2474+ 0,1524ng/mL), impedindo a

comparagao entre 0s grupos.
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Quadro 2. Média e desvio-padrao das variaveis hematologicas e bioquimicas avaliadas, nos

animais do grupo leishmaniose visceral (GLV) e no grupo controle (GC).

Variaveis hematoldgicas GLV (n=36) GC (n=15) P

Hematdcrito (%) 25,367,337 43,40+3,906 <0,0001
Hemoglobina (g/dl) 8,419+2,446 14,431,292 <0,0001
Hemacias (uL) 3,821+1,084 6,434+0,8695 <0,0001
VCM (fL) 66,32+7,224 68,11+8,057 0,4369
CHCM (%) 33,16+0,1317 33,43+1,793 0,3640
PPT (g/dl) 10,33£1,396 8,293+0,5898 <0,0001
Leucdcitos totais (uL) 19150412140 10910+5306 0,0151
Neutrofilos (uL) 14920+9848 6694+2992 0,0027
Linfocitos (uL) 1879+1730 1799+950,7 0,8681
Monbcitos (pL) 1540+1363 907,7+610,7 0,0930
Eosinofilos (uL) 992,7+1353 1257+2247 0,6250
CK (U/L) 128,2459,26 80,79+66,49 0,0153
CK-MB (U/L) 450,9+318,8 196,1+75,73 0,0038

%= porcentagem, g/dl= gramas por decilitro, uLL= microlitros,

fL= fentolitros, VCM= volume

corpuscular médio, CHCM= concentracdo de hemoglobina corpuscular média, PPT= proteina

plasmatica total, U/L= unidades por litro.

N&do foram observadas diferencas radiograficas na escala vertebral cardiaca média
(p=0,1228) entre os grupos GC (10,13 + 0,67 vertebras) e GLV (9,76 £ 0,78 vértebras)

(Figura 5). Da mesma forma, ndo foram observadas alteracdes na silhueta cardiaca que

sugerissem aumento qualitativo das cdmaras cardiacas, em ambos 0s grupos estudados.
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Figura 5- Fotografias de radiografias toracicas de cdo do GLV. A, radiografia toracica em

projecdo ventro-dorsal. B, radiografia toracica em projecéo latero-lateral.

Com relacéo a eletrocardiografia, ndo foram observadas arritmias cardiacas em ambos
0s grupos avaliados. Entretanto, os cdes do GLV apresentaram maior prevaléncia (75%,
n=27) de arritmia sinusal respiratoria (ASR) quando comparadas ao GC (40%, n=6), atestada
pelo teste das proporcgdes (p=0,016). Por sua vez, maior prevaléncia de ritmo sinusal foi
observada no GC (60%, n=9) em rela¢do ao GLV (25%, n=9) (p=0,016). Episodios isolados
de parada ou bloqueio sinusal (sinus arrest) (Figura 6) e marcapasso migratorio, associados a
ASR, foram detectados, respectivamente, em trés e dois cdes do GLV. A amplitude média da
onda P foi inferior no GLV em relagdo ao GC (p=0,008), conforme demonstrado no Quadro
3.

DII 10

Figura 6- Tragado eletrocardiografico evidenciando parada ou blogueio sinusal em cdo do

GLV em derivagéo II.
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Quadro 3. Média e desvio-padrdo das variaveis eletrocardiogréficas avaliadas nos animais

dos grupos leishmaniose visceral (GLV) e controle (GC).

Variaveis eletrocardiogréaficas GLV GC P

Onda P (s) 0,037 + 0,004 0,038 £ 0,003 0,7943
Onda P (mV) 0,152+0,060 0,202 £ 0,050 0,0080
Intervalo PR (s) 0,111 +0,110 0,091 £ 0,015 0,4962
Complexo QRS (s) 0,053 + 0,004 0,053 + 0,004 0,9839
Complexo QRS (mV) 1,46 = 0,469 1,62 £ 0,651 0,3478
Intervalo QT (s) 0,193 + 0,023 0,205 £ 0,022 0,1257
EEM (9 +69,53+17,600  +71,53+17,800 0,7142
Frequéncia cardiaca (bpm) 123,3 £ 18,670 117,7 £ 24,120 0,3723

s= segundos, mV= milivoltagem, EEM= eixo elétrico médio, bpm= batimentos por minuto.

Com relacdo a avaliacdo histopatoldgica do miocardio dos cdes do GLV verificou-se
auséncia de lesdo em 22,2% (n=8) e presenca de infiltrado inflamatério mononuclear (Figuras
4 a 8) em 77,8% (n=28), sendo a maior prevaléncia de infiltrado inflamatdrio
linfoistioplasmocitario de intensidade leve (Quadro 4, Figuras 7A e 7B). Dos 28 animais
acometidos, 85,7% (n=24) apresentaram infiltrado inflamatério no miocardio, 39,3% (n=11)
no epicardio e 14,3% (n=4) no endocardio. A distribuicdo destas lesbes variou entre focal
(25%, n=7) (Figuras 7 e 8), focalmente extensa (10,7%, n=3) (Figura 10) ou multifocal
(64,3%, n=18) (Figura 9A). Além do infiltrado inflamatdrio, fibrose miocéardica focal leve
(Figura 12) e vasculite necrosante (Figura 13) subepicardica foram detectadas em dois e
quatro cées, respectivamente, porém, ndo foram observadas alteracdes histopatoldgicas
compativeis com degeneracdo ou necrose miocardica. A presenga intracitoplasméatica da
forma amastigota da Leishmania sp foi confirmada em apenas um animal (Figura 11). N&o
houve correlacdo entre a intensidade das lesfes histologicas e a concentracdo sérica da CK-
MB (r=0,2321, slope=80.77 + 66.40).
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Quadro 4. Porcentagem de ocorréncia de lesdo histopatoldgica no miocéardio de cées do GLV,

classificado quanto a caracteristica do infiltrado inflamatdrio e sua intensidade.

Intensidade do infiltrado inflamatério (%0)

Caracteristica do Discreto Leve Moderado  Moderado a Acentuado Sem Total
infiltrado inflamatério acentuado alteragdo
Linfoistioplasmocitario 13,9 27,8 55 2,8 - - 50
Linfoistiocitario 2,8 - - - - - 2,8
Linfoplasmocitario 11,1 8,3 - - - - 19,4
Misto - 2,8 - - - - 2,8
Plasmocitario 2,8 - - - - 2,8
Sem infiltrado - - - - 22,2 22,2
inflamatério
Total 30,6 38,9 55 2,8 0 22,2 100
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Figura 7- Fotomicrografia do miocérdio de cdo com LV naturalmente infectado. A, infiltrado
inflamatdrio linfoistioplasmocitario focal discreto. HE, x20. B, infiltrado inflamatorio

linfoplasmocitario focal discreto. HE, x40.
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LV naturalmente infectado.

inflamatorio linfoistioplasmocitéario focal leve (seta). HE, x20. B, infiltrado inflamatorio

linfoplasmocitério focal leve (circulo). HE, x10.
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6 miocardio de
infiltrado inflamatério linfoplasmocitario multifocal moderado subepicardico (seta). HE, x20.
B, infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario focal moderado subepicéardico (seta). HE, x40. C,
infiltrado inflamatério linfoistioplasmocitario focal moderado subepicérdico (seta). HE, x20.
D, infiltrado inflamatério linfoistioplasmocitario focal moderado subepicardico (seta). HE,
x40.

Figura 10- Fotomicrografia do miocardio de cdo com LV naturalmente infectado,
demonstrando infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario focalmente extenso moderado a

acentuado (circulo). HE, x10.
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Figura 11- Fotomicrografia do miocardio de cdo com LV naturalmente infectado
demonstrando a presenca de estruturas esféricas basofilicas (seta) no citoplasma de um

macrofago, compativeis com formas amastigotas de Leishmania sp.

Figura 12- Fotomicrografia do miocardio de cdo com LV demonstrando a presenca de fibrose
focal (seta). HE, x10.

Figura 13- Fotomicrografia do miocardio de cdo com LV naturalmente infectado
evidenciando a presenca de vasculite necrosante (circulo). HE, x20.
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4.4, DISCUSSAO

No presente estudo, 0 GLV apresentou maior prevaléncia de cées polissintomaticos e
oligossintomaticos, divergindo das informacGes de Barcelos (2009), na qual 57,1% (n=16)
dos cdes com LV, provenientes da regido do Rio de Janeiro foram classificados como
assintomaticos. Entretanto, inquérito sorologico da regido de Mato Grosso demonstrou que
17,1% (n=7) dos cdes com LV eram oligossintomaticos e 73,2% (n=30) eram
polissintomaticos, a semelhanca dos resultados aqui descritos (Barcelos 2009). Da mesma
forma, Sonoda (2007) em estudo retrospectivo, verificou maior ocorréncia de cées
oligossintomaticos (50%) e polissintomaticos (47,2%). As diferencas observadas podem estar
relacionadas a espécie de Leishmania envolvida, & imunidade do hospedeiro, bem como a
interacdo hospedeiro-parasita (Mancianti et al. 1988). Ainda assim, possivelmente a
populacdo canina avaliada no presente estudo possa ter influenciado neste resultado, por
acreditar que os cdes assintomaticos tenham menor participacdo da rotina hospitalar. Dentre
os achados clinicos dos cdes do GLV do presente estudo, a linfadenomegalia e sinais
tegumentares foram mais prevalentes, assim como também relatado por Ciaramella et al.
(1997), Costa-Val et.al. (2007), Sonoda (2007), Larangeira (2008) e Alves et.al. (2010).

Dois cdes do GLV apresentaram sopro sistélico em regido de foco mitral, grau I11/VI e
I11/V1 a semelhanca do observado por Diamantino (2010) em seres humanos com LV. Ainda
que o sopro cardiaco seja um sinal clinico inespecifico, ainda ndo associado a LV em cées
(Torrent et al. 2005, Lopez-Pefia et al. 2009, Silvestrini et al. 2012, Sousa et al. 2013),
Diamantino (2010), descreveu sopro sistélico em 35,9% (n=28) de seres humanos afetados, a
semelhanca do presente estudo.

A semelhancga do observado no presente estudo, diversos autores verificaram em cées
com LV (Pumarola et al. 1991, Torrent et al. 2005, Costa-Val et al. 2007, Dias 2008, Lopez-
Pefia et al. 2009, Alves et al. 2010) e em seres humanos portadores de LV (Diamantino 2010)
a ocorréncia de anemia normocitica normocrémica. Embora o mecanismo celular da anemia
ndo tenha sido investigado, pesquisas indicam que a anemia nestes casos pode ter origem na
supressdo medular dssea da producéo eritrocitaria ocasionada pelo parasita (Costa-Val et al.
2007), bem como na reducdo da instabilidade da membrana eritrocitaria resultando em
sequestro mecanico de hemécias pelo bago (Luna et al. 2000).

Em relacdo ao leucograma, verificou-se leucocitose com neutrofilia nos cées do GLV,

no entanto, Costa-Val et al. (2007) observaram contagem normal de leucécitos em 69%
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(n=29) dos cdes com LV, seguido de apenas 21,5% (n=9) de cdes com leucocitose com
neutrofilia e 9,5% (n=4) com leucopenia. Em seres humanos com LV, Diamantino (2010)
verificou leucopenia em 70,5%, sendo que 6,9% destes pacientes apresentaram neutropenia.
Avaliando-se a contagem de proteinas plasmaticas totais, estudos demonstram que cées com
LV apresentam hiperproteinemia (Torrent et al. 2005, Silvestrini et al. 2012) devido a
hiperglobulinemia (Castro et al. 2012, Freitas et al. 2012), fato este que ocorre devido ao
aumento dos linfocitos B policlonais durante a infeccdo (Reis et al. 2009, Coura-Vital et al.
2011), de forma semelhante sugere-se que no presente estudo a hiperproteinemia observada
nos cdes do GLV avaliados seja decorrente desta alteracdo.

De forma semelhante ao verificado neste estudo, Medeiros et al. (2011) descreveram
maior atividade sérica das enzimas CK e CK-MB em cdes naturalmente infectados por
Leishmania sp. Por sua vez, estudo em seres humanos portadores de LV nédo evidenciou
aumento deste biomarcador cardiaco (Diamantino 2010). Porém, relatos de cdes com danos
miocardicos provocados por causas diversas como trauma cardiaco (Diniz, Schwartz &
Collicchio-Zuanaze 2007) e intoxicacdo experimental com bufotoxina (Camplesi et al. 2009)
ocasionam niveis altos de CK-MB corroborando com os presentes achados. No entanto, 0s
valores séricos médios de CK-MB foram superiores aos valores médios de CK total em
ambos os grupos avaliados, sendo esta alteracdo atribuida @ mensuracdo da atividade sérica
dessas enzimas ter sido realizada em laboratérios distintos, o que proporcionou divergéncia na
técnica empregada, principalmente com relacdo ao tempo de deshaturacdo de proteinas
empregado, impossibilitando a comparacdo entre elas. Contudo, ressalta-se que houve
diferenca significativa de CK-MB entre os GC e GLV, demonstrando lesdo miocérdica, visto
gue esta isoenzima indica lesdo de cardiomiocitos promovida por hipdxia e/ou necrose
(Yonezawa et al. 2009, Santos et al. 2011). Entretanto, no presente estudo, ndo foram
encontrados achados histopatoldgicos indicativos de necrose miocardica nas regides
avaliadas, sugerindo que a hipdxia miocardica ou necrose em regides ndo avaliadas sejam
responsaveis pela elevacdo da atividade sérica deste biomarcador cardiaco.

A cTnl é um indicador especifico de necrose miocardica (Diniz, Schwartz &
Collicchio-Zuanaze 2007, Yonezawa et al. 2009) com valores de normalidade para cées
saudaveis variando de 0,02ng/mL (Sleeper, Clifford & Laster 2001), 0,03 ng/mL (Oyama &
Solter 2004) a <0,05ng/mL (Adin et al. 2005). Ainda que elevacao desta varidvel ja tenha sido
observada em cdes com LV (Silvestrini et al. 2012), no entanto, ndo foi possivel compara-la

entre os cdes do GC e GLV do presente estudo, uma vez que a sensibilidade de deteccao deste
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biomarcador pelo método empregado foi baixa e apenas quatro cdes apresentaram valores
superiores (0,2474+ 0,1524 ng/mL) aos mensuraveis pelo kit utilizado (>0,200ng/mL)

A avaliacdo radiogréfica ndo evidenciou divergéncias entre os cdes do GC e GLV,
sendo que os achados sugerem a ndo influéncia da doenca sobre esta avaliagdo diagndstica
por imagem. Ainda que ndo tenham sido encontrados estudos semelhantes em cées, resultados
analogos também foram obtidos em seres humanos naturalmente infectados (Diamantino
2010).

No presente estudo, ndo foram observadas arritmias ou disturbios de conducéo elétrica
do coracdo, com excecdo de trés (8,3%) cdes do GLV que apresentaram episddios de parada
ou bloqueio sinusal (sinus arrest). Da mesma forma, Sousa et al. 2013 verificaram a
ocorréncia de sinus arrest em 14,3% dos cdes com LV, bem como observaram bloqueio de
ramo direito e batimentos atriais prematuros em 4,8% dos cdes. De maneira semelhante, um
relato isolado de miocardite atrial sem origem determinada detectou a presenca sinus arrest
em um cdo (Woolley 2007). O blogueio sinusal, muitas vezes, é considerado ritmo cardiaco
normal, porém é associado a outras causas, como ao aumento do ténus vagal, ao desequilibrio
eletrolitico, a neoplasias cervicais e patologias do atrio (Tilley 1992). Apesar da causa néo ter
sido investigada, Rosa et.al. (2013) relatam que o sinus arrest é atribuido a miocardite cronica,
hemorragia miocardica no atrio e fibrose adjacente ao nodo sinusal. Outras alteracdes na
conducédo do impulso elétrico cardiaco ja foram descritas em um cdo naturalmente infectado
com LV como bloqueio atrioventricular de primeiro grau (Torrent et.al. 2005). Ainda que a
diminuigdo de amplitude da onda P ndo tenha sido descrita em cédes com LV, Lopez-Pefia et
al. (2009) observou supressdo de onda R, enquanto Sousa et al. (2013) descreveu maior
duracdo da onda P e complexo QRS.

Assim como observado nos cées deste ensaio experimental, Alves et al.(2010), Lopez-
Pefa et al. (2009) e Silva et al.(2009) também observaram maior prevaléncia de infiltrado
inflamatdrio linfoistioplasmocitéario. Porém, Rosa et al. (2013) ao avaliarem 30 cdes com LV
verificaram maior prevaléncia de infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario, totalizando 89,9%
dos casos, contudo este mesmo estudo verificou a ocorréncia de infiltrado inflamatorio leve
em 73,3 a 86,7% dos cées estudados, sendo o atrio direito a regido mais acometida. No
entanto, outros estudos observaram maior intensidade destes infiltrados inflamatérios que
variaram de leve a moderado (Alves et al. 2010), moderada a intensa (Silva et al. 2009) e
intensa (Lopez-Pefia et al. 2009). Corroborando aos achados do presente estudo, Alves et al.

2010 e Silva et al. 2009 verificaram maior presenca de miocardite e pericardite, no coracdo de
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caninos com LV. No entanto, Rosa et al. (2013) verificou maior concentracdo de células
inflamatdrias nas regides subepicardica e endocardica.

A forma amastigota de Leishmania sp foi observada no interior de macrofago em
apenas um animal, entretanto, estudo avaliando 30 cdes com LV verificou, por meio de
imunohistoquimica, a presenca da formas amastigotas de Leishmania sp. em 20 animais (Rosa
et al. 2013), corroborando as descrigdes de Lopez-Pefia et.al. (2009) e Silva et.al.(2009) em
relatos isolados de cdes com miocardite e pericardite, respectivamente.

No presente estudo, ndo foram verificadas lesdes em fibras cardiacas, embora estudos
tenham detectado a ocorréncia de degeneragdo hialina (Alves et.al. 2010), necrose de
cardiomidcitos (Lopez-Pefia et.al. 2009, Alves et.al. 2010, Rosa et al. 2013), atrofia de fibras
musculares cardiacas (Lopez-Pefia et.al. 2009) e aumento de colageno intersticial (Rosa et al.
2013). Rosa e colaboradores (2013) descreveram necrose do tipo coagulativa, sendo que esta
alteracdo ocorreu em atrio e ventriculo direito na maioria dos casos.

Ainda assim, quatro cdes do GLV apresentaram vasculite necrosante do miocardio,
corroborando os achados de Rosa et al. (2013), que observaram apenas um cdo com vasculite,
e Pumarola et al. (199) e Torrent et al. (2005), os quais relataram poliarterite necrosante no
miocardio de cdes com LV. Na maioria dos casos esta lesdo vascular ocorre devido a
deposicdo de imunocomplexos na parede de vasos sanguineos (reacdo de hipersensibilidade
tipo 111), ocasionada pelo estimulo imunogénico frente a infeccdo, resultando em formacéo
elevada de imunocomplexos. Em grande quantidade, estes complexos podem aderir ao
endotélio vascular resultando em ativacdo da resposta celular inflamatdria (hipersensibilidade
tipo IV) e dano tecidual (Torrent et al. 2005, Rosa et al. 2013).

Nas condicdes em que se realizou o presente estudo foi possivel concluir que os caes
com LV ensaiados quando comparados ao GC, apresentaram aspectos clinicos
polissintomaticos, sendo que 5,5% dos cées continham sopro sistdlico, bem como elevacédo da
atividade sérica de CK e CK-MB, com predominancia de arritmia sinusal respiratoria
associada & marcapasso migratorio e sinus arrest, além da presenca de infiltrado inflamatdrio

linfoistioplasmocitario multifocal leve do miocardio.
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CONCLUSOES

Nas condigdes em que o presente estudo foi realizado pode-se concluir que:

e Os cdes do GLV apresentam prevaléncia de sinais clinicos polissintomaticos,
relacionados principalmente a linfadenomegalia e sinais clinicos tegumentares quando
comparados ao GC.

e Os cdes do GLV desenvolvem anemia normocitica normocrémica, leucocitose por
neutrofilia e hiperproteinemia, bem como elevacdo da atividade sérica de CK e CK-
MB quando comparados ao GC.

e Os cdes do GLV e GC ndo apresentam alteracdes radiograficas toracicas que sugiram
aumento da silhueta cardiaca.

e Os cdes do GLV apresentam maior prevaléncia de arritmia sinusal respiratdria
associada a episodios isolados de parada ou bloqueio sinusal e marcapasso migratorio,
além da menor amplitude média da onda P quando comparados ao GC.

e Os cédes com LV apresentam, na maioria dos casos, presenca de infiltrado inflamatoério
linfoistioplasmocitario multifocal leve do miocardio, com baixa incidéncia de fibrose,

vasculite necrosante e rara presenca de formas amastigotas da Leishmania sp.
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