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RESUMO

GODOY, K. C. S. Analise dos indicadores de lesdo miocéardica em caes com leishmaniose
visceral naturalmente infectados. 2015. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande,
MS, 2015.

A leishmaniose visceral € uma importante protozoonose de transmissao vetorial causada
pela Leishmania (Leishmania) infantum chagasi e pode acometer diversas espécies,
inclusive o homem. O envolvimento sistémico e a evolucdo da leishmaniose visceral
apresentam similaridades entre as espécies canina e humana. O cdo € o principal
reservatorio e importante modelo experimental da parasitose. A doenca promove
manifestacdes clinicas inespecificas e variadveis, dependendo do orgdo envolvido e da
resposta imunoldgica individual. Os érgdos do sistema fagocitico mononuclear e o tecido
renal sdo os mais acometidos, com raros relatos, at¢é o momento, do envolvimento
miocardico. Portanto o objetivo deste estudo foi avaliar os indicadores laboratoriais,
eletrocardiogréficos e histolégicos de lesdo cardiaca em diferentes grupos clinicos de
cdes com leishmaniose visceral. Foram analisados marcadores séricos, tracado
eletrocardiografico e fragmentos de tecido cardiaco de 41 cdes naturalmente infectados,
distribuidos em trés grupos: assintomatico, oligossintomatico e sintomatico. Todos o0s
animais apresentaram aumento na atividade sérica da enzima creatina quinase fracao
MB. No tracado eletrocardiografico, o complexo de baixa voltagem foi o distlrbio de
conducdo mais frequente (8/12). Na andlise histolégica, 75,6% dos caes apresentaram
reacao inflamatoria com predominio de infiltrados linfohistiocitico (13/31) de intensidade
discreta a moderada e distribuicdo multifocal. As alterac6es microscopicas identificadas
no miocardio foram independentes dos achados laboratoriais, eletrocardiograficos e
guadro clinico apresentado pelos animais estudados. A auséncia de associacdo entre
alteracdes histopatolégicas e os parametros investigados, alertam para a dificuldade de
identificagdo de cardiopatia em c&es com leishmaniose visceral e ressalta a importéancia
de incluir a leishmaniose visceral no diagnéstico de patologias cardiacas, principalmente
em regides endémicas para o agente.

Palavras-chave: Cardiomiopatia. Enzimas. Leishmania. Marcadores bioquimicos.
Miocardite.



ABSTRACT

GODOY, K.C.S. Analysis of myocardial injury indicators in dogs naturally infected with
visceral leishmaniasis.2015.34 f. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande,
MS, 2015.

Visceral leishmaniasis is an important protozoonosis of vector transmission caused
by Leishmania (Leishmania) infantum chagasi and can affect several species, including
man.The systemic involvement and the evolution of visceral leishmaniasis show
similarities between canine and human species. The dog is the main reservoir and
important experimental model of parasitosis.The disease causes nonspecific clinical
manifestations and variable depending on the involved organ and individual immune
response.The organs of the mononuclear phagocyte system and the renal tissue are the
most affected, with rare reports so far, myocardial involvement. The objective of this study
was to evaluate the laboratory indicators, electrocardiographic and cardiac histological
lesions in different clinical groups of dogs with visceral leishmaniasis. Serum markers
analyzed were in conjunction of the electrocardiographic tracing and heart tissue
fragments of 41 naturally infected dogs were divided into three groups: asymptomatic,
oligosymptomatic and symptomatic. All animals showed increased activity in serum
creatine kinase MB fraction. In the electrocardiographic tracing, low voltage complex was
the most frequent conduction disorder (8/12). In the histological analysis, 75.6% of the
dogs showed inflammatory reaction with predominance of linfohistiocitico infiltrates (13/31)
of mild intensity to moderate and multifocal distribution. Microscopic changes identified in
the myocardium were independent laboratory findings, electrocardiographic and clinical
picture presented by the studied animals. The lack of association between
histopathological changes and the parameters investigated, indicate the disease
identification difficulty in dogs with visceral leishmaniasis and highlights the importance of
including visceral leishmaniasis in the diagnosis of heart disease especially in endemic
regions to the agent.

Palavras-chave: Cardiomiopatia. Enzimas. Leishmania. Marcadores bioquimicos.
Miocardite.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) € uma enfermidade zoonotica, endémica, com ampla
distribuicdo mundial e transmitida, principalmente, pela forma vetorial a partir da picada do
inseto vetor, especialmente, Lutzomyia longipalpis. Nas Américas, a enfermidade possui
como agente causador o protozoario Leishmania (L.) infantum chagasi, de ciclo digenético
(CHAGAS et al.,, 1938; OMS, 2014). Os caninos domésticos sdo considerados 0s
principais reservatorios urbanos da enfermidade, uma vez que estdo em contato direto
com os seres humanos, apresentam intenso parasitismo na pele e alta susceptibilidade a
doenca (ASHFORD, 1996; DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006).

A Leishmaniose visceral canina (LVC) é uma enfermidade com caracteristica
multissistémica, manifestacdes clinicas inespecificas, variaveis e de dificil diagnoéstico
(MANCIANTI et al.,, 1988). Acomete diversos 0Orgaos, especialmente os do sistema
monocitico fagocitario (SILVA et al., 2013) e renal (BENDERITTER et al.,1988; RIGO et
al., 2013), com poucos relatos de implicacdo cardiaca (TORRENT et al., 2005; LOPES-
PENA et al., 2009; MENDES et al., 2014).

A despeito de alguns autores terem identificado miocardite na LV, apds necropsia,
a caracterizacdo clinico-laboratorial ante-mortem de cardiopatia em animais infectados
n&o foi estabelecida (LOPEZ-PENA et al., 2009; SILVA et al., 2009). Relatos descrevem a
presenca de distarbios de impulso elétrico no tracado eletrocardiogréafico e elevacdo nos
biomarcadores séricos de lesdo miocardica em animais infectados (TORRENT et al.,
2005; LOPEZ-PENA et al., 2009; SILVESTRINI et al., 2012; SOUSA et al., 2013;
MENDES et al., 2014), no entanto nenhum dos autores comparou essas alteragdes com
aspectos clinicos da leishmaniose visceral.

A similaridade entre o envolvimento sistémico e a evolucdo da LV faz dos caninos
um bom modelo experimental para a doenca em seres humanos (HOMMEL et al., 1995;
ALVES et al.,, 2010). Com isso, o conhecimento do comportamento de parametros
laboratoriais e eletrocardiograficos em associacdo aos aspectos clinicos e alteracdes
histologicas no miocardio, nessa espécie, pode colaborar com informacdes relacionadas
aos efeitos cardiacos da parasitose. Por isso o0 objetivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos laboratoriais e eletrocardiograficos da injuria cardiaca em cédes com leishmaniose

visceral.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da leishmaniose visceral

As leishmanioses abrangem um grupo de doencas parasitarias, causadas por
protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania
(ALVAR et al., 2004). Estima-se a existéncia de 20 espécies causadoras da doenca em
seres humanos (OMS, 2014) e destas, 13 apresentam caracteristicas zoonéticas
(GRAMICIA; GRADONI, 2005). A transmissao vetorial ao hospedeiro vertebrado ocorre
durante repasto sanguineo da fémea infectada de insetos da ordem Diptera, familia
Psychodidae e géneros Lutzomyia, no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho Mundo
(KILLICK- KENDRICK, 1990; LAISON; RANGEL, 2005).

A doenca é considerada uma das principais enfermidades negligenciadas de maior
importancia para a saude publica e endémica nos cinco continentes. Trés formas clinicas
séo reconhecidas: a cutanea, a mucocutanea e a visceral, esta considerada a forma mais
grave da protozoonose com letalidade em torno de 10% quando néo tratada de forma
adequada (GRAMICIA; GRADONI, 2005; OMS, 2014).

A leishmaniose visceral pode acometer diversas espécies, com destague para 0s
caninos e os seres humanos. O primeiro relato no homem ocorreu em 1900, quando o
meédico inglés William Leishman encontrou formas amastigotas do parasito no bagco de um
paciente. Em 1903, Ronald Ross reconheceu a existéncia do género Leishmania como
agente das leishmanioses (ALTAMIRANO- ENCISO et al., 2003).

No Brasil, em 1934, foram encontradas formas amastigotas de Leishmania sp. em
cortes histologicos de figado de pacientes que morreram com suspeita de febre amarela.
Estudos extensos sobre a leishmaniose foram realizados e o pesquisador Evandro
Chagas, em 1937, estabeleceu o agente causador da doenca como sendo 0 protozoario
Leishmania chagasi e o possivel vetor, Lutzomyia longipalpis. Em 1956, o cdo e a raposa
foram considerados reservatorios do parasito (CHAGAS et al., 1938; LAISON; RANGEL,
2005).

A leishmaniose foi descrita, no Brasil, inicialmente, como enfermidade de areas
rurais. O desequilibrio ambiental, provocado pela urbanizacéo das popula¢gdes, o aumento
dos desmatamentos, as condi¢cdes precarias de saneamento, além da adaptacdo do vetor

ao novo ambiente e as dificuldades no controle da doenca em grandes centros sao



13

fatores que contribuiram para a disseminacdo do agente e caracterizacdo da doenca
como grave problema de saude publica (GONTIJO; MELO, 2004; BRASIL, 2014).

2.2 Leishmaniose visceral em caes

O aumento da incidéncia de LV humana em areas com alta prevaléncia de
leishmaniose visceral canina e alta densidade de Lutzomyia longipalpis, tornaram os cées
um dos mais importantes elos na transmissdo da Leishmania aos seres humanos
(ASHFORD, 1996; CAMARGO-NEVES et al. 2001; DANTAS-TORRES; BRANDAO-
FILHO, 2006).

A evolucdo clinica, o agente infectante, o vetor e a resposta imunoldgica
semelhante entre as espécies humana e canina faz com que o cdo seja reconhecido
como bom modelo experimental para o conhecimento das alteracdes causadas pelo
agente nos diversos 6rgaos, inclusive o coracdo (HOMMEL et al., 1995; ALVES et al.,
2010).

Os animais infectados podem apresentar diferentes manifestacdes clinicas em
consequéncia da resposta imunolégica e da interacdo do parasito com o hospedeiro,
interferindo direta ou indiretamente nos sinais clinicos. A presenca do agente causa leséo
tecidual por ativacdo da resposta inflamatéria e a resposta imunolégica indireta promove
deposicdo de imunocomplexos na membrana tecidual dos érgaos envolvidos (MENDES et
al., 2014; ROSA et al., 2014).

Os sinais clinicos aparecem, em média, apds 3-7 meses da inoculacdo do agente,
entretanto o desenvolvimento de sintomas poderd ocorrer apés anos de inoculacdo
(BRASIL, 2014). Durante esse periodo o microorganismo se dissemina, por meio do
sistema vascular e linfatico, para diversos 6rgdos com predilecdo pelo sistema fagocitico
mononuclear. Contudo, o envolvimento de drgaos nao linféides tem sido descrito de forma
crescente (PENA; ROURA; DAVIDSON, 2000; ALVES et al., 2010; RIGO et al., 2013;
ROSA et al., 2014).

Os cées com leishmaniose visceral podem ser classificados de acordo com os
sinais clinicos em assintomaticos: na auséncia de manifestagdes clinicas sugestivas da
infeccdo por Leishmania; oligossintomaticos: quando apresentar adenopatia linfoide,
discreta perda de peso e pelo opaco e sintomaticos: na presenca de todos ou alguns

sinais mais comuns da doenca como as alteracbes cutaneas (alopecia, Ulceras,
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hiperqueratose), onicogrifose, emagrecimento, ceratoconjuntivite e paresia dos membros
posteriores (BRASIL, 2014).

Estima-se que, no Brasil, entre 40-60% dos c&es soropositivos sejam
assintomaticos, portanto nado identificados, dificultando o controle dessa zoonose
(MANCIANTI et al., 1988; XAVIER et al., 2006; BRASIL, 2014). Caes assintomaticos sao
tdo competentes quanto os sintomaticos na infeccao de flebotomineos e podem transmitir
a Leishmania a outros caninos e humanos (PALATNIK-DE-SOUZA et al.,, 2001;
LAURENTI et al., 2013). Em animais oligossintomaticos, a despeito da presenca dos
anticorpos, sao identificados poucos e inespecificos sinais clinicos que, muitas vezes,
dificulta a suspeita clinica (LAURENTI et al., 2013). Na forma sintomatica observa-se com
frequéncia linfadenomegalia, hepatoesplenomegalia, febre, emagrecimento progressivo,
caquexia, onicogrifose, lesdes cutaneas e renais (MANCIANTI et al., 1988; LIMA et al.,
2004; RALLIS et al., 2005; RIGO et al., 2013; BRASIL, 2014). A lesédo cardiaca em
portadores de leishmaniose visceral também tem sido descrita independente de
sintomatologia clinica de cardiopatia, entretanto estudos envolvendo maiores nameros de
individuos séo escassos (MORAIS et al., 1988; DIAMANTINO, 2010; ROSA et al., 2014) e

nao definem a etiopatogenia da injuria miocardica.

2.2.1 Envolvimento do miocéardio na leishmaniose visceral

A caracterizacdo clinica de cardiopatias em pacientes com LV tem sido
apresentada em relatos isolados (TORRENT et al., 2005; LOPES-PENA et al., 2009;
DIAMANTINO, 2010; MENDES et al.,, 2014) no entanto, estudos post-mortem tém
identificado alta frequéncia de envolvimento miocardico em diferentes espécies (MORAIS
et al., 1988; OLIVEIRA, 2009; ROSA et al., 2014). Em cées, pode acometer até 100% dos
animais com achados frequentes de infiltrado inflamatorio mononuclear, necrose focal e
presenca de vasculite (LOPES-PENA et al., 2009; ROSA et al., 2014).

A etiopatogenia do envolvimento muscular cardiaco é controversa. Ainda ndo ha
um consenso se 0s achados séo devidos a resposta reacional a acdo dos anticorpos
circulantes e deposicdo de imunocomplexos no miocardio ou em consequéncia da acéo
direta do parasito ao 6rgdo (MENDES et al. 2014; ROSA et al., 2014). Em estudos
recentes utilizando a técnica de imuno-histoquimica, na tentativa de esclarecer a
etiopatogenia da lesdo miocardica, avaliou- se a ocorréncia de alterac6es cardiacas em

caes naturalmente infectados por L. chagasi provenientes de area endémica para LV, 0s
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autores observaram a ocorréncia de infiltrado linfohistioplasmocitario com carga
parasitaria baixa no miocéardio e correlacionaram o parasitismo com a maior severidade
do processo inflamatorio (ROSA et al., 2014; SOARES et al., 2014).

2.3 Indicadores de lesao cardiaca na leishmaniose visceral

2.3.1 Biomarcadores séricos de lesdao miocardica

Marcadores bioquimicos séricos sdo substancias liberadas para circulacéo a partir
de lesdo celular. A aspartato-transaminase (AST), a creatina quinase (CK), associada a
dosagem da creatina quinase fracdo MB (CK-MB) (MELO et al., 2008) e a Troponina |
Cardiaca (cTnl) sdo os principais biomarcadores validados para estudos de lesdo em
cardiomiécitos e apresentam alteracdes nos valores séricos em cardiopatias (WU et al.,
1996; DINIZ et al., 2007; SILVESTRINI et al., 2012; MENDES et al., 2014).

A AST foi o primeiro biomarcador sérico de lesdo cardiaca utilizado, contudo, em
humanos, mostrou-se de baixa especificidade e vem sendo substituido. Na medicina
veterinaria, a despeito do desconhecimento da eficiéncia da enzima para a marcacéo de
lesdo em cardiomiécitos, ainda tem sido adotada em associagdo com outros analitos
(SOUZA et al., 2008; CARRETON et al., 2013; MENDES et al., 2014)

A CK é reconhecida como indicador de lesdo em tecido muscular esquelético,
entretanto esta presente também nas células do musculo cardiaco (MELO et al., 2008;
FERREIRA et al., 2010). O aumento nos niveis séricos de CK acontece poucas horas
apos a injaria miocardica e atinge valores maximos em 12 horas. O retorno ao nivel
normal ocorre 24 a 48 horas apds o término da alteracdo de permeabilidade das fibras
musculares e valores persistentemente altos indicam a continuidade da lesdo (FERREIRA
et al., 2010).

Quando ocorre necrose do miocardio, ha liberacdo da isoenzima CK-MB para o
meio extracelular, e a determinacdo de sua atividade sérica € considerada um recurso
importante para a detec¢do de lesé@o cardiaca, especialmente em humanos (DINIZ et al.,
2007). Em animais a CK-MB ¢é julgada menos especifica, ainda assim, é usada para
acompanhamento de cardiopatias (FREDERICKS et al., 2001; SCHOBER; KIRBACH,;
OECHTERING, 2005). Estudos experimentais com inducédo de infarto do miocéardio em
caes detectaram aumento significativo desse biomarcador e conseguiram prever o
tamanho e a area acometida (SHELL et al., 1973; SHARKEY et al., 1991). Igualmente,
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variacdo na atividade da CK e CK-MB foram identificadas na cardiopatia chagasica canina
(SOUZA et al., 2008) e no relato de miocardite em um cdo com leishmaniose visceral
(MENDES et al., 2014).

Considerando que essa variagdo também pode ocorrer devido a lesbes em
musculo esquelético, para aumentar a especificidade da CK-MB é utilizado o indice CK
(MELO et al., 2008). indices CK superiores a 20% sugerem a presenca de macroCK,
observada em doencas autoimunes, e podem elevar a atividade do biomarcador, mesmo
na auséncia de lesdo miocardica. A CK-MB pode se ligar a imunoglobulinas e se elevar
falsamente, indicando assim a presenca de macroCK e impedindo a confirmacao de leséo
cardiaca em doencas com hipergamaglobulinemia (STEIN et al., 1981; LEE et al.,1994;
MELO et al., 2008; HOFFMANN et al., 2013).

A troponina cardiaca (cTnl) € uma proteina que inibe a interacdo entre a actina e a
miosina, até a entrada do célcio no interior das células miocardicas normais. E
considerada um marcador de injuria miocardica de alta sensibilidade e especificidade
guando aumentada no soro sanguineo, uma vez que lesdo sarcomérica dos
cardiomidécitos provocam sua liberacao para a circulacdo (SMITH et al., 1997; DINIZ et al.,
2007). A efetividade desse biomarcador ja foi estabelecida em diversas espécies, entre
elas, humanos e caes portadores de diferentes enfermidades (WU et al., 1996; OYAMA;
SISSON, 2004; SCHOBER; KIRBACH; OECHTERING, 2005). Segundo Silvestrini et al.
(2012), a concentracao sérica elevada de cTnl na LVC indicou injdria miocardica, contudo,

0S autores sugeriram novas investigacdes ja que nao avaliaram o tecido cardiaco.

2.3.2 Eletrocardiograma na leishmaniose visceral

O eletrocardiograma (ECG) € um método ndo invasivo, eficiente e de facil utilizagdo
para investigacdo de alteracOes na atividade elétrica do coragcédo. Além disso, pode sugerir
aumento e espessamento das camaras cardiacas, alteracdes eletroliticas e presenca de
efusdo pericardica (FERREIRA; SOUZA; CAMACHO, 1998; TILLEY; BURTINICK, 2004;).
Quando usado, de modo sistemético, fornece informagdes a respeito de frequéncia, ritmo,
eixo elétrico, disturbios de condugédo do sistema mioelétrico cardiaco e permite assim
obter dados importantes sobre o estado clinico do miocardio (WOLF; CAMACHO;
SOUZA, 2000; TILLEY; BURTINICK, 2004).

Em cédes, o ECG é utilizado com frequéncia em estudos envolvendo patdégenos,
reconhecidamente, promotores de disturbios cardiovasculares (DVIR et al. 2004;
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CHAMPION et al., 2013). Relatos de casos de LVC, descrevem a presenca de bloqueio
atrioventricular de primeiro grau, com infra-desnivelamento de ST (TORRENT et al,
2005), baixa voltagem do complexo QRS (LOPEZ-PENA et al., 2009) e batimentos
ectopicos ventriculares (MENDES et al., 2014). A investigacdo em 105 céaes infe ctados
identificou alteracBes distintas, com predominio de parada sinusal, bloqueio de ramo
direito, complexo atrial prematuro e aumento na duracdo da onda P e complexo QRS
(SOUSA et al. 2013). Desta forma, até o momento, ndo € possivel estabelecer o perfil

eletrocardiografico na leishmaniose visceral canina.

2.3.3 Histopatologia do miocéardio na leishmaniose visceral

A identificacdo macroscopica de injurias no miocardio nem sempre € evidente,
sendo necessaria a analise microscopica por meio de técnicas histologicas para
confirmacédo de lesdes (VLEET; FERRANS, 2009). Achados histopatolégicos de dano
miocardico na LVC, embora escassos, revelam semelhanca com altera¢cfes teciduais em
fragmentos de miocardio de seres humanos infectados com a parasitose (MORAIS et al.,
1988; ROSA et al., 2014; SOARES et al., 2014), o que torna os cades bons modelos
experimentais para pesquisa.

A analise histoldgica do miocardio de cdes com LV identificou infiltrado inflamatério
em 100% das amostras além de outras alteracbes como: necrose de coagulacéo,
aumento de colageno, vasculite, degeneracdo de fibras miocardicas e fibrose (ROSA et
al., 2014; SOARES et al., 2014).

N&o h&d um consenso sobre a patofisiologia do comprometimento miocardico até o
momento. Estudos utilizando a técnica de imunohistoquimica, para a quantificacdo do
parasitismo miocéardico, divergem sobre o efeito da presenca do parasito e de
mecanismos imunomediados sobre os cardiomiocitos (MORAIS et al. 1988; ALVES et al.;
2010; ROSA et al., 2014; SOARES et al., 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os indicadores laboratoriais, eletrocardiogréaficos e histologicos de leséo

cardiaca em diferentes grupos clinicos de cdes com leishmaniose visceral.

3.2 Objetivos especificos

v

Determinar os valores das enzimas creatina quinase (CK), creatina quinase fracao
MB (CK-MB), aspartato transaminase (AST) e do biomarcador troponina | cardiaca
(cTnl), em caes com leishmaniose visceral.

Caracterizar os disturbios eletrocardiograficos em cdes com leishmaniose visceral.
Identificar as alteragcbes morfoldgicas e a presenca de infiltrado inflamatério em
miocardio de cdes com leishmaniose visceral.

Associar os valores das enzimas creatina quinase (CK), creatina quinase fracao
MB (CK-MB) e aspartato transaminase (AST) com os aspectos clinicos externos de
cées com leishmaniose visceral.

Associar os valores das enzimas creatina quinase (CK), creatina quinase fracéo
MB (CK-MB) e aspartato transaminase (AST) com as alteracbes morfoldgicas e
presenca de infiltrado inflamatério em miocardio de cédes com leishmaniose
visceral.

Comparar os parametros eletrocardiograficos com aspectos clinicos dos cédes com
leishmaniose visceral.

Associar os parametros eletrocardiograficos com as alteracbes morfolégicas e
presenca de infiltrado inflamatorio em miocardio de cédes com leishmaniose
visceral.

Descrever a frequéncia das alteracdes histopatoldgicas de acordo com 0s aspectos

clinicos dos caes com leishmaniose visceral.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais utilizados

Foram estudados 41 caes com leishmaniose visceral, recolhidos pelo Centro de

Controle de Zoonoses, do municipio de Campo Grande, MS.

4.2 Critérios de inclusdo e excluséao

Como critérios de inclusédo foram selecionados caes sorologicamente positivos para
leishmaniose visceral, com idade, declarada pelo proprietario, entre um e cinco anos e
peso corporal de até 10 quilos, sem restricdo de sexo e raca.

Animais com presenga de anticorpos anti-Ehrlichia canis, verificados por meio de
teste imunocromatografico®, foram excluidos do estudo. Os cdes foram considerados
negativos para a infec¢cdo por Trypanosoma cruzi e Dirofilaria immitis visto que Campo

Grande é area ndo endémica para estes agentes.

4.3 Confirmacéao diagnostica da leishmaniose visceral canina

A avaliacao soroldgica foi realizada pelo Centro de Controle de Zoonoses (CC2),
do municipio de Campo Grande, conforme protocolo de diagndstico para leishmaniose
visceral estabelecido pelo Ministério da Saude (Nota Técnica Conjunta 01/2011) que
utiliza o teste répido imunocromatografico (DPP®) como teste de triagem e o ensaio
imunoenzimético (ELISA) como confirmatério (BRASIL, 2011).

O exame parasitolégico por puncdo aspirativa por agulha fina dos linfonodos ou
baco, foi realizado com o intuito de confirmar a infec¢do através da observacao de formas
amastigotas. As laminas foram fixadas em metanol, coradas pela técnica de
Pandtico rapido e analisadas em toda sua extensao em microscopia optica com objetiva
de 100X.

4.4 Formacdo dos grupos clinicos

Os animais foram agrupados de acordo com o0s sinais clinicos externos em:

assintomaticos - auséncia de sinais clinicos sugestivos da enfermidade;

! Senspert®, Vencofarma, Londrina, Parand, Brasil
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oligossintomaticos - presenca de até trés sinais clinicos, entre eles: adenopatia linfoide,
perda de peso e pelo opaco; sintomaticos - presenca de mais de 3 sinais clinicos
principalmente, alteracdes cuténeas (alopecia, descamacao, Ulceras, hiperqueratose),
onicogrifose, emagrecimento e ceratoconjuntivite. A classificacéo clinica foi realizada pelo
Centro de Controle de Zoonoses e baseou-se no manual de vigilancia e controle da
leishmaniose visceral do Ministério da Saude (BRASIL, 2006).

4 5 Exames laboratoriais

Para realizagcdo dos exames laboratoriais foram colhidos, aproximadamente, 10 mL
de sangue por puncado da veia cefalica ou jugular e acondicionado em frasco estéril sem
anticoagulante. Apds a coagulacdo do sangue, as amostras foram centrifugadas a 3.000
rpm por 5 minutos, para obtencdo do soro e estocadas em tubos plasticos a - 80° até a
realizacédo dos exames.

Todas as determinagBes bioquimicas foram realizadas em analisador bioquimico
semi-automatico’ e seguiram a instrucdo e metodologia do fabricante dos kits reagentes.
Os resultados foram comparados aos valores de normalidade utilizados como referéncia
para as enzimas estabelecidos por Kaneko; Harvey; Bruss (2008).

a) Creatina quinase (CK)3: determinada por método cinético-UV. O método baseia-
se na acao catalitica da CK sobre cretinina fosfato e adenosina difosfato (ADP)
formando creatinina e adenosina trifosfato (ATP). A glicose é fosforilada pelo
ATP, formando glicose 6-fosfogluconato na presenca do NADP+. A atividade
enzimatica da CK é calculada pelo aumento na absorbancia de 340nm quando
o NADP+ é reduzido a NADPH.

b) Creatina quinase MB (CK-MB) 3. determinada por método cinético-UV. As
subunidade M sé&o inibidas por anticorpo especifico que nao afeta as
subunidades B. O método baseia-se na reacdo catalitica da enzima nas
reacoes acopladas de hexoquinase e glicose-6-fosfato desidrogenase. A
atividade enzimatica da CK é calculada pelo aumento na absorbancia de 340nm

guando o NADP+ é reduzido a NADPH, proporcional a atividade da CK-MB.

% Thermoplate — analisador bioguimico

% Bioclin®, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil
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c) Aspartato transaminase (AST)3: determinada por método cinético-UV. A AST
catalisa a transferéncia do grupamento amina do aspartato para o cetoglutarato,
formando glutamato e oxalacetato, que € reduzido a malato pela acdo da
enzima malato desidrogenase enquanto a NADH é oxidada a NAD+. A atividade
enzimatica de AST é calculada pela reducdo da absorbancia em 340nm, apés
conversdo de NADH em NAD+.

O indice CK-MB, utilizado para aumentar a especificidade da enzima CK-MB, foi
obtido a partir da razio CK-MBJ/CK. indices menores que 6%, entre 6-20% e superiores a
20% foram considerados como lesdo muscular, injuria cardiaca e presenca de
macroenzimas CK (macroCK), respectivamente. Para exclusdo de macroenzimas, nova
dosagem da CK-MB foi realizada apés aquecimento do soro a 45° C por 20 minutos, de
acordo com o protocolo do fabricante do kit diagnéstico 2.

Para a mensuracdo da troponina cardiaca (cTnl)* foi utilizado o ensaio
imunocromatogréafico Troponina | cardiaca3, o método utiliza anticorpos monoclonais de
camundongo anti-cTnl, que reagem com a troponina presente no soro. A amostra se
move por capilaridade através de uma membrana cromatografica e quando positiva forma

uma linha de cor vermelha
4.6 Eletrocardiograma

Para avaliacdo da atividade elétrica cardiaca utilizou-se eletrocardiégrafo
computadorizado®, na velocidade de 50 mm/seg registradas nas derivacdes |, II, Ill, aVR,
aVL e aVF. Os tracados eletrocardiogréaficos foram empregados para avaliar alteracdes de
ritmo e conducéo elétrica no tecido cardiaco, a partir das medidas da duracdo de onda P
(Pms), amplitude de onda P (PmV), duracdo do intervalo PR, intervalo QT, duracao e
amplitude do complexo QRS. O resultado das mensurac¢des foi considerado como a
meédia de cinco ciclos cardiacos e os valores encontrados foram comparados com 0s

intervalos de referéncia estabelecidos por Wolf; Camacho; Souza (2000).

4.7 Eutanasia dos animais
Os cées identificados como positivos, apos os procedimentos ambulatoriais foram

submetidos a eutanasia pela equipe técnica do Centro de Controle de Zoonoses, do

4 Troponina K-085®, Bioclin, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil
® ECGPCVET ® Tecnologia Eletrdnica Brasileira (TEB)
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municipio de Campo Grande, de acordo com a politica sanitaria adotada pelo Ministério
da Saude, conforme Portaria Interministerial 1.426 de 11 de Julho de 2008 (BRASIL,
2008), que proibe o tratamento dessa enfermidade em caes no pais.

4.8 Avaliacao Histopatoldgica

Durante necropsia fragmentos de 1cm® do miocardio foram retirados
transversalmente da regido septo-ventricular, fixados em formol a 10% e submetidos ao
processador automatico de tecidos. Apos inclusdo em parafina o material foi seccionado a
5 um de espessura e corados com hematoxilina e eosina.

As laminas foram analisadas em toda a extensdo em microscopia 6ptica com
objetivas de 4x, 10x e 40X, observando-se alteragcbes morfolégicas e presenca de
infiltrado inflamatorio. Os infiltrados inflamatoérios foram classificados em focal e multifocal,
a intensidade graduada de forma semi-quantitativa em escores de 0 a 2 (0 - auséncia; 1 -
discreta a moderada: na presenca de pequenas ou médias lesbes inflamatérias nas areas
estudadas; 2- moderada a intensa: quando observada a presenca de focos maiores ou
extensos de processo inflamatério). Considerou-se ainda o predominio celular presente

para a classificacao do tipo de infiltrado inflamatorio.

4.9 Anédlises Estatisticas

A atividade sérica das enzimas, assim como o0s resultados dos parametros
eletrocardiogréficos foram comparados entre os grupos clinicos por meio do teste Kruskal-
Walllis. Quando apontadas diferengcas entre as médias o teste de Dunn foi aplicado. O
teste qui-quadrado (x?) foi utilizado para verificar a associacdo de alteracdes histoldgicas,
com os diferentes grupos clinicos e o tracado eletrocardiografico. Para verificar a
correlacdo entre dados histologicos e o nivel da atividade sérica enziméatica foi realizado o
teste de Correlacdo de Spearman. As analises foram realizadas utilizando-se o programa
computacional GraphPad Prism 5.0 e os resultados considerados significativos quando
p<0,05.

4.10 Aspectos éticos
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ABSTRACT.- Godoy K.C.S. & Souza A.l. 2014. [Changes in myocardial injury indicators in naturally
infected dogs with visceral leishmaniasis] Avaliagéo dos indicadores de lesédo miocardica em cédes com
leishmaniose visceral. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Setor de Patologia Clinica, Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Av. Filinto Miller 2443, Vila
Ipiranga, Campo Grande, MS, 79070-900, Brasil. E-malil: k.c.s.godoy@gmail.com.

The objective of this study was to evaluate the laboratory indicators, electrocardiographic and
cardiac histological lesions in different clinical groups of dogs with visceral leishmaniasis. Serum markers
were analyzed in conjunction of the electrocardiographic tracing and heart tissue fragments of 41 naturally
infected dogs were divided into three groups: asymptomatic, oligosymptomatic and symptomatic. All animals
showed increased activity in serum creatine kinase MB fraction. In the electrocardiographic tracing, low
voltage complex was the most frequent conduction disorder (8/12). In the histological analysis, 75.6% of the
dogs showed inflammatory reaction with predominance of linfohistiocitico infiltrates (13/31) of mild intensity
to moderate and multifocal distribution. Microscopic changes identified in the myocardium were independent
laboratory findings, electrocardiographic and clinical picture presented by the studied animals. The lack of
association between histopathological changes and the parameters investigated, indicate the disease
identification difficulty in dogs with visceral leishmaniasis and highlights the importance of including visceral
leishmaniasis in the diagnosis of heart disease especially in endemic regions to the agent.

INDEX TERMS: Biochemical markers, cardiomyopathy, enzymes, Leishmania, myocarditis

RESUMO.- O objetivo deste estudo foi avaliar os indicadores laboratoriais, eletrocardiograficos e
histolégicos de lesdo cardiaca em diferentes grupos clinicos de cdes com leishmaniose visceral. Foram
analisados marcadores séricos, tracado eletrocardiogréafico e fragmentos de tecido cardiaco de 41 caes
naturalmente infectados, distribuidos em trés grupos: assintomatico, oligossintomatico e sintomatico. Todos
0s animais apresentaram aumento na atividade sérica da enzima creatina quinase fragdo MB. No tracado
eletrocardiogréafico, o complexo de baixa voltagem foi o distarbio de conducdo mais frequente (8/10). Na
andlise histolégica, 75,6% dos caes apresentaram reacdo inflamatoria com predominio de infiltrados
linfohistiocitico (13/31) de intensidade discreta a moderada e distribuicdo multifocal. As alteracdes
microscopicas identificadas no miocardio foram independentes dos achados laboratoriais,
eletrocardiograficos e quadro clinico apresentado pelos animais estudados. A auséncia de associa¢cdo entre
alteracdes histopatolégicas e os parametros investigados, alertam para a dificuldade de identificacdo de
cardiopatia em cdes com leishmaniose visceral e ressalta a importancia de incluir a leishmaniose visceral no
diagnostico de patologias cardiacas principalmente em regides endémicas para o agente.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Cardiomiopatia, enzimas, Leishmania, marcadores bioquimicos, miocardite
INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose infecto-parasitaria, com caracteristica multissistémica e
desenvolvimento crénico. No Brasil é causada pela Leishmania (Leishmania) infantum chagasi, transmitida
vetorialmente por fémeas infectadas do flebotomineo Lutzomyia longipalpis, durante o repasto sanguineo
(Laison & Rangel 2005, Shaw 2006). Os caninos domésticos sao considerados 0s principais reservatorios
urbanos da leishmaniose visceral, apresentam intenso parasitismo na pele e alta susceptibilidade a doenca
(Ashford 1996, Dantas-Torres & Brandao-Filho 2006).

1 Recebido em 00/00/00
Aceito para publicagido em ......ccouuurnee.
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A coincidéncia de agente infectante, vetor, evolucdo clinica e resposta imunoldgica entre as
espécies humana e canina, faz do cdo um bom modelo experimental para a investigacdo das alteracdes
causadas pelo parasito nos diversos 6rgédos, inclusive o coracdo (Hommel et al. 1995, Alves et al. 2010).

A interacdo parasito-hospedeiro é responsavel pelas diferentes manifestagfes clinicas, que podem
variar de polissintomaticos a assintomaticos. Os 6rgdos afetados sdo, principalmente, os do sistema
fagocitico e os tecidos cutaneo e renal (Silva et al. 2013). Observacédo de sinais clinicos e ou laboratoriais
de comprometimento cardiovascular sdo raramente descritos e, ha maioria das vezes, como casos isolados
(Torrent et al. 2005, Lopes-Pefa et al. 2009).

Apesar da pouca observacéo dos aspectos clinicos de cardiopatias, estudo anatomopatol6gico em
cdes que desenvolveram LV, apoés infeccdo natural, constatou a presenca de infiltrados inflamatdrios em
100% dos miocardios analisados (Rosa et al. 2014). Biomarcadores séricos de lesdo em cardiomiécitos e
avaliagdo eletrocardiogréafica também foram utilizados na leishmaniose visceral canina (LVC) e julgados
bons indicadores do envolvimento miocéardico, contudo, novas investigagfes sdo sugeridas ja que néo foi
realizada avaliagdo histopatoldgica do tecido cardiaco (Silvestrini et al. 2012).

O objetivo deste estudo foi analisar os indicadores laboratoriais, eletrocardiograficos e histoldgicos
de leséo cardiaca em diferentes grupos clinicos de cdes com leishmaniose visceral.

MATERIAL E METODOS

Um estudo transversal foi realizado com 41 cées, sem restricdo de sexo e raga, idade entre um e cinco
anos, declarada pelo proprietario, peso corporal de até 10 quilos e sorologicamente reagentes para
leishmaniose visceral canina, cedidos pelo Centro de Controle de Zoonose do municipio de Campo Grande,
MS. A infeccéo foi confirmada, em todos os animais por meio da observacdo de formas amastigotas de
Leishmania sp. no exame parasitolégico de linfonodo e/ ou do bacgo. Animais com presenca de anticorpos
anti-Ehrlichia canis, verificados por meio de teste imunocromatografico (Senspert®, Vencofarma, Londrina,
Parana, Brasil), foram excluidos do estudo. Campo Grande estd em uma &area ndo endémica para
Trypanosoma cruzi e Dirofilaria immitis, portanto infec¢cfes para estes agentes ndo foram consideradas.

Os animais foram agrupados de acordo com os sinais clinicos externos em: assintomaticos-
auséncia de sinais clinicos sugestivos da enfermidade; oligossintométicos- presenca de até trés sinais
clinicos, entre eles: adenopatia linféide, perda de peso e pelo opaco; sintomaticos- presenca de mais de 3
sinais clinicos principalmente, alteracdes cutaneas (alopecia, descamacao, Ulceras, hiperqueratose),
onicogrifose, emagrecimento e ceratoconjuntivite.

Para avaliagdo da bioquimica sérica os cdes foram mantidos em jejum alimentar e hidrico por 12 e
duas horas, respectivamente. As amostras de sangue foram colhidas por punc¢éo da veia cefalica ou jugular
e 0 soro obtido apds centrifugacdo. Todas as amostras foram armazenadas a -80° C até realizagdo dos
ensaios.

A dosagem da atividade sérica das enzimas creatina quinase (CK), aspartato transaminase (AST) e
creatina quinase fracdo MB (CK-MB) e o teste rapido imunocromatografico Troponina | cardiaca (cTnl)
(Troponina K-085®, Bioclin, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil) foram utilizados como marcadores de
leséo cardiaca. Os valores de normalidade utilizados como referéncia para as enzimas foram estabelecidos
por Kaneko, Harvey & Bruss (2008). Os ensaios bioquimicos, realizados por método enziméatico, seguiram
0s protocolos disponibilizado nos kits comerciais (Bioclin®, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil), com
leitura em analisador biogquimico semi-automatico.

O indice CK-MB, obtido a partir da razdo CK-MB/CK, foi utilizado para aumentar a especificidade da
enzima CK-MB. indices menores que 6%, entre 6-20% e superiores a 20% foram considerados como les&o
muscular, injdria cardiaca e presenca de macroenzimas CK (macroCK), respectivamente. Para exclusao de
macroenzimas, nova dosagem da CK-MB foi realizada ap6s aquecimento do soro a 45°C por 20 minutos, de
acordo com o protocolo do fabricante do kit diagndstico.

Para a avaliacéo eletrocardiografica (ECG) foi utilizado equipamento computadorizado (ECGPCVET
® Tecnologia Eletronica Brasileira) na velocidade de 50 mm/seg registradas nas derivagées |, Il, lll, aVR,
aVL e aVF. Os tracados eletrocardiograficos foram empregados para avaliar alteracdes de ritmo e conduc¢éo
elétrica no tecido cardiaco, a partir das medidas da duracéo de onda P (Pms), amplitude de onda P (PmV),
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duracéo do intervalo PR , intervalo QT, duracdo e amplitude do complexo QRS. Os valores encontrados
foram comparados com os intervalos de referéncia estabelecidos por Wolf, Camacho & Souza (2000) e
distribuidos entre os grupos clinicos.

Apés eutanasia, 0os animais foram necropsiados e fragmentos de 1cm3 do tecido miocardico foram
retirados transversalmente da regido septo-ventricular, fixados em formol a 10% e submetidos ao
processador automatico de tecidos. Apds inclusdo em parafina o material foi seccionado a 5 um de
espessura e corado com hematoxilina e eosina (HE). As [Aminas foram analisadas em toda a extensdo em
microscopia 6ptica com objetivas de 4x, 10x e 40X, observando-se a presenca de infiltrado inflamatorio,
necrose e fibrose. Os infiltrados inflamatérios foram classificados em focal e multifocal, a intensidade
graduada de forma semi-quantitativa em escores de 0 a 2 (0- auséncia; 1- discreta a moderada na presenga
de pequenas ou médias lesdes focais nas areas estudadas; 2- moderada a intensa quando observada a
presenca de focos maiores ou extensos de processo inflamatério), considerou-se ainda o predominio celular
para a classificacdo do tipo de infiltrado inflamatdrio presente. As alteracdes histolégicas observadas foram
distribuidas de acordo com os grupos clinicos.

A atividade sérica das enzimas, assim como os resultados dos parémetros eletrocardiograficos
foram comparados entre os grupos clinicos por meio do teste Kruskal-Wallis ou teste de Dunn. O teste qui-
quadrado (y2) foi utilizado para verificar a associacdo de alteracdes histolégicas, com os diferentes grupos
clinicos e o tracado eletrocardiografico. A correlacdo entre dados histologicos e o nivel da atividade sérica
enzimética foi realizada pelo teste de Correlagdo de Spearman. As diferencas consideradas significativas
guando p<0,05.

O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Fundacdo Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (CEUA/ UFMS), sob protocolo de nimero 499/2013.

RESULTADOS

Diversas ragas participaram do estudo, incluindo Poodle (12,2%), Pinscher (4,9%), York Shire (4,9%),
Teckel (2,4%) e Pug (2,4%), porém a maioria dos caes eram animais sem raca definida (73,2%). Em relagao
ao sexo, 68,3% eram fémeas e 31,7 % machos. Entre os sinais clinicos observados houve predominio de
dermatopatias, linfadenomegalia e caquexia. Apés avaliagdo, 17,1% dos animais foram classificados como
assintomaticos, 36,5% oligossintomaticos e 46,3% sintomaticos

Os valores referentes a atividade enzimatica da CK e CK-MB foram superiores ao intervalo de
normalidade para espécie. Inversdo na proporcionalidade das enzimas CK e CK-MB foi evidenciada em
100% das amostras, com manuten¢cdo do indice CK acima de 20%, mesmo apds desnaturacdo das
proteinas a 45” C. Valores das médias e desvio padrao da atividade sérica das enzimas e indice CK s&o
apresentados no Quadro 1. Diferencga estatistica significativa foi observada entre os grupos assintoméatico e
sintomético quando considerado os niveis séricos de atividade enzimatica da CK-MB. A cTnl sérica reagiu
positivamente em 4,9% (2/41) dos animais pesquisados.

Quadro 1. Valores médios e desvio padrdo da atividade enzimética sérica: creatina quinase (CK),
creatina quinase fracdo MB (CK-MB), aspartato transaminase (AST) e indice CK dos cdes com
leishmaniose visceral de acordo com 0s grupos clinicos

Grupos CK CK-MB AST indice CK
() (UL (SIS} (%)

*referéncia (20-220)* (11-38,8)* (23-66)* (6-20)**

Assintomatico 2474 +174,8° 263,0+117,6° 48,0 + 16,1% 124,2 +39,12

(n=7)

Oligossintomatico 349,2 + 220,0% 488,4 + 64,7% 56,6+ 25,17 154,1 +#53,9%

(n=15)

Sintomatico 468,5 + 298,67 681,2+ 358,1°° 58,7 + 22,0% 163,7+61,1%°

(n=19)

Total 354,64 222,2 521,6+ 326,3 54,5+ 21,9 158,2 + 54,9

(n=41)

Médias seguidas por letras diferentes entre as linhas indicam diferenga estatistica significativa entre os
grupos (p<0,05).

*Valores de referéncia: Kaneko, Harvey & Bruss (2008)

**Eonte do intervalo de referéncia para o indice CK: Melo et al. (2008)

No ECG, 29,3 % (12/41) dos animais apresentaram distirbio na conducao elétrica, representada
principalmente pelo complexo de baixa voltagem do QRS (8/12), bloqueio atrio ventricular de segundo grau
Mobitz 1l (2/12), alternancia elétrica (1/12) e parada sinusal (1/12) (Figura 1). A maior frequéncia destas
alteracbes foi observada nos caes sintomaticos (36,8%) seguidos pelos oligossintomaticos (26,7%) e
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assintomaticos (14,3%), no entanto, sem diferenca significativa entre eles (p>0,05). Aumento na duracéo
das ondas P (39%) e dos complexos QRS (41,5%) também foram evidenciados nos tracados
eletrocardiograficos. Os valores das médias e desvio-padrédo dos parametros numéricos do ECG dos céaes
estao discriminados no Quadro 2.

D

Fig.1. Representacéo das alteracdes eletrocardiogréaficas observadas nos caes com leishmaniose visceral.
(A) Complexos QRS de baixa voltagem (setas). (B) Alternancia elétrica: onda R de amplitude inferior as
demais (seta). (C) Bloqueio atrio ventricular de segundo grau Mobitz II: na seta, a presenca de uma onda P
ndo seguida por um complexo QRS e precedida por intervalos PR uniformes. (D) Parada sinusal: intervalo
RR (seta tracejada), maior que intervalo RR (seta continua).Tracados mostrados na deriva¢do DIl, 50m/s,
calibracédo padrdo (lcm=1mV)

Quadro 2. Valores médios e desvio padrdo de parametros numéricos do eletrocardiograma de caes
com leishmaniose visceral distribuidos nos diferentes grupos clinicos.

Parametros eletrocardiogréaficos

Grupos clinicos P(ms) PR(ms) QRS(ms) QT(ms) P(mV) R(mV)
@E’;‘fma"cos 422+33° 844+154% 552+102° 198,3+19,3% 021+0,1° 1,2+0,7°
Oligossintomaticos 428 ab ab 198,6 = ab ab
15 p4 798:11,1° 522£117° (g 0,17+0,1%® 0,840,3
Sintomaticos 42,4 + ab ab 1895+ ab ab
ao10) peet 884:14,3" 555:01% 3 0,16+0,1 0,940,5
~Referéncias 445+10 913+ 35 547+ 1,6 2024+40 020001 451,006

P(ms): duracdo da onda P (ms); PR(ms) = duracéo do intervalo PR (ms); QRSms = duracao do complexo
QRS (ms); QTms= duracéo do intervalo QT; PmV = amplitude de onda P (mV); RmV = amplitude da onda R
(mV).

Médias seguidas por letras diferentes entre as linhas indicam diferenca estatistica significativa entre os
grupos (p<0,05).

**Fonte: Wolf, Camacho & Souza (2000)
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Na analise histoldgica, 75,6% (31/41) dos cades apresentaram reacao inflamatéria no fragmento
miocardico avaliado, com predominio de infiltrados com intensidade discreta a moderada (61,3%) e
distribuicdo multifocal (63,4%). Os infiltrados do tipo linfohistiocitico (42%) e linfohistioplasmocitico (35,5%)
foram os mais frequentes. Vasculite (6,4%), necrose (16,2%), fibrose (12,9%) e infiltrado de adipdcitos (6,4
%) também foram observados. Formas amastigotas no tecido miocardio ndo foram visualizadas. A
classificacdo dos processos inflamatorios distribuidos de acordo com os grupos clinicos dos cdes com LV
sdo apresentados no Quadro 3. Nenhuma associagdo estatistica significativa (p>0,05) foi identificada entre
estes parametros.

Quadro 3. Classificacdo dos processos inflamatérios do miocardio de caes com leishmaniose
visceral distribuidos de acordo com os grupos clinicos.

PROCESSO INFLAMATORIO GRUPOS CLINICOS

e Assintomaticos Oligossintomaticos Sintomaticos

Classificacao n =04 (%) n=11 (%) n=16 (%)

C Focal 01 (25,0) 03 (27,3) 01 (06,2)

Distribuigao Multifocal 03 (75,0) 08 (72,7) 15 (93.8)

Intensidade Leve & moderada 02 (50,0) 07 (63,6) 10 (62,5)

Moderada & intensa 02 (50,0) 04 (36,4) 06 (37,5)

Linfohistiocitico 03 (75,0) 02 (18,2) 08 (50,0)

Tipo do infiltrado L?nfohistiopla?r.nocitico 01 (25,0) 05 (45,4) 05 (31,2)

Linfoplasmocitico 00 (00,0) 03 (27,3) 03 (18,8)

Plasmohistiocitico 00 (00,0) 01 (09,1) 00 (00,0)

*Nao houve diferenca significativa entre os grupos, considerando a frequéncia das caracteristicas
observadas entre eles, y2 (p>0,05).

Correlacao estatistica ndo foi observada quando confrontada a intensidade do processo inflamatério
e a atividade enzimética da CK (p= 0,28 r=0,17) e CK-MB (p= 0,25 r= 0,18). Nao foi identificada diferenca
estatistica quando comparadas as alteragfes eletrocardiograficas com dados da andlise histologica (p>
0,05).

DISCUSSAO

No presente estudo 100% dos animais apresentaram elevagéo nos valores da atividade sérica do marcador
CK-MB, utilizado na investigacdo de lesdo em cardiomidcitos. Essa enzima esta presente no citoplasma
celular e aumenta, consideravelmente, sua atividade plasmatica na presenca de hipdxia ou necrose do
miocérdio (Diniz et al. 2007).

Apesar da enzima CK-MB ser considerada especifica para injlria cardiaca, recomenda-se a
dosagem simultdnea da atividade sérica da CK total. Em todas as amostras analisadas, o indice CK
apontou a presenca de CK atipicas, denominadas de MacroCK, mesmo apos desnaturacdo das proteinas.
Esses valores podem estar associados ao aumento sérico de imunoglobulinas que leva a formacao dessas
macroenzimas e eleva, falsamente, os valores da CK-MB, quando aplicado o método cinético (Sturk &
Sanders 1990, Lee et al. 1994, Hoffman et al. 2013). Segundo Yuu et al. (1980), na presenca de 1gG as
macroenzimas geradas nao sao inibidas pelos anticorpos anti—M, que sdo direcionados para a fracdo M da
enzima, mesmo apds aquecimento. Na LVC, quanto maior o numero de sinais clinicos maior é a
concentracdo da imunoglobulina (Pinelli et al. 1994, Alexandre-Pires et al. 2010) e podem justificar a
associacdo estatistica identificada entre os valores da CK-MB e o grupo dos cées classificados como
sintomaticos.

A cTnl € uma proteina presente unicamente em musculo cardiaco e liberada para a circulagdo, de
acordo com o grau de ruptura da membrana dos midcitos. Varios trabalhos tém destacado a utilidade deste
biomarcador na identificacdo de miocardiopatias de etiologia infecciosa (Barr, Warner & Kornreic 2005, Diniz
et al. 2007, Carreton, Grandi & Morchén 2011). A Investigacdo de lesdo miocardica em cdes com LV,
utilizando método quantitativo de analise, apontou nimero superior de animais com aumento sérico da cTnl
(Silvestrini et al. 2012), quando comparado aos 4,9% identificados no presente estudo. Essa discrepancia
pode estar associada a diferenca entre as metodologias de andlise e sensibilidade dos testes. Testes
qualitativos detectam cTnl a partir de 0,5 ng/mL enquanto testes quantitativos séo capazes de identificar
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nivel sérico inferior a 0,06 ng/ mL. Outro fato a ser considerado é a variabilidade na liberacdo da cTnl. Maior
guantidade da proteina é liberada em injdrias miocardicas agudas (Smith et al. 1997) portanto o teste pode
apresentar baixa sensibilidade para doencas crénicas como a LVC.

O registro grafico da atividade elétrica do coracdo é também uma importante ferramenta na
investigacao de cardiopatias. O envolvimento miocardico, ap6s quadros infecciosos, inclusive a LV, resulta
no desenvolvimento de transtornos elétricos (Souza et al. 2008, Diamantino 2010, Champion et al. 2013,
Sousa et al. 2013). Durante a avaliagdo eletrocardiografica 29,3% dos animais do estudo apresentaram
distdrbios de conducdo, com maior frequéncia de complexos de baixa voltagem, relatados em processos
inflamatdrios do tecido cardiaco (Pinto et al. 2008). No entanto, esses achados diferem das alteracdes
observadas em cdes com LV e complementa a lista de desordens eletrocardiograficas inespecificas que
podem ser identificadas em enfermidades infecciosas com envolvimento miocardico (Sousa et al. 2013). O
aumento da duracdo da onda P e do complexo QRS, detectado nos caes estudados, podem indicar tanto o
aumento de atrio esquerdo e dos ventriculos, quanto a presenca de miocardiofibrose, que provocam uma
lentid@o na conducao elétrica (Souza et al. 2008).

Manifestacdes clinicas e patoldgicas da LVC variam de acordo com a regido endémica e depende
de fatores intrinsecos relacionados ao vetor, ao ambiente e ao hospedeiro e podem levar a modificacdes
nas caracteristicas da doenca (Alves et al. 2010). Em inoculacdo experimental de hamsters, com tecido
medular de pacientes humanos com LV, foi observada a presenca de infiltrado inflamatério no miocérdio de
28% dos animais (Oliveira 2009). Em humanos portadores da afeccdo, a avaliagdo microscopica identificou
infiltrados inflamatérios com frequéncia aproximada as do presente estudo e por outros trabalhos que
utilizaram a espécie canina como modelo (Morais et al. 1988, Alves et al. 2010, Rosa et al. 2014). Esses
dados reforcam o uso do cdo como excelente modelo experimental para estudo do envolvimento cardiaco
provocado pela parasitose (Hommel et al. 1995, Alves et al. 2010).

A presenca de infiltrados inflamatdrios de intensidade discreta a moderada no tecido cardiaco dos
animais estudados assemelham-se as observagfes de Alves et al. (2010) e Rosa et al. (2014), no entanto
diferem nos tipos celulares envolvidos na inflamag&o, com predominio do tipo linfohistiocitico. O mecanismo
fisiopatoldgico desencadeado pela doencga pode ser responsabilizado pelo afluxo de células ao tecido. Até
momento ndo ha um consenso se a resposta cardiaca é reacional, em decorréncia da agéo dos anticorpos
circulantes e deposicdo de imunocomplexos no miocardio, ou induzida pela acéo direta do parasito ao 6rgéao
(Morais et al. 1988, Rosa et al. 2014, Mendes et al. 2014).

A observacdo de focos inflamatérios, fibrose, vasculite e infiltrados de adipécitos observadas no
miocardio dos cdes, mesmo na auséncia de transtornos elétricos, sugere que a evolugdo do processo
inflamatério pode levar a fibrose difusa ou perivascular. Essas modificacdes teciduais podem alterar a
funcéo cardiaca, uma vez que leva a rigidez miocardica, reducé@o do fluxo sanguineo e isquemia no 6rgéao
(Weber et al. 1989, Willenheimer 2000, Frilhbeck et al., 2001). As altera¢cdes microscopicas identificadas no
miocardio foram independentes dos achados laboratoriais, eletrocardiograficos e quadro clinico externo
apresentado pelos animais estudados.

Esses dados alertam para a dificuldade de identificagdo de cardiopatia em cées com leishmaniose
visceral, quando utilizados esses métodos de investigacdo, e ressalta a importancia de incluir a
leishmaniose visceral no diagnostico de patologias cardiacas principalmente em regifes endémicas para o
agente.
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