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RESUMO

A leishmaniose visceral canina € uma doenca de carater crénico, endémica, mul-
tissistémica e zoondtica. O cao infectado pode desenvolver sintomatologia
variada, afetando varios sistemas como o cardiovascular. Assim, o presente
estudo teve como objetivo identificar as principais alteragdes eletrocardiograficas
e ecocardiograficas em caes naturalmente infectados por Leishmania spp.
tratados com Miltefosina (Milteforan®). Foram utilizados 22 animais (n=22),
sendo 13 fémeas e 9 machos, todos sem raca definida, adultos, com pesos entre
6,4 a 15,1kg e positivos para Leishmania spp. Todos foram submetidos a exames
eletrocardiograficos e ecocardiograficos e, posteriormente, divididos em 2
grupos: (1) grupo controle positivo (GC+), composto por 7 caes que receberam
NaCL 0,9% na dose de 1 mL para cada 10 kg, uma vez ao dia durante 28 dias
e; (2) grupo tratado (GT), composto por 15 cées que receberam tratamento com
Miltefosina na dosagem de 2 mg/kg, uma vez ao dia durante 28 dias. Caes
portadores de cardiopatias adquiridas ou congénitas foram excluidos. As
avaliagbes cardiologicas foram realizadas em dois momentos (M1 e M2), sendo
o M1 previamente ao tratamento com Miltefosina e o M2 imediatamente apds o
término dos 28 dias da terapia. A partir dos resultados do presente trabalho, foi
possivel demonstrar a auséncia de interferéncias nas variaveis
eletrocardiograficas quando comparadas aos momentos e grupos estudados.
Contudo, no estudo ecocardiografico foi observada diferenga significativa na
fracdo de ejecao pelo método de Simpson (p-valor=0.0000007) e no movimento
anular sistolico mitral (p-valor=0.0353891) entre os momentos no GT, com
aumento dessas variaveis, demonstrando uma melhora pds tratamento. Conclui-
se, portanto, que os caes portadores de leishmaniose visceral apresentaram
alteragdes na fungao sistolica e diastolica ventricular esquerda, com melhora

significativa da funcéao sistdlica, apds terapia a base de Miltefosina.



Palavras-chave: antiprotozoario, eletrocardiograma, ecocardiograma,

leishmaniose visceral canina.
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ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis is a long-term, endemic, systemic and zoonotic
disease. The infected dog can develop varied symptoms, affecting several
systems such as the cardiovascular system. Thus, the present study aimed to
identify the main electrocardiographic and echocardiographic changes in dogs
naturally infected by Leishmania spp. treated with Miltefosine (Milteforan®).
Twenty-two animals (n=22) were used, 13 females and 9 males, all mixed breed,
adults, weighing between 6.4 and 15.1 kg and positive for Leishmania spp. All
were submitted to electrocardiographic and echocardiographic examinations
and, subsequently, divided into 2 groups: (1) positive control group (GC+),
composed of 7 dogs that received 0.9% NaCL at a dose of 1 mL for every 10 kg,
once a day for 28 days and; (2) treated group (TG), composed of 15 dogs that
received treatment with Miltefosine at a dosage of 2 mg/kg, once a day for 28
days. Dogs with acquired or congenital heart disease were excluded.
Cardiological assessments were performed in two moments (M1 and M2), being
M1 prior to treatment with Miltefosine and M2 immediately after the end of the 28
days of therapy. Based on the results of the present study, it was possible to
demonstrate the absence of interference in the electrocardiographic variables
when compared to the moments and groups studied. However, in the
echocardiographic study, a significant difference was observed in the ejection
fraction by Simpson's method (p-value=0.0000007) and in the mitral systolic
annular motion (p-value=0.0353891) between the moments in the GT, with an
increase in these variables, demonstrating a improvement after treatment. It is
concluded, therefore, that dogs with visceral leishmaniasis showed changes in
left ventricular systolic and diastolic function, with significant improvement in

systolic function, after Miltefosine-based therapy.



Keywords: Antiprotozoal, Electrocardiogram, Echocardiogram, Canine Visceral

Leishmaniasis.
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral (LV) € uma doencga grave e considerada pela
Organizagao Mundial de Saude (OMS) como sendo uma endemia re-emergente,
negligenciada e prioritaria no mundo (BRIFFOD, 2011). A leishmaniose visceral
canina (LVC), historicamente, proporcionou transtornos endémicos aos paises
do Velho mundo (Europa, Asia e Africa) recebendo a denominagéo indiana Kala-
azar (febre negra) referente ao aspecto ulcerativo das lesbées cutédneas formadas
(CORREA, 1992). Atualmente, a LV aflige populagdes dos cinco continentes,
sendo 88 paises localizados em regides tropicais e subtropicais (DESJEUX,
2004).

Inicialmente, era uma zoonose caracterizada como eminentemente rural,
mas recentemente ja se encontra em areas urbanas, causando grave problema
de saude publica no Brasil e em outras regides geograficas, como o continente
americano. E endémica em 62 paises, com um total de 200 milhdes de pessoas
em risco, e cerca de 500.000 novos casos por ano em todo o mundo, sendo que
90% dos casos ocorre na india, Bangladesh, Sud&o e Brasil (MANNA et.al.,
2009).

Alguns estudos descrevem o comprometimento cardiaco, em seres
humanos (PUERTO-ALONSO et al., 2006 e SILVA et al. 2007) quanto em caes
(ZABALA et al., 2005; TORRENT et al., 2005; FERRARI et al., 2006; LOPEZ-
PENA et al. 2009, ROSA et al., 2012), no entanto, os estudos consistem em
relatos de casos individuais, sendo poucos os ensaios que avaliaram um numero
maior de seres humanos (MORAIS et al., 1988) ou cédes (ALVES et al., 2010)
naturalmente acometidos pela doenca.

Caes com LV desempenham papel crucial na perpetuagao do ciclo rural
e urbano da doenga, propiciando ndo apenas prejuizos a sua propria espécie,
mas também favorecendo a infeccdo humana. Desta forma, faz-se necessario
conhecer o comportamento clinico desta enfermidade, especialmente em seus
aspectos cardiovasculares, por meio de exames complementares como a
eletrocardiografia, ecocardiografia e histopatologia, visando auxiliar o
diagnostico precoce e melhorar o prognostico dos pacientes acometidos



23

(TORRENT et al., 2005; ZABALA et al., 2005; FERRARI et al., 2006; PUERTO-
ALONSO et al., 2006; LOPEZ-PENA et al., 2009; SILVA et al., 2009; ROSA,
2012). Neste aspecto, o comportamento similar da infeccdo observado entre
humanos e caes, faz deste ultimo um excelente modelo experimental que
possibilita a busca por maiores informacgdes.

O 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. Adicionalmente, relatos
isolados de caes naturalmente infectados por Leishmania spp. descreveram
ocorréncia de  bloqueio  atrioventricular de  primeiro-grau  com
infradesnivelamento de ST (TORRENT et al. 2005) e menor amplitude do
complexo QRS (LOPEZ-PENA et al. 2009) nestes animais.

O ecocardiograma é utilizado para se obter o diagnéstico definitivo das
principais doengas congénitas e adquiridas do coragdo, bem como alteragdes
cardiacas secundarias a diversas doencgas sistémicas, principalmente aquelas
de origem infecciosa como a LVC. Quando nao é possivel a realizagdo de um
exame macroscopico e histopatolégico das alteragdes cardiacas, o
ecocardiograma tem papel fundamental na determinagcdo de tamanho de
camaras cardiacas, massa ventricular, funcdo ventricular, avaliacdo
hemodinamica e quantificagdo de valvopatias (OTTO; CHWAEGLER;
FREEMAN, 2012).

A importancia dos achados dos exames complementares, tais como a
eletrocardiografia e a ecocardiografia em cdes naturalmente acometidos por LVC
submetidos ao tratamento com a Miltefosina ainda nao foi avaliada, e permanece
incerto se o dano cardiaco observado pelo estudo histopatolégico nesses
animais poderia ter sido identificado por tais exames subsidiarios e avaliar se ha
impacto dessas alteracdes apds a terapia. A incorporacdo desses métodos
diagndsticos aos casos de LVC, reforgca os achados ja evidenciados de lesdes
cardiacas agregando confiabilidade aos resultados.

A terapia com miltefosina representa uma boa op¢ao de protocolo
terapéutico na LVC, controlando e retardando a progressdo da doenca.
(MANNA. et al, 2009). Assim, no presente trabalho, foram investigadas e

descritas as principais alteragbes clinicas, eletrocardiograficas e



24

ecocardiograficas de caes parasitologicamente positivos para Leishmania spp.,
antes e apo6s o tratamento com Miltefosina (Milteforan®). Adicionalmente,
buscou-se entender a resposta terapéutica por meio da reavaliagao cardiaca e

aspecto clinico dos animais pos tratamento.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Animais Experimentais

Para este estudo foram selecionados 22 caes adultos (13 fémeas e 9
machos), todos sem raga definida, de diferentes idades (adultos), provenientes
do Canil Sagrado Coragao de Jesus de Aracatuba, area endémica para LVC.
Todos os caes ja haviam sido naturalmente infectados por Leishmania spp. A
LVC foi determinada por diagndsticos clinicos (com base na pontuagao da escala
de escore clinico), soroldgicos (sorologia ELISA e RIFI) e moleculares
(parasitoldgico positivo em citologia de linfonodo ou medula 6ssea e gPCR

positivo de linfonodo ou medula éssea).

2.2 Consentimento do Tutor

Alguns dos animais incluidos no estudo eram provenientes de tutores da
regidao de Andradina/SP e Aragatuba/SP. Os tutores e/ou responsaveis legais
dos animais foram informados e esclarecidos quanto aos procedimentos
propostos pelo projeto de pesquisa. Durante a fase do experimento, os animais

ficaram sob responsabilidade do investigador do estudo e equipe.

2.3 Critérios de Inclusao

Incluidos no estudo aqueles animais que atenderam aos seguintes
critérios na selecdo: Animais com pontuagdo na escala de escore clinico.
Resultado positivo no exame parasitologico direto de citologia de medula e/ou
linfonodo. Resultado positivo no teste molecular Quantitative Real Time

Polymerase Chain Reaction (da sigla em inglés qPCR) de medula e/ou linfonodo.
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2.4 Critérios de Exclusao

Animais que apresentassem ao menos um dos seguintes critérios:
animais com coinfecdes, como por exemplo, Babesia spp., Anaplasma spp. e
Ehrlichia spp., avaliados por meio de teste sorologico rapido ELISA (Idexx®);
animais com exames bioquimicos compativeis com insuficiéncia renal; animais
portadores de cardiopatias congénitas ou adquiridas. Apos a incluséo no estudo,
alguns dos animais foram removidos por afec¢des severas concomitantes ou
quadros que poderiam interferir na avaliagdo da resposta ao tratamento

proposto.

2.5 Locais do Procedimento Experimental

A fase experimental relacionada ao tratamento e manuten¢ao dos animais
foi realizada no Canil Sagrado Coracao de Jesus de Aragatuba, localizado na
cidade de Aracatuba/SP.

As analises laboratoriais hematoldgicas e bioquimicos foram realizados
no Hospital Veterinario Mundo Animal, localizado na cidade de Andradina/SP.

A andlises de qPCR e sorologia para Leishmania spp. foi realizada no
Laboratdrio Centro de Diagndstico Laboratorial Veterinario, localizado na cidade
de Aracatuba/SP.

2.6 Aclimatacgao

Os caes foram observados diariamente no canil experimental estruturado
para garantir a biossegurancga, ficando alojados cinco caes por baia (Figura 1),
durante o periodo de outubro e novembro de 2021. O canil possui uma
antecamara, telada, para a passagem dos pesquisadores e funcionarios de
limpeza, de forma a impedir a entrada de insetos vetores dentro do local onde
foram alocados. As areas onde os animais ficaram mantidos foram colocadas
telas de malha fina especifica para inibir a passagem de flebotomineos. Com a
finalidade de assegurar a integridade das telas, chapas metalicas foram
instaladas a altura suficiente para evitar danos as telas causados pelos animais.
O ambiente também contou com controle de flebotomineos por meio de
armadilhas tipo CDC que ficou ligada diariamente entre as 17h de um dia até as
6h do dia subsequente.
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Cémeras foram utilizadas para monitoramento dos animais, com o
objetivo de identificar a ocorréncia de brigas e acidentes com os caes alojados.
Todas as baias continham bebedouros e comedouros, acesso a exposicao ao
tempo e enriquecimento ambiental (pneus, cordas, brinquedos, entre outros).

O piso do local era composto por grama, terra, cerédmico antiderrapante e
rejuntado, apresentando um desnivel para possibilitar a drenagem de liquidos.
Cada baia possui ralo coberto com grelha metélica, além de tela, assim como
canaletas que levam os dejetos para o esgoto, evitando assim a possivel entrada
de insetos. Os dejetos dos animais eram removidos mecanicamente duas vezes
ao dia, e a limpeza dos canis realizada com agua e hipoclorito de sédio a 2,5%.

Os animais eram alimentados com racdo comercial especifica para a
espécie, duas vezes ao dia e tinham acesso ad libitum a agua em bebedouros
disponiveis no interior das baias. O consumo individual de agua e alimento
durante o periodo experimental ndo foi quantitativamente registrado.

Nos momentos experimentais pré-definidos para tratamento, exames e
colheitas de amostras, os animais eram devidamente contidos por meio de
técnicas de contencgao proprias para a espécie em questdo, sempre pela mesma
pessoa responsavel. Também realizadas leituras do microchip e documentacao

fotografica.
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Figura 1 — (A) Imagens do canil experimental, demonstrando a separag¢ao dos

animais por baias.

Fonte: Arquivo Pessoal

2.7 Origem e Destino dos Animais

Os animais foram oriundos de ONGs, Centro de Controle de Zoonoses e
tutores que aceitaram incluir seus animais no estudo, sendo estes localizados na
regidao de Andradina/SP e regido de Aragatuba/SP. Ao final do estudo retornaram
aos tutores e/ou foram colocados para adogao apds os investigadores julgarem

0s animais aptos para retorno.

2.8 Tratamentos Experimentais

2.8.1 Grupo Tratado

Dos 22 animais, 15 foram pertencentes ao grupo tratamento (GT), com
um peso médio de 10 + 2.24 kg e receberam, no momento DO, terapia a base de
Miltefosina, de acordo com a recomendacéao de bula, com administragcéo por via
oral do Milteforan™ na dose de 2 mg/kg de peso, uma vez ao dia, durante 28

dias consecutivos. O produto Milteforan possui indicagdo para o tratamento de
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LVC e esta licenciado no MAPA sob o n° 000226-7.000003 de propriedade de

Virbac do Brasil Industria e Comércio Ltda.

2.8.2 Grupo Controle Positivo

Dos 22 animais, 7 pertenciam ao grupo controle positivo (GC), com um
peso médio de 11 £ 2.79 kg e receberam, no momento DO, o produto a base de
solugao fisiolégica (NaCL 0,9%), administrado por via oral 1 mL para cada 10 kg
de peso, uma vez ao dia, durante 28 dias consecutivos.

2.9 Tratamentos Concomitantes

Os unicos tratamentos concomitantes previstos foram os relacionados a
sedacdo dos animais quando havia a necessidade, para coleta de amostras
(linfonodos e medula 6ssea).

Durante o periodo experimental, incluindo o periodo de aclimatagéo, foi
permitido o tratamento suporte desde que né&o interferisse nas avaliagdes. O
investigador determinava a necessidade de uso de tratamentos concomitantes e
no caso de confirmada a necessidade, as informacdes referentes ao nome
comercial e/ou principio(s) ativo(s), dose, via de administracao, data do inicio do

tratamento, periodo de tratamento e justificativa foram registradas.

2.10 Avaliacao Clinica

Na anamnese foram obtidas informacdes de todos os animais sobre as
condi¢des gerais, grau de tolerancia ao exercicio, avaliagdo da tosse (quando
presente), ocorréncia de sincopes ou dispneia. No exame fisico, foi verificada a
coloragdo das mucosas aparentes, temperatura retal (°C), frequéncia cardiaca
(bpm) e respiratoria (mrm), bem como auscultagdo cardiaca para verificar a
presenca de sopros ou arritmias. Também foi observada a presenca de pulso
jugular, hepatomegalia, ascite (prova do baloteamento) e edema de membros.

Os exames clinicos foram realizados na pré-selegéo (DO0), no dia 14 (D14)
e dia 28 (D28) apés o tratamento, avaliando os parametros como: nivel de
consciéncia em comportamento, escore de condicao corporal, temperatura retal
(°C), frequéncia cardiaca (bpm) e frequéncia respiratoria (mrm), estado de
hidratacado e avaliacido das mucosas aparentes.
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Tabela 1. Sinais clinicos dermatolégicos, sistémicos e oftalmicos associados a LV
classificados com escore de 0 a 2: Os parametros foram classificados com os
escores 0 (ausente), 1 (leve) e 2 (severo).

AVALIAGCAO DESCRIGAO

Em caso de alteragéo, registrar o(s) linfonodo(s)

Linfoadenopatia
alterado(s) e severidade

_ . Em caso de alteragdo, registrar o local da
Epistaxis . ~ .
manifestacao e severidade

_ Em caso de alteragéao, registrar a musculatura
Atrofia Muscular .
afetada e severidade

Conjuntivite - olho a _
o Classificar severidade
direito/esquerdo

Blefarite - olho
Classificar severidade
direito/esquerdo

Uveite - olho
Classificar severidade
direito/esquerdo

Ceratite - olho
o Classificar severidade
direito/esquerdo

_ Em caso de alteragdo, registrar o membro afetado e
Claudicacao _
severidade

_ Classificar a severidade da alteracdo e regido
Hiperqueratose )
acometida

B Classificar a severidade da alteraco e regiao
Descamacao da pele _
acometida

. Classificar a severidade da alteracdo e regido
Alopecia .
acometida

. B Classificar a severidade da alteracdo e regiao
Despigmentagao _
acometida

_ . _ Classificar a severidade da alteragéo e regido
Hiperpigmentagao )
acometida

Tabela classificatéria para avaliagao dos sinais clinicos. Fonte: elaborada pelo autor.
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Tabela 2. Sinais clinicos associados a LV classificados com escore de 0 e 1.

AVALIACAO DESCRICAO
Alteracao Classificar a presenga ou auséncia da alteracdo, registrar a
articular articulacéo afetada
Anorexia Classificar a presenca ou auséncia da alteracao

Esplenomegalia Classificar a presenca ou auséncia da alteracao

Classificar a presenga ou auséncia da alteracgao, registrar o

membro acometido

Onicogrifose

Tabela classificatéria para avaliagao dos sinais clinicos. Fonte: elaborada pelo autor.

Tabela 3. Sinais clinicos associados a LV classificados com escore de 0 e 3: Os
parametros foram classificados com os escores 0 (ausente); 1 (leve); 2

(moderado); 3 (severo).

AVALIAGCAO DESCRIGAO
Ulceras na Classificar a severidade da alteragao, registrar a regiao
Pele acometida
Noédulos na Classificar a severidade da alteragéo, registrar a regido
Pele acometida

Tabela classificatéria para avaliagao dos sinais clinicos. Fonte: elaborada pelo autor.

2.11Parametros Laboratoriais

2.11.1 Hemograma e Bioquimica Sérica

As coletas para obtencdo de amostragens sanguineas para realizagao
dos exames de hemograma e bioquimica sérica foram realizadas durante o
experimento no momento da pré-selegdo (DO) e no D28 dias de terapia. Foi
realizada antissepsia do local com alcool 70% e coletada uma amostra de 5 mL
de sangue da veia jugular e/ou cefalica. Para esta coleta foram utilizadas
seringas estéreis de 5 mL e agulha de calibre 25 x 7mm. O volume coletado foi
fracionado em aliquotas: (A) tubo estéril de 1 mL com gel ativador de coagulo,
para a realizagdo de exame sorologico (prova), explicado no préximo item; (B)
tubo estéril de 1 mL com gel ativador de coagulo, para a realizagdo de exame
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bioquimico e soroloégico (contraprova) e; (C) tubo estéril de 1 mL contendo
anticoagulante EDTA (acido etilenodiamino tetracético) a 10% (Vaccutainer®),
para realizacdo de hemograma.

As variaveis avaliadas em cada exame foram:

e Hemograma: contagem de eritrécitos (x106/ pl), hemoglobina (g/dl),
hematdcrito (%), leucdcitos (contagem total - / pl) e pesquisa de
hemoparasitos;

e Perfil Bioquimico: niveis séricos de ureia (mg/dl), creatinina (mg/dl),
fosfatase alcalina (FA) (U/l), alanina aminotransferase (ALT) (U/l),
proteinas totais (g/dl), globulinas (g/dl), e albumina (g/dI).

Todas as amostras foram acondicionadas com os devidos cuidados para
evitar contaminacao e hemdalise e, transportadas em caixas térmicas contendo
gelo reciclavel. As amostras para hemograma e bioquimica foram destinadas ao
Hospital Veterinario Mundo Animal. A fragdo de soro n&o utilizada na prova
bioquimica foi congelada como contraprova. A amostra de sangue para a prova
soroldgica foi encaminhada ao Laboratério CDLV. O processamento (obtencgéo

do soro) desta amostra foi realizado no proprio laboratorio no mesmo dia.

2.11.2 Deteccao Molecular

Na pré-selegcdo (DO) e D28 foi realizada coleta de aspirado de medula
Ossea e linfonodos para a realizagdo do gPCR pelo sistema Tagman (HIGUCHI
et al.,1993). Para a coleta de medula 6ssea foi realizada tricotomia e antissepsia
com alcool 70% em regido de manubrio esternal e para coleta dos linfonodos foi
utilizado o linfonodo popliteo (padronizado para todos os animais) e com o auxilio
de seringas estéreis de 10 ml, agulha de calibre 40 x 12mm e 25 x 7 mm, e
citoaspirador de Valleri®.

A amostra foi encaminhada ao laboratério imediatamente apds a coleta.
Todas as amostras foram transportadas em caixas térmicas contendo gelo

reciclavel.

2.12 Eletrocardiograma

O exame eletrocardiografico foi realizado no plano frontal com os animais

posicionados em decubito lateral direito, membros paralelos entre si e
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perpendiculares ao tronco (Figura 2), sem utilizagdo de farmacos sedativos ou
anestésicos. O aparelho eletrocardiografo utilizado no estudo foi o
computadorizado digital (Inpulse® ECG InCardioDuo 2.9.0). Eletrodos do tipo
jacaré foram fixados sobre a pele umedecida com alcool, para registro das
derivagdes de membros bipolares |, Il e Ill, monopolares, aVR, aVL e aVF e de
derivagdbes precordiais V1, V2, V3, V4, V5, V6. Posteriormente, os
eletrocardiogramas gerados foram analisados e a mensuragdo das ondas,
segmentos e intervalos realizada na derivagao Il, com a sensibilidade 10mm/mV
(N) e velocidade 50 mm/s em software apropriado da Inpulse. As variaveis
eletrocardiograficas estudadas foram: Ritmo; Frequéncia cardiaca; Unidades de
duragédo e amplitudes analisadas: Onda P (ms); Complexo QRS (ms), Onda Q
mV), Onda R (mV), Ondas S (mV); Intervalo PR (ms) e avaliagdo do nivelamento
do segmento ST (infradesnivel ou supradesnivel). Suas mensuragdes e valores
de referéncias foram seguidas de acordo com as recomendacgdes de Santilli
(2020) e Tilley (1992 e 2004).
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Figura 2: (A) Posicionamento dos animais para exame eletrocardiografico. (B)

Tracado eletrocardiografico demonstrando derivagées de membros bipolares,

monopolares e pré-cordiais.
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Fonte: Arquivo Pessoal

2.13 Ecocardiograma

O exame ecocardiografico  foi realizado com aparelho
ecodopplercardiografico (Sonoescape E2V®) com transdutores setoriais
multifrequenciais de 1 a 6 MHz (para cdes com peso maior que 10 kg) e de 2 a
9 MHz (para caes com peso menor que 10 kg), com registro eletrocardiografico
simultdneo. Os  posicionamentos e mensuracbes das variaveis
ecodopplercardiograficas foram realizados segundo as recomendacgdes de Boon

(2011). Para a realizagdo do exame os caes foram posicionados em decubito
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lateral direito sob um colch&o indicado para a realizag&o da ecocardiografia, com
a obtencgao da janela paraesternal direita onde é possivel realizar as imagens do
eixo longitudinal e eixo curto. Em seguida os animais foram posicionados em
decubito lateral esquerdo para a obteng¢ao da janela paraesternal esquerda onde
foi possivel obter as imagens do eixo apical e eixo cranial.

Na janela paraesternal direita utilizando o eixo curto, em plano papilar e
cordal, aplicando o Modo-M foram mensuradas as variaveis: septo
interventricular em diastole (SIVd); diametro interno do ventriculo esquerdo em
diastole (DIVEd); parede livre do ventriculo esquerdo em diastole (PLVEd); septo
interventricular em sistole (SIVs); didmetro interno do ventriculo esquerdo em
sistole (DIVESs); parede livre do ventriculo esquerdo em sistole (PLVESs); calculo
da fracdo de ejecao (FEJ%) pelo método de Simpson modificado uniplanar e
fracdo de encurtamento (FEC%) pelo método de Teichholz. Em sequéncia a
imagem anterior, o transdutor foi inclinado dorsalmente até a visualizagdo da
imagem correspondente ao didmetro atrial esquerdo e da artéria aorta, para
mensuracdes separadas de seus diametros, bem como a relagcédo entre estas
camaras (Relagdo AO/AE), apos, foi visibilizada a artéria pulmonar e com o
posicionamento do cursor Doppler pulsado distalmente aos folhetos da valva
semilunar pulmonar e mensurado o pico de velocidade do fluxo transpulménico
(PVPUL).

Na sequéncia, o animal foi posicionado em decubito lateral esquerdo para
obtencao da imagem apical quatro cAmaras pela janela paraesternal esquerda.
A partir da imagem bidimensional, o cursor do Doppler pulsado foi posicionado
na extremidade dos folhetos da valva mitral, para obtencdo dos seguintes
parametros: pico de velocidade de enchimento ventricular esquerdo rapido
(Onda E) do fluxo mitral, pico de velocidade enchimento ventricular esquerdo
lento (Onda A) do fluxo mitral e a relagdo entre essas duas ondas (Relagéo E/A).
A partir da imagem apical cinco camaras, obtida pela mesma janela, o cursor do
Doppler pulsado foi posicionado distalmente aos folhetos da valva adrtica,
mensurando-se o0 pico de velocidade do fluxo transadrtico (PVAO). Para a
mensuragdao do tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV), o cursor do
Doppler pulsado foi posicionado equidistante entre a via de saida do ventriculo
esquerdo e o fluxo transmitral, sendo determinado o tempo desde o término do

fluxo transadrtico até o inicio do enchimento ventricular esquerdo rapido (onda
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E) do fluxo transmitral. O Doppler tecidual do ventriculo esquerdo (VE) foi
realizado na imagem apical quatro camaras com o cursor do Doppler espectral
posicionado as margens septal e lateral do anel mitral, para a mensuragao das
medidas e velocidade tecidual na fase de enchimento rapido (E") e a velocidade
de enchimento na fase de contragdo atrial (A"). A partir disso foi calculada a
relagao E'/A".

O movimento anular sistélico mitral (MAPSE) foi obtido através da imagem
apical quatro camaras com o cursor do modo M posicionado as margens septal
e lateral do anel mitral. O mesmo procedimento foi realizado com o cursor do
modo M posicionado as margens do anel tricuspide lateral para a mensuragéo

da excursao sistolica do plano anular tricuspide (TAPSE).

Figura 3: Imagens ecocardiograficas bidimensionais (2B) obtidas na janela
paraesternal direita, eixo longitudinal (A) e eixo transversal (B, C e D). (A) Modo
bidimensional eixo longitudinal evidenciando as 4 camaras. (B) Modo
bidimensional do ventriculo esquerdo em plano cordal. (C) Modo bidimensional

ao nivel da bifurcagao da artéria pulmonar. (D) Fluxo da via de saida do ventriculo

direito, artéria pulmonar evidenciado por meio do doppler pulsado.

Fonte: Arquivo Pessoal



36

Figura 4: Imagens ecocardiograficas bidimensionais (2B) apicais obtidas na janela
paraesternal esquerda. (A) Imagem apical 4 camaras. (B) Fluxo na via de saida do
ventriculo esquerdo, espectro aértico obtido pelo doppler pulsado. (C) Imagem
apical 4 camaras evidenciando a mensuragao da Fracao de Ejecao pelo método

d Simpson modifiad.

-

Fonte: Arquivo Pessoal
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Figura 5: Imagens ecocardiograficas bidimensionais (2B) apicais obtidas na janela
paraesternal esquerda. (A) Imagem apical 4 camaras evidenciando o fluxo na via
de entrada do ventriculo esquerdo (onda E e onda A) obtido por meio do doppler
pulsado. Imagem apical 4 camaras demonstrando as velocidades de
movimentagao miocardica diastdlicas (onda E’ e A’) e sistélica (Onda S’) do anal
mitral parietal (B) e do anel mitral septal (C) obtidas por meio do doppler tecidual.
(D) Imagem apical 5 camaras demonstrando o tempo de relaxamento

isovolumétrico.
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Fonte: Arquivo Pessoal
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Figura 6: Imagens ecocardiograficas bidimensionais (2B) apicais obtidas na janela
paraesternal esquerda. (A) Modo M posicionado no anal mitral septal para
obtencao da excursao sistoélica do anel mitral septal na imagem apical 4 camaras.
(B) Modo M posicionado no anal tricuspide parietal para obtengao da excursao

sistélica do anel triciuspide na imagem apical 4 camaras.

Fonte: Arquivo Pessoal

2.14 Analise Estatistica

Na avaliagéo estatistica das variaveis foi empregado a analise de variancia
para amostras repetidas (ANOVA) com comparagao entre momentos e grupos
por meio do post-hoc de Tukey (p<0.05). Todas as variaveis foram submetidas
a estatistica descritva a fim de investigar aderéncia dos dados as
pressuposicdes da ANOVA. Caso estas ndo fossem atendidas, o teste nao
parameétrico de Friedman foi utilizado. Os dados foram analisados por meio do

programa R.v. 3. 6.

3 RESULTADOS

Os achados clinicos mais encontrados nos cdes do estudo foram:
dermatopatias, onicogrifose, linfoadenomegalia e atrofia muscular, de acordo
com o escore clinico dos animais em questao.

A média e o desvio padrao das variaveis laboratoriais do estudo estao
apresentados nas Tabelas 4 e 5, e na tabela 6 a descricdo dos sinais que
compdem a escala escore clinico para avaliagdo clinica, de acordo com o

tratamento utilizado (GT ou GC) e o momento (M1 e M2) das avaliagdes.
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Tabela 4. Variaveis laboratoriais hematolégicas e de bioquimica sérica (média *

desvio padrao) de caes submetidos ao tratamento com Miltefosina (GT, n=15) e os

que receberam placebo (GC, n=7) de acordo com os momentos avaliados no

estudo (M1 = DO0) e (M2 = D28).

Momento
Variavel Grupo
M1 M2
HE GT 5.697+1.485 6.162+1.556
GC 5.441+1.705 5.49310.99
HT GT 34.847+9.603 38.447+10.919
GC 37.7+4.839 33.629+6.953
HG GT 12.547+3.526 13.227+3.738
GC 12.814+1.889 11.729+2.462
GT 10.93315.54 7.935+4.391
LEUC
GC 15.033+5.505 8.907+3.402
PT GT 9.273+1.635 8.907+1.781
GC 10.686+1.076 10.014+1.675
GT 2.9+0.965 2.573+0.42
ALB
GC 2.957+0.237 2.543+0.207
GT 6.187+1.272 6.16+£1.508
GLOB
GC 7.443%1.049 7.486x+1.772
GT 0.96+0.292 1.18+0.665
CREAT
GC 0.9+0.183 0.914+0.186
GT 19.2+11.315 010
UREIA
GC 13+£3.098 00
FA GT 38.4+31.722 26.533+17.435
GC 141+5.508 28.4291+20.395
ALT GT 70.6+£70.32 48.267+33.727
GC 45.857+19.794 41.571£12.04

HE: hemacia; HT: hematécrito; HG: hemoglobina; LEUC: leucdcitos totais; PT: proteina
plasmatica total; ALB: albumina; GLOB: globulina; CREAT: creatinina; UREIA: ureia; FA:
fosfatase alcalina; ALT: alanina amino transferase. Fonte: elaborada pelo autor.
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Tabela 5. Variaveis laboratoriais de gPCR (medula 6ssea e linfonodo) e o escore
clinico (média * desvio padrao) de caes submetidos ao tratamento com
Miltefosina (GT, n=15) e os que receberam placebo (GC, n=7) de acordo com os

momentos avaliados no estudo (M1 = D0) e (M2 = D28).

Momento
Variavel Grupo
M1 M2

GT 509109.32+1588855.49 1115729.129+4132749.984
qPCR MO

GC 177860.434+0.044 88494.733+0.18

GT 74449.844+172292.693 211361.789+551483.489
qPCR Linf

GC 97867.419+112177.219 498340.737+747602.913

GT 13.067+4.574 6.6+3.521
ESCORE

GC 15.286+4.499 8.857+3.288

gPCR MO: PCR em tempo real quantitativo de medula éssea (cépias por micolitro); gPCR Linf:
PCR em tempo real quantitativo de linfonodo (cépias por micolitro); ESCORE: escore clinico dos
sinais clinicos associados a LVC. Fonte: elaborada pelo autor.
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Tabela 6. Variaveis de escore clinico (média) de caes submetidos ao tratamento

com Miltefosina (GT, n=15) e os que receberam placebo (GC, n=7) de acordo com

os momentos avaliados no estudo (M1 = D0) e (M2 = D28).

(continua)

B Momento
Variavel Grupo M1 M2
, . GT 2 1
Linfadenomegalia GC 2 1
Epistaxis GT 0 X
P GC 0 Q
_ GT 2 1
Atrofia muscular GC 2 1
. GT 0 0
Conjuntivite - OD GC 0 0
. GT 0 0
Conjuntivite — OE GC 0 0
, GT 0 0
Blefarite — OD GC 0 0
. GT 0 0
Blefarite — OE GC 0 0
, GT 0 0
Uveite - OD GC 0 0
] GT 0 0
Uveite — OE GC 0 0
, GT 0 0
Ceratite — OD GC 0 0
_ GT 0 0
Ceratite — OE GC 0 0
L GT 0 0
Claudicagao GC 0 0
Hiperqueratose GT 0 X
perq GC 0 0
Descamacso pele GT 15 0.0
gaop GC 2 1
Alopecia cT ° 1
P GC 2 1
Hiperpigmentacio GT 0 X
perpig ¢ GC 0 0
Despigmentacao GT 2 X
pig ¢ GC 1 0
- GT 0 0
Alteragao articular GC 0 0
Anorexia cT 0 X
GC 0 0
Esplenomegalia GT ! 1
P g GC 1 1
- GT 1 1
Onicogrifose GC 1 1
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Tabela 6. Variaveis de escore clinico (média) de caes submetidos ao tratamento
com Miltefosina (GT, n=15) e os que receberam placebo (GC, n=7) de acordo com
os momentos avaliados no estudo (M1 = D0) e (M2 = D28).

(conclusao)

. r Momento
Variavel Grupo M1 M2
. GT 1 0
Ulceras de pele GC 2 0
. GT 0 0
Nodulos de pele GC 0 0

OD: Olho direito; OE: Olho esquerdo. Fonte: elaborada pelo autor.

Com relacédo aos niveis séricos PT, 60% dos caes (n=9) do GT
apresentaram hiperproteinemia antes do tratamento (M1) e 100% dos caes (n=7)
do GC apresentaram hiperproteinemia antes do tratamento (M1). Apds o
tratamento (M2) 53% dos caes (n=8) se mantiveram com a PT elevada no GT, e
6% (n=7) deles tiveram reducgéo dos valores a normalidade. Ja no GC 71,4% dos
caes (n=5) se mantiveram com a PT elevada, sendo que 28,5% destes animais
(n=2) tiveram redugdo dos valores a normalidade. Apesar dos resultados, n&o
houve diferenga significativa entre os grupos (p>0,05).

No exame molecular de qPCR, 100% dos cées (n=22) foram positivos em
M1 tanto para o GT quanto para o GC. E em M2, quatro animais (26,7%)
negativaram no qPCR de medula 6ssea apds o tratamento no GT e quatro
animais (26,7%) negativaram no gPCR de linfonodo apos o tratamento no GT.
Quanto ao GC apenas um animal (14,3%) se apresentou negativo no gPCR de
medula 6ssea apoés o tratamento com o placebo. Nao houve diferenca estatistica
para analise este parametro, entre os momentos e os grupos (p>0,05).

Quanto ao escore clinico dos animais estudados, houve diferenca
estatistica (P = 0.0004620) entre 0 M1 do GT com o M2 do GT, com melhora dos
sinais clinicos em ambos os grupos, porém, no GT a melhora foi mais
significativa, demonstrada pela diferenca estatistica entre o M1 do GC com o M2
do GT (P =0.0001758).

A média e o desvio padrao (DP) das variaveis eletrocardiograficas e
ecocardiograficas do estudo estdo apresentados nas Tabelas 7, 8, 9 e 10 de
acordo com o tratamento utilizado (GT ou GC) e o momento (M1 e M2) das

mensuragoes.
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Tabela 7. Variaveis eletrocardiograficas (média * desvio padrdao) de caes
submetidos ao tratamento com Miltefosina (GT, n=15) e os que receberam placebo
(GC, n=7) de acordo com os momentos avaliados no estudo (M1 = D0) e (M2 =
D28).

Momento
Variavel Grupo M1 M2
(média * DP) (média * DP)
FC GT 108.4+22.665 106.533+£18.435
GC 119+18.815 113+26.026
GT 42.133+3.889 42+2.507
Duracao P
GC 43.714+2.928 40.571+£2.507
GT 92.8+18.108 95.733+7.086
Intervalo PR
GC 88+7.483 88.571+8.223
GT 58.667+7.355 58.133+4.984
Duracido QRS
GC 57.143+2.545 57.429+5.855
GT 50.267+16.069 47.467+9.724
Duragao T
GC 45.714+11.101 54.857+11.88
GT 0.187+0.066 0.201+0.049
Amplitude P
GC 0.194+0.068 0.17£0.044
GT 0.25+0.186 0.294+0.155
Amplitude Q
GC 0.394+0.322 0.307+0.228
GT 4.881+4.426 1.397+0.473
Amplitude R
GC 1.674+0.312 1.334+0.476
GT 0.134+0.119 0.196+0.147
Amplitude S
GC 0.036+0.105 0.09+0.088
GT 0.019+0.339 0.051+0.243
Amplitude T
GC 0.133+0.164 0.173+0.183
ST GT 0.036+0.062 0.011+0.083
GC 0.013+0.068 0.02+0.08

FC: frequéncia cardiaca; Duragao P: duragdo de Onda P; Intervalo PR: duragdo do intervalo PR;
Duracédo QRS: duragédo de complexo QRS; Duragdo T: duragdo de Onda T; Amplitude P:
amplitude de Onda P; Amplitude Q: amplitude de Onda Q; Amplitude R: amplitude de Onda R;
Amplitude S: amplitude de Onda S; Amplitude T: amplitude de Onda T; Segmento ST: ST:
nivelamento de segmento ST. Fonte: elaborada pelo autor.
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Em relagéo as alteragdes eletrocardiograficas dos pacientes no M1 do GT
dos 15 pacientes, 7 (47%) apresentaram altera¢des sugestivas de disturbio de
repolarizagao ventricular como infradesnivelamento de segmento ST (n=3) e
Onda T maior que 25% de Onda R (n=4). Apos o tratamento proposto (M2), 2
(13%) pacientes permaneceram com disturbio de repolarizagdo caraterizados
por Onda T maior que 25% de Onda R. Contudo, a redugéo nao foi significativa
entre o grupo tratado nos diferentes momentos (p>0,05).

Quanto as alteragdes eletrocardiograficas dos pacientes em M1 do GC,
os principais achados foram: 3 (43%), dos 7 pacientes, apresentaram alteragéao
sugestiva de sobrecarga atrial esquerda, como o aumento de duragao de Onda
P (n=3). Apds o tratamento proposto (M2), um paciente apresentou disturbio de
repolarizagao ventricular, apresentando Onda T maior que 25% de Onda R e um
dos pacientes apresentou Bloqueio atrioventricular de 2° grau Mobitz Tipo 1. Ndo
houve diferenga estatistica (p>0,05) sobre estas variaveis.

O estudo das variaveis ecocardiograficas obtidas e comparadas entre os
momentos e grupos estudados, estdo descritos nas tabelas 4 a 6,

respectivamente.
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Tabela 8. Média e desvio padrdao das variaveis ecocardiograficas de funcao
sistélica em caes de submetidos ao tratamento com Miltefosina (GT, n=15) e os
que receberam placebo (GC, n=7) de acordo com os momentos avaliados no
estudo (M1 = D0) e (M2 = D28).

Momento
Variavel Grupo
M1 M2
GT 6.326+1.086 6.981+£1.385
SIVd (mm)
GC 7.285+1.421 6.777+1.091
GT 28.827+3.272 30.153+3.502
DIVEd (mm)
GC 31.743+3.119 32.657+3.214
GT 10.041+£3.572 7.646+2.338
PLVEd (mm)
GC 7.412+1.788 7.485+0.684
GT 8.627+2.372 8.160+£2.051
SIVs (mm)
GC 10.257+1.238 9.985+0.919
GT 18.667+2.551 19.107+3.731
DIVEs (mm)
GC 20.786+3.119 21.457+2.266
GT 9.321+£2.462 12.081+£3.263
PLVEs (mm)
GC 11.514+£1.812 11.585+2.118
GT 33+2.646 35.867+3.292
FEC (%)
GC 34.143+5.669 33.857+3.132
GT 46.93316.777 61.414.793
FEJ (%)
GC 48.571+5.593 62.143+7.798
GT 1.66+0.32 1.92310.424
MAM L (mm)
GC 1.644+0.439 1.65+0.446
GT 1.5340.249 1.864+0.356
MAM S (mm)
GC 1.63910.39 1.48910.326
GT 0.933+0.219 0.8810.19
Onda S (mm)
GC 0.86+0.196 0.914+0.135

SIVd: septo interventricular em diastole; DIVEd: didmetro interno do ventriculo esquerdo em
diastole; PLVEd: parede livre do ventriculo esquerdo em diastole; SIVs: septo interventricular em
sistole; DIVEs: diametro interno do ventriculo esquerdo em sistole; PLVEd: parede livre do
ventriculo esquerdo em sistole; FEC: fragdo de encurtamento; FEJ: fragao de ejecao pelo método
de Simpson; MAM L: movimento anular sistélico mitral lateral; MAM L: movimento anular sistélico
mitral septal; Onda S: onda S sistélica do movimento miocardico. Fonte: elaborada pelo autor.
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Tabela 9. Média e desvio padrdao das variaveis ecocardiograficas de funcao
diastolica em caes de submetidos ao tratamento com Miltefosina (GT, n=15) e os
que receberam placebo (GC, n=7) de acordo com os momentos avaliados no
estudo (M1 = D0) e (M2 = D28).

Momento
Variavel Grupo
M1 M2

GT 0.618+0.113 0.622+0.132
Onda E (ms)

GC 0.64+0.072 0.621+0.11

GT 0.377+0.119 0.487+0.265
Onda A (ms)

GC 0.427+0.16 0.371+£0.108

GT 1.724+0.385 1.552+0.308
Relagao E/A

GC 1.6191£0.425 1.73910.362

GT 0.099+0.024 0.0910.023
Onda E' (ms)

GC 0.084+0.019 0.099+0.011

GT 0.094+0.026 0.085+0.026
Onda A’ (ms)

GC 0.099+0.032 0.093+0.013

GT 1.125+£0.451 1.108+0.36
Relagao E'/A'

GC 0.97+0.34 1.077+0.231

GT 58.867+9.884 60.819.382

TRIV
GC 57.857+4.811 64.714+8.635

Onda E: velocidade de enchimento precoce do VE; Onda A: velocidade de enchimento lento;
Onda E’: velocidade de relaxamento miocardico precoce; Onda A’: velocidade de relaxamento
miocardico na contragao atrial; E/A: relagédo entre onda E e onda A; E’/A’: relagéo entre onda E’
e onda A’; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico. Fonte: elaborada pelo autor.
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Tabela 10. Variaveis hemodinamicas dos fluxos pulmonar e adrtico, valores do
diametro atrial esquerdo e adrtico e de fungao sistolica ventricular (média * desvio
padrao) de caes submetidos ao tratamento com Miltefosina (GT, n=15) e os que
receberam placebo (GC, n=7) de acordo com os momentos avaliados no estudo
(M1 = DO0) e (M2 = D28).

Momento
Variavel Grupo
M1 M2
GT 1.068+0.133 1.069+0.187
VM Aorta (ms)
GC 1.044+0.044 0.993+0.18
GT 0.682+0.139 0.722+0.133
VM Pulmonar (ms)
GC 0.736+0.142 0.993+0.18
AO GT 15.295+4.292 17.893+2.446
GC 18.44211.450 19.457+2.383
AE GT 22.913+2.639 24.681+3.381
GC 25.314+1.806 26.785+3.503
GT 1.404+0.124 1.382+0.112
Relagao AO/AE
GC 1.372+0.061 1.375+0.083
GT 11.06+£1.423 11.90411.855
TAPSE
GC 12.486+2.45 12.657+2.212

MV Aorta: velocidade maxima de fluxo em artéria aérta; MV Pulmonar: velocidade maxima de
fluxo em artéria pulmonar; AO: aorta; AE: atrio esquerdo; Relacdo AO/AE: relagao aorta/atrio
esquerdo. TAPSE: excurséo sistdlica do plano anular tricispide. Fonte: elaborada pelo autor.
Dentre as alteragbes ecocardiograficas relacionadas a fungao sistélica
dos pacientes em M1 do GT, foram encontrados: dos 15 animais, 13 (87%)
apresentaram reducdo da FEJ antes da terapia com aumento significativo apos
a terapia instituida quando comparados os dois momentos estudados (p-valor:
0.0000007) e os grupos (p-valor: 0.0002767), com significativa melhora, houve
melhora dos valores de FEJ do CG apds o tratamento, mas se correlarcionarmos
com a FEC que reduziu apos o tratamento, este resultado no fica significativo.
As alteragbes ecocardiograficas relacionadas a funcdo sistdlica
longitudinal através do método MAPSE dos pacientes em M1 do grupo GT,
foram: Dos 15 animais, 6 (40%) apresentaram reducao dos valores de MAPSE
e 2 (13,3%) dos pacientes apresentaram aumento dos valores. Apds o
tratamento proposto (M2) 4 (26,7%) apresentaram aumento dos valores. Houve
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diferencga estatistica frente ao tratamento, quando comparados os momentos
(p=0.025268).

Ja sobre a fungéo sistdlica longitudinal através do MAPSE dos pacientes
em M1 do grupo GC, os achados foram: Dos 7 pacientes, 3 (42,8%)
apresentaram reducgao da variavel e 1 (14,3%) o aumento dos valores. Apos o
tratamento proposto (M2), 3 dos pacientes permaneceram com a mesma
alteracdo de reducdo dos valores. Nao houve diferenca estatistica entre os
momentos (p>0,05) no GC.

Sobre as alteragbes ecocardiograficas relacionadas a fungéo diastolica
dos pacientes em M1 do grupo GT, foram encontrados: Dos 15 animais, 3 (20%)
apresentaram alteracao de relaxamento ventricular e apdés o tratamento os
pacientes permaneceram com as mesmas alteracdes e no GC dos 7 pacientes,
4 (57%) apresentaram alterac&o de relaxamento ventricular e apds o tratamento
0s pacientes permaneceram com as mesmas alteragdes. Portanto, ndo houve
diferencga estatistica entre os grupos e os momentos (p>0,05) sobre as variaveis

ecocardiograficas de fungao diastdlica.

4 DISCUSSAO

A avaliagédo eletrocardiografica e ecocardiografica de caes com LVC
seguiu um protocolo de estudo que permitiu o estabelecimento de uma analise
morfolégica comparativa de pacientes cronicos para a doenga, antes e apos o
tratamento, correlacionando com dados clinicos e laboratoriais. O exame
ecocardiografico mostrou-se de facil realizagdo, sendo que todas as
mensuracdes padroes foram passiveis de realizagdo. Porém, a realizacido da
ferramenta strain por speckle tracking para avaliacdo de deformac&o miocardica
traria mais beneficios para correlacionar e detectar lesbes miocardicas mais
precoces, de acordo com Silva et al. (2021), em que encontraram disfungéo
diastdlica em segmentos basais do ventriculo esquerdo e nestes mesmos
segmentos, deformagao miocardica por speckle tracking.

Este foi um estudo pioneiro para a avaliacdo de disfungdes sistdlicas e
diastolicas em comparagao com as fases de tratamento e acompanhamento dos
animais, sabendo que a detecgdo de miocardite ja4 € constatada por outros
autores em estudos similares (LOPEZ-PENA et al., 2009; ALVES et al., 2010;
TORRENT et al., 2005; SASAKI et al, 2020). No presente trabalho foi constatada
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disfuncédo sistélica envolvendo um comprometimento cardiaco do ventriculo
esquerdo, contudo, o tratamento com a miltefosina foi capaz de promover a

melhora da funcéao sistélica, dado relevante deste estudo.

Poucos sao os estudos que descrevem as alteragdes cardiolégicas em
exames como o eletrocardiograma e o ecocardiograma encontradas em caes
naturalmente infectados pelo parasito, devido a isso, a intensao na realizagao
deste estudo, foi mostrar os achados em exames complementares cardiologicos,
associados aos aspectos clinicos e laboratoriais. Varias alteragcdes
eletrocardiograficas e ecocardiograficas encontradas sugerem que a doenga
pode acometer, também, o coragao de forma precoce de cades com LVC, as quais
podem resultar em complicagdes inflamatérias antes mesmo da ocorréncia de
sintomas clinicos perceptiveis aos tutores. Loépez-Pefia et al. (2009) e Alves et
al. (2010), descreveram tais alteragdes apos avaliagao histolégica do miocardio
de caes naturalmente infectados por LVC e evidenciaram miocardite
linfoplasmocitaria, principalmente na regido subendocardica e subepicardica,
além de necrose de coagulagdo de cardiomidcitos, aumento de colageno
intersticial e presenca de formas amastigotas de Leishmania sp. no coragao.

Foram selecionados para este estudo somente animais saudaveis, sem
quaisquer cardiopatias de base, visto que, no sistema cardiovascular, os danos
provocados pela LVC em cdes e seres humanos ainda ndo sado bem
compreendidos, devido a caréncia de pesquisas cientificas que aprofundem a
relacdo do parasito com o 6rgao. Silva (2007), detectou formas de Leishmania
(I.) chagasi no tecido cardiaco em baixas concentragdes, porém, ndo foi possivel
afirmar que as alteracdes encontradas se deram por agao direta da Leishmania
sp. ou pela resposta a infecgao sistémica.

Todos os animais foram monitorados a fim de se excluir causas sistémicas
que pudessem interferir nos resultados dos exames laboratoriais e cardiologicos.
Pois, além da lesdo direta causada pelo parasito, o miocardio pode sofrer
consequéncias associadas a condigdes sistémicas também causadas pela LVC.
Sabe-se que a hipertensao arterial sisttmica (HAS) € prevalente em caes com
doenga renal secundaria a LVC, ndo apenas nos estagios mais severos, mas
também nas fases iniciais da doenca, antes mesmo destes se tornarem
azotémicos (PUERTO-ALONSO et al., 2006). Dentre estas consequéncias, as
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manifestacbes e alteragdes cardiacas tém grande importancia em cées com
HAS. O aumento da pds carga leva a uma hipertrofia miocardica compensatoria,
dependendo do grau de hipertrofia podem surgir as disfungdes sistolicas e
diastdlicas. Dos animais estudados, nenhum apresentou alteragcdes renais,
porém, nao foi possivel a realizagcdo da afericdo de presséao arterial, devido as
condi¢des do lugar, onde todos os animais ficavam no mesmo lugar, gerando
fonte de estresse e resultados duvidosos. Ademais, ndo foram encontradas
alteragdes ecocardiograficas sugestivas de lesdo em 6rgéo alvo de uma possivel
hipertensdo como a hipertrofia ventricular.

Gragas a insergdo da ecocardiografia na rotina clinica de pequenos
animais, os pacientes podem ser avaliados quanto ao inicio da disfungéo
diastodlica, com o objetivo de somar estratégias terapéuticas que aumentem o
tempo de sobrevida, sendo entdo possivel avaliar se ha associagdo e as
repercussdes destas lesbes na fungdo cardiaca, ou seja, se as injurias
miocardicas e variagcdes da pressao arterial sistémica causadas pela LVC, tem
associagdo com parametros ecocardiograficos de disfungdo diastdlica
(LARSSON, 2010). Dentre a avaliagdo convencional através do Doppler
espectral somada ao método Doppler tecidual, foi possivel a identificacao de
todas as fases de disfungdo diastdlica, inclusive a de pseudonormalizagao,
alteracao esta que foi a mais encontrada nos animais estudados (53% no GT e
57% no GC).

A miocardite reflete o envolvimento focal ou difuso do musculo cardiaco
em um processo inflamatério, cujas consequéncias dependem da localizagao,
extensdo e duragao do envolvimento cardiaco (TORRENT et al., 2005). Com as
técnicas convencionais ecocardiograficas utilizadas, foi possivel realizar uma
analise global da funcéao sistélica ventricular esquerda, ndo sendo possivel a
deteccdo de disfungdes focais ou mais precoces. O diagnostico de miocardite é
muitas vezes desafiador devido a heterogeneidade de cenarios clinicos, que
podem variar de apresentagdo semelhante a sindrome coronariana aguda,
insuficiéncia cardiaca, condigbes com risco de vida, como choque cardiogénico
e arritmias (SOARES et al., 2015; DANTAS-TORRES et al., 2006 e FERRARI et
al., 2006).

Alteracdes eletrocardiograficas e niveis elevados de troponina cardiaca

nao sao especificos nem sensiveis para miocardite (SASAKI et al., 2020), haja
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vista que ndo houve diferencga estatistica nas variaveis eletrocardiograficas do
nosso estudo, mesmo com as alteracdes encontradas.

Na ecocardiografia, a miocardite pode ser caracterizada por disfungao
ventricular global inespecifica, anormalidades regionais da movimentagdo da
parede (TSCHOPE et al., 2021). Dentre os achados relacionados a disfuncéo
sistdlica encontrados no estudo, ha a suspeita de miocardite nos pacientes, pois
foi observado 87% de redugao nos valores de FEJ pelo método de Simpson no
M1 do GT e apds o tratamento apenas 13% dos animais permaneceram com a
alteragcdo, demonstrando uma melhora significativa da fungao sistdlica
ventricular esquerda dos pacientes apdés a terapia com Miltefosina.
Adicionalmente, melhora nos animais do GC também foi observada, porém,
quando analisado este dado em conjunto com os valores de FEC, em que houve
reducao dessa variavel apos o tratamento, este dado nao se torna significativo.
Contudo, quando associada a fungao sistélica longitudinal avaliada através do
MAPSE, 40% dos animais do GT apresentaram reducdo dos valores,
demonstrando disfungdo sistolica de fibras longitudinais e apds o tratamento
houve melhora do parametro demonstrada pela diferenga estatistica frente ao
tratamento, quando comparados os momentos (p=0.025268), ressaltando a
importancia da associagao das técnicas ecocardiograficas.

Dos pacientes presentes no estudo, 26,7%, apresentaram aumento do
valor de MAPSE no M2 tanto no GT quanto no GC, o que pode ser explicado
devido a agitagdo e medo dos pacientes no momento do exame, responsavel
pela elevacdo dos valores devido a ativagdo do sistema nervoso autbnomo
simpatico (SCHOBEDR et al, 2001).

Uma anadlise definitiva da miocardite s6 € possivel na biopsia
endomiocardica, que é o padrao ouro diagnéstico (LAKHDHIR et al., 2020), nos
animais do nosso estudo ndo foi possivel a realizagdo da avaliagdo
histopatoldgica, pois muitos dos animais eram pertencentes de tutores.

A avaliagdo do strain global do miocardio através da ecocardiografia
speckle tracking foi fidedigno para o diagndstico de miocardite fulminante em
humanos com fibrose e edema pulmonar nos casos em que nao é possivel
realizar a ressonancia magnética (SPERLONGANO et al, 2022). Visto isso, se
faz necessario mais estudos com essas técnicas avangadas a fim do diagnéstico

precoce das alteragbes miocardicas pela LVC. Degiovanni et al. (2021), também
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demonstraram que o strain € uma ferramenta util para diagnosticos de
deformidades regionais no caso de miocardites focais para diagndsticos
precoces.

Nas avaliacbes ecocardiograficas gerais ha um perfil de disfungéo
diastélica em segmentos basais do ventriculo esquerdo para os pacientes
infectados com parasitos da LVC (SILVA et al, 2021). Achados estes que
corroboram com as alteragdes encontradas em nosso estudo. E os mesmos
segmentos reafirmados pelo estudo de deformag&o miocardica através de
speckle tracking, porém esta técnica nao foi possivel de ser realizada em nosso
estudo. Silva et al. (2021), também correlacionaram que a avaliagao segmentar
do ventriculo esquerdo em funcdo da presenca de miocardite evidenciou
achados de infiltrados inflamatorios em baixa prevaléncia, se concentrando na
regido apical septal, na analise histopatolégica.

Segundo Rosa et al. (2014), os resultados de seu estudo confirmam o
desenvolvimento de alteragdes histopatologicas e a presenga do parasita no
miocardio de caes naturalmente acometidos por LVC. Entretanto, novos estudos
sdo necessarios para melhor elucidar a patogenia das alteragdes
histopatoldgicas observadas, bem como sua evolugao diante do curso natural da
enfermidade ou de seu tratamento (ROSA et al, 2014). Isso ressalta a
importancia da avaliacdo cardiaca de animais positivos para LVC antes e apos
o tratamento adequado, visto que encontramos melhora nos parametros de
funcao sistolica apos a terapia com Miltefosina.

Dentre as alteragdes eletrocardiograficas do presente estudo, a mais
encontrada foi o disturbio de repolarizagcdo ventricular, dados estes que
corroboram com os relatos de Torrent et al. (2005), que avaliaram o
comprometimento miocardico em caes com LVC, onde encontraram alteragoes
como bloqueio atrio ventricular de primeiro grau e infradesnivelamento do
segmento ST, achados estes, evidenciados no exame eletrocardiografico, além
da presenga de pequenas areas hemorragicas e palidas verificadas por
avaliagcdo macroscopica do epicardio, também alteragbes histopatoldgicas
compativeis com miocardite severa. Contudo, ressalta-se a importancia da
analise histopatoldgica para confirmacdo das areas afetadas pela lesdo do
parasito.
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Em nosso estudo, um animal apresentou a presenga de complexo atrial
prematuro com eixo de onda P dentro dos valores de normalidade, assim como
descrito por Solano-Gallego et al., (2009) onde foi relatada a ocorréncia de sinus
arrest, bloqueio de ramo direito, complexos atriais prematuros e maior duragao
da onda P e complexo QRS em caes com LVC.

Em um dos caes do estudo foi possivel observar a presenca de bloqueio
atrioventricular de 2° grau. Em cées, o bloqueio atrio ventricular esta associado
a doencas cardiacas, especialmente miocardicas, incluindo cardiopatias
congénitas, cardiomiopatia infiltrativa, fibrose idiopatica, infarto do miocardio,
endocardite bacteriana e miocardite (SANTOS et al., 2013). O mesmo estudo
avaliou histologicamente sistema de conducg&o cardiaco em 12 caes, onde foi
possivel observar a presenca de miocardite linfocitica com bloqueio
atrioventricular completo. A analise histolégica mostrou miocardite ativa
caracterizada por intensa infiltracdo de células mononucleares, principalmente
linfoides, associada a degeneragao e necrose dos cardiomiécitos adjacentes.

Da mesma forma, Silva et al. (2009) foi relatada a ocorréncia de
pericardite crénica associada a Leishmania chagasi em um cao, com infiltrado
multifocal de moderado a acentuado de linfocitos, plasmocitos e macrofagos, e
discreta inflamagao 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 (SOLANO-GALLEGO et al., 2009). No entanto, em nenhum destes
relatos foram evidenciados os efeitos clinicos da doenga (ALVES et al., 2010),
assim como os apresentados no nosso estudo, onde nenhum dos animais
estudados apresentaram alteragdes clinicas sistémicas cardioldégicas. Em
contrapartida, relatos em seres humanos descrevem taquicardia e sopro
sistdlico, além da presenca de derrame pericardico discreto em portadores da
afeccdo (DESJEUX et al., 2004).

A reagdao em cadeia pela polimerase em tempo real (QPCR), € uma
ferramenta consistente e confiavel para o diagnostico e monitoramento da
reducdo parasitaria apos terapia (BENASSI, 2015; NOGUEIRA et al., 2019).
Com isso, a qPCR foi escolhida para o acompanhamento da progressédo da
doenca e resposta a terapia em nossos pacientes, onde foi encontrado redugcao

da carga parasitaria apos os 28 dias de tratamento e alguns animais até
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negativaram apos este periodo, corroborando com os resultados do trabalho de
NOGUEIRA et al., (2019) onde foi demonstrado a detecgdo de DNA da L.
infantum por qPCR e uma diminuicdo drastica foi observada em seis e 12
semanas apos o inicio da terapia. Esses resultados sugerem que a Miltefosina
pode reduzir a carga parasitaria dos cées tratados. Os mesmos animais que
mantinham titulos altos da carga parasitaria, foram os mesmos, principalmente
no GT, que ndo apresentaram melhora das varaveis de funcgao sistdlica, com
isto, podemos inferir sobre a correlagdo da melhora dos parametros

ecocardiograficos com a melhora de dados clinicos e laboratoriais.

5 CONCLUSAO

Nos concluimos que, a leishmaniose visceral canina pode promover
diversas alteracbes na funcionalidade cardiovascular, principalmente em
parametros de fungao sistolica e diastdlica ventricular. Também constatamos
que a miltefosina se mostrou eficaz no tratamento da doenga clinica e nos
parametros ecocardiograficos de fungdo sistdlica ventricular esquerda, porém

promoveu poucas mudangas nos achados eletrocardiograficos.
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