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RESUMO

CARDIOMIOPATIA DILATADA EM SUINOS NO BRASIL

Autor: Raquel Aparecida Sales da Cruz
Orientador: Prof. Dr. David Driemeier

Cardiomiopatia dilatada (CMD) é uma doenca miocardica caracterizada por dilatacdo
cardiaca e reducdo da contratilidade da parede do ventriculo esquerdo ou de ambos 0s
ventriculos, sendo a etiologia de origem genética ou desconhecida. Em suinos existem raros
relatos de CMD, sendo frequentemente relacionados com intoxicacbes por iondforos ou
gossipol. Surtos de CMD de etiologia desconhecida em suinos de rebanhos comerciais no
Brasil sugeriram a existéncia de nova etiologia, possivelmente nutricional. Este estudo teve
como objetivo investigar as possiveis causas dos surtos de CMD em suinos, a partir de
analises macroscopicas, microscopicas, bioquimicas, cromatograficas, moleculares, imuno-
histoquimica (IHQ) e reproducdo experimental. E teve como resultado 2 artigos cientificos. O
primeiro artigo descreve os achados clinicos, patoldgicos, quimicos e toxicoldgicos de trés
surtos de CMD em suinos de crescimento, além da reproducao experimental desta condicdo
utilizando a ragdo de uma das propriedades afetadas. Para o estudo experimental utilizou-se 9
animais divididos em 3 grupo; Grupo 1 recebendo racdo suspeita, Grupo 2 metade racao
suspeita mais metade de racdo controle e o grupo 3 recebeu ragdo controle. Dois suinos do
grupo 1 apresentaram condicgdes clinicas e patoldgicas semelhantes aos casos naturais apés 8
dias de consumo da ragdo suspeita. Os principais sinais clinicos observados eram tosse e
dispneia grave. Na necropsia foram constatados dilatacdo cardiaca bilateral acentuada,
hidrotorax, hidropericardio, edema pulmonar, ascite e figado com aspecto de noz moscada. O
segundo artigo teve como objetivo fazer a caracterizacdo histologica, histoquimica e imuno-
histoquimica das lesGes cardiacas em 8 suinos com CMD e compara-las com dois suinos
controles. As principais lesdes evidenciadas foram atrofia de cardiomidcitos, vacuolizacdo
sarcoplasmatica, ruptura de miofibras e fibras com padrdo ondulado evidenciadas nas
coloracdes de hematoxilina e eosina (HE), Tricromico de Masson e Picrosirius. Na analise
imuno-histoquimica utilizando o anticorpo anti-desmina houve uma imunomarcacdo reduzida
ou inexistente em &reas com lesdes histopatoldgicas. A imuno-histoquimica anti-desmina
demonstrou ser uma importante ferramenta diagndstica para caracterizacao de lesées de CMD
em suinos.

Palavras-chave: insuficiéncia cardiaca congestiva, doencas cardiacas, suinocultura, nutricao,

histopatologia.



ABSTRACT

DILATED CARDIOMYOPATHY IN SWINE IN BRAZIL

Author: Raquel Aparecida Sales da Cruz
Advisor: Prof. Dr. David Driemeier

Dilated cardiomyopathy (DCM) is a myocardial disease characterized by cardiac dilatation
and reduced contractility of the left ventricular wall or both ventricles, the etiology of which
is genetic or unknown. In pigs there are rare reports of DCM and are often related to
ionosphere or gossypol poisoning. DCM outbreaks of unknown etiology in swine from herds
in Brazil suggested the existence of a new, possibly nutritional, etiology. This study aimed to
investigate the possible causes of DCM in pigs through macroscopic, microscopic,
biochemical, chromatographical, molecular and immunohistochemical (IHC) evaluations, as
well as the experimental reproduction of the disease. The project resulted in 2 scientific
papers. The first article describes the clinical, pathological, chemical and toxicological
findings of three DCM outbreaks in grower pigs, in addition to the experimental reproduction
of this condition using the ration of one of the affected farms. For the experimental trial, 9
animals were divided into 3 groups; Group 1 received suspected ration only, Group 2 was fed
a diet composed of half suspected ration plus half control ration, and group 3 received
control ration only. Two pigs from group 1 presented clinical and pathological conditions
similar to the natural cases after 8 days of consumption of the suspected ration. The main
clinical signs observed were cough and severe dyspnea. At necropsy, bilateral cardiac
dilatation, hydrothorax, hydropericardium, pulmonary edema, ascites and liver with the
appearance of nutmeg were observed. The second article aimed to perform the histological,
histochemical and immunohistochemical characterization of the cardiac lesions in 8 pigs with
DCM and compare it with two control pigs. The main lesions evidenced were cardiomyocyte
atrophy, sarcoplasmic vacuolization, rupture of myofibers and fibers with corrugated pattern
evidenced in the staining of hematoxylin and eosin (HE), Masson's trichrome (MT) and
Picrosirius (PS). Immunohistochemistry analysis using the anti-desmin antibody showed
reduced or non-existent immunostaining in areas with histopathological lesions. The anti-
desmin IHC proved to be an important tool for the diagnosis and characterization of DCM
lesions in pigs.

Keywords: congestive heart failure, heart diseases, swine production, nutrition,
histopathology
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1. INTRODUCAO

Na suinocultura para o estabelecimento de um diagndstico etioldgico preciso, necessita-
se de uma abordagem ampla do problema, ja que geralmente se tratam de doencas de rebanho.
Todas as possiveis causas devem ser consideradas, estas podem ser listadas como DAMNIT;
na qual D seriam causas degenerativas, A anomalias, M doencas metabdlicas, | as doencas
infecciosas, inflamatdrias e imune, N causas nutricionais e T lesdes traumaticas ou tdxicas
(RAMIREZ et al., 2012).

As principais doengas que acometem suinos sdo infecciosas de origem multifatorial,
sendo as doencas nutricionais, metabdlicas, toxicas ou traumaticas pouco diagnosticadas. I1sso
ocorre por se tratarem de um desafio na clinica de suinos, pois exigem um estudo detalhado
dos fatores epidemioldgicos e de manejo bem como um aporte laboratorial especializado.
Estas doencas podem afetar os diversos sistemas do organismo como o digestorio,
cardiovascular, locomotor e nervoso (SOBESTIANSKY et al., 2012; REESE; MILLER.,
2012).

Existem diversos relatos de algumas doencas de origem néo infecciosa, que afetam o
coracdo de suinos como: doenca do coracdo de amora responsiva a vitamina E e selénio
(SHEN et al 2011, PALLARES et al 2002), intoxicacdes por gossipol, ionéforos e fumonisina
além de raros relatos de deficiéncias pelos seguintes minerais: chumbo, cobalto, cobre e ferro
(SMITH, 1957; VAN VLEET; FERRANS, 1986, HARRISON et al 1990, NOGUEIRA et al.,
2009, ENSLEY; OSWEILER, 2012).

Frequentemente estas doencas provocam um quadro de cardiomiopatia, que ocorre
quando ha uma alteracdo estrutural e funcional do miocardio ndo apresentando alteracBes
vasculares ou valvulares congénitas ou adquiridas. Ha ainda dilatacdo ou hipertrofia de um ou
ambos os ventriculos, sendo possivel a dilatagdo de todas as camaras cardiacas, por vezes
associada a fibrose difusa (ROBINSON et al 2016, RICHARDSON et al. 1995).

Estas cardiomiopatias podem ser classificadas em dilatada, hipertrofica e restritiva de
acordo com o padrdo morfolégico da lesdo miocardica e ainda podem ser divididas em
priméarias quando forem de origem genética e secundarias quando a causa for conhecida e ndo
genética (ROBINSON et al 2016).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20HA%5Bauth%5D
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A cardiomiopatia dilatada (CMD) corresponde a alteragdes miocérdicas primarias
caracterizadas por reducdo da contratilidade e dilatacdo ventricular, envolvendo o ventriculo
esquerdo ou ambos o0s ventriculos, sendo de etiologia desconhecida ou familiar
(RICHARDSON et al 1995). Em suinos ha relatos de CMD associada a intoxicacfes por
gossipol, antibioticos ion6foros e deficiéncias minerais (SMITH, 1957; VAN VLEET,
FERRANS, 1986, NOGUEIRA et al., 2009, ENSLEY; OSWEILER, 2012).

Trés surtos de mortalidade por insuficiéncia cardiaca congestiva associada a
cardiomiopatia dilatada em suinos de rebanhos comerciais em diferentes Estados do Brasil
foram diagnosticados no Setor de Patologia Veterinaria (SPV), FAVET (Faculdade de
Veterinaria) da UFRGS (Universidade Federal do Rio Grande do Sul). Casos de
cardiomiopatias sdo raros na suinocultura e normalmente estdo associadas a um numero
restrito de etiologias. O primeiro surto ocorreu em 2001 e as avaliagbes laboratoriais
descartaram as principais causas toxicas de CMD em suinos, mas ndo houve a determinacao
da etiologia. Em 2014, ocorreram dois novos surtos de CMD em localidades distintas do
primeiro. Esse aumento na ocorréncia de casos motivou o estabelecimento de uma
investigacdo diagndstica mais aprofundada dos surtos de CMD, através de novas analises

laboratoriais e estudo experimental.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20HA%5Bauth%5D
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2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cardiomiopatia: conceitos e classificagio

O termo cardiomiopatia (CM) foi descrito pela primeira vez em medicina humana,
espécie em que essa alteracdo cardiaca é mais estudada (KREHL, 1891). Atualmente em
humanos definiu-se CM como grupo diverso de doencas do musculo cardiaco, em que o
miocardio encontra-se estrutural e funcionalmente alterado, na auséncia de doencas das
artérias coronarias, hipertensdo, doencas cardiacas congénitas ou valvulares (ELLIOTT et al.,
2008).

Cardiomiopatia em espécies animais é definida como doenca em que o miocardio esta
estruturalmente e funcionalmente alterado, ndo apresentando alteragdes vasculares ou
valvulares congénitas ou adquiridas. Ha ainda dilatacdo ou hipertrofia de um ou ambos 0s
ventriculos, sendo possivel a dilatacdo de todas as camaras cardiacas. Com excecdo da
cardiomiopatia devido ao hipertireoidismo em gatos (ROBINSON& ROBINSON 2016).

De acordo com o padrdo morfologico das lesdes as CM em animais sao classificadas
em dilatada, hipertrofica e restritiva. Etiologicamente sdo subdivididas em primarias (origem
genética ou suspeita de origem genética) e secundarias (etiologia conhecida e ndo genética)
(RICHARDSON et al 1995, O’GRADY et al 2004, ROBINSON et al 2016).

2.2 Cardiomiopatia Dilatada (CMD)

A cardiomiopatia dilatada (CMD) é uma doenca miocardica priméaria progressiva,
caracterizada por dilatacdo ventricular, envolvendo o ventriculo esquerdo ou ambos 0s
ventriculos, sendo de etiologia desconhecida ou familiar. Esta alteracdo pode conduzir a
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) e a arritmias que acabam por determinar a morte
(RICHARDSON et al 1995, O’GRADY et al 2004, HARVEY; LEINWAND., 2011,
ELLIOTT et al., 2008).

Na CMD o miocéardio encontra-se enfraquecido e dilatado, ndo conseguindo bombear

o0 sangue de forma eficiente pelo organismo. Macroscopicamente as camaras cardiacas estdo
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dilatadas e o miocardio com aspecto flacido (HARVEY; LEINWAND, 2011). Em humanos a
CMD é principal cardiomiopatia diagnosticada e em animais também esta entre as principais
causas de ICC (MILLER et al 2012, ROBINSON et al 2016).

2.2.1 Fisiopatologia da CMD

A patogénese e morfologia da CMD sdo heterogéneas. A agressdo ventricular é
frequente, havendo um aumento do volume e redugdo da funcdo sistélica (hipossistolia),
acarretando diminuicdo do débito cardiaco (DC). O organismo responde através de
mecanismos compensatérios neuro-humorais, ativando o sistema renina angiotensina
aldosterona (SRAA) e hormoénios antidiuréticos como 0s peptideos natriuréticos atriais
(ANP), que faz vasoconstri¢do, retém sddio e agua, na tentativa de manter o débito cardiaco e
prevenir a ICC. Com isso, ha um aumento no volume sanguineo circulante pelo corpo e
também intracardiaco o que sobrecarrega o ventriculo esquerdo (VE). Para compensar o
aumento do volume sanguineo, o VE sofre uma hipertrofia excéntrica, que ao passar do
tempo, gera sobrecarga desses mecanismos compensatorios podendo levar a ICC. Quando
isso ocorre, 0 coracdo dilata até seu limite com perda da contratilidade. (ALBANESI, 1998;
LOBO et al., 2002).

Com a manutencdo dos mecanismos compensatrios, ha um aumento da pressdo
diastdlica final (pd,), que eleva a pressdo atrial, responsavel pela congestdo retrograda. O
aumento na pressao atrial esquerda culmina com elevacdo da pressdo venocapilar pulmonar,
levando a congestdo e edema pulmonar. Na pressao atrial direita hd& um aumento da pressao
nas veias cavas que ocasiona a congestdo sisttmica e ascite. A insuficiéncia valvar
atrioventricular agrava a CMD. A mitral, por desviar parte do sangue que deveria ser ejetado
pelo VE agrava a congestdo venocapilar pulmonar, pois aumenta o volume de sangue que
retorna a0 VE na sistole seguinte, agravando a dilatacdo. Se todos 0s mecanismos
compensatorios falharem, o débito cardiaco diminui a tal ponto que a pressdo arterial
sistémica baixissima leva a um quadro de choque cardiogénico (ALBANESI, 1998; LOBO et
al., 2002).

Figura 1. Fisiopatologia da CMD
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Fonte: Lobo et al 2002

2.2.3 Caracterizacdo macroscopica e microscopica

Macroscopicamente o coracdo estd aumentado de volume, com dilatacdo das camaras
cardiacas, principalmente dos ventriculos, ganhando a forma globosa, assumindo um aspecto
flacido com um peso de 20 a 50% acima do normal (ESWARDS, 1987). E descrito que em
felinos ha, por vezes, uma maior dilatacdo do ventriculo esquerdo. Em cées, 85% dos casos
ocorre dilatacdo de todas as cadmaras cardiacas (SISSON; THOMAS, 1995; TIDHOLM,;
JONSSON, 1997).

Microscopicamente os cardiomiocitos encontram-se alongados e vacuolizados, devido
a perda de miofibrilas contrateis. Os nucleos estdo hipertrofiados devido ao aumento na
sintese de DNA, podendo apresentar aspecto polipoide, hipercroméaticos com cromatina
heterogénea. Pode-se observar também ruptura de miofibras, infiltrado intersticial de
macrofagos e linfécitos, além de deposicdo de tecido conjuntivo fibroso, principalmente
perivascular. Em alguns casos observa-se também aterosclerose. Todas essas alteracdes
histoldgicas indicam a lesdo cardiaca, mas ndo especificam a causa (EDUWARDS, 1987,
DAVIES 2000, RADU et al 2012).

Em cées, espécie animal em que a doenca é mais estudada, descrevem-se dois tipos de
padrdes de leséo: infiltragdo gordurosa degenerativa observada em cées das ragas em Boxer e
Dobermann; e o padrdo de fibras onduladas observado em racas de medias ou gigante
(TIDHOLM; JONSSON, 2005).
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2.2.4 Cardiomiopatia dilatada em animais

A CMD pode ocorrer em diversas espéecies animais, mas é mais relatada e estudada em
cdes e gatos. Em cédes é uma das doencas cardiacas mais comuns, ficando atrds apenas das
alteracOes degenerativas de valvulas e dirofilariose em algumas regides. Pode ocorrer em
todas as idades, mas € mais comumente diagnosticada em cdes machos (relagdo 2:1s) com
idade entre 4 €10 anos. (LOBO et al., 2002).

A CMD, frequentemente, acomete cdes de ragas grandes e todas as racgas gigantes.
Cées da raca Dobermann sdo afetados em nimero de casos superior a todas as outras ragas
juntas. A predisposicdo de algumas racas e linhagens familiares sugere um componente
hereditario a etiologia. A CMD pode ter diversas causas como: genética ou familiar, infeccéo
viral, doengas autoimunes, toxinas, deficiéncia nutricional (taurina), intoxicacéo por gossipol,
taquicardia persistente ou recorrente e uso de certos antineoplésicos (KEENE 1994; SISSON
etal., 1999; MAXIE et al., 2007; MILLER et al., 2012).

Em felinos, a CMD é uma doenc¢a ventricular predominante do lado esquerdo,
caracterizada por dilatacdo da camara e diminuicdo da funcdo miocardica sistolica. Na década
de 80, quando ainda ndo havia muitos estudos sobre nutricdo de felinos, a principal
cardiomiopatia diagnosticada era a CMD que foi sendo posteriormente, associada a uma
deficiéncia dietética de taurina. A subsequente suplementacdo desse aminoacido na dieta
resultou em um declinio significativo na ocorréncia da CMD em felinos. (SISSON;
THOMAS, 1995).

Atualmente, a CMD é rara em gatos, mas ocasionalmente, registram-se casos sem
evidéncia de deficiéncia de taurina e que ndo melhoram por meio de suplementacdo. Esses
casos podem representar um estadgio final de algum outro processo patologico e séo
considerados excecdo entre gatos com sinais de insuficiéncia cardiaca (FERASIN et al.,
2003). CMD por deficiéncia de taurina previamente relatada também em raposas, (MILLER
et al.,, 2012), alem da cardiomiopatia dilatada hereditaria em bovinos (NART et al., 2002,
BUCZINSKI et al., 2010, HORIUCHI et al., 2015).

Em perus descreve-se uma cardiomiopatia espontanea denominada de “doencga do

coracdo redondo dos perus”. No rebanho comercial de perus, a mortalidade por CMD ocorre
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em animais jovens com até trés semanas de idade, mas podem ocorrer em perus com 6-8
semanas de idade e esporadicamente em aninais adultos (FRAME 1991). Na necropsia
observa-se principalmente dilatacdo cardiaca e alteracdes secundarias a insuficiéncia cardiaca.
A etiopatogenese continua indefinida, mas alguns estudos demonstram que a diminuicdo na
concentracdo de cloreto de sodio na dieta diminuiram a frequéncia de casos (CZARNECKI
1984; CLARK et al., 1995, FRAME et al., 2001, STENZEL et al., 2008). Alguns autores
relatam ainda, genes especificos de perus como causadores da CMD, que podem servir de
modelo para estudos em humanos (LIN et al., 2007, REED et al 2007). Enquanto outros
pesquisadores indicam a existéncia de fatores nutricionais envolvidos no desenvolvimento da
doenca (ROBERSON et al., 2005).

2.2.4 Cardiomiopatia dilatada em suinos

2.2.4.1 Intoxicacdo por Gossipol

O gossipol é um subproduto téxico derivado do processamento do algodao, encontrado
no farelo de algoddo, que pode ser utilizado na racdo animal. Os niveis de gossipol no farelo
dependem do tipo de algoddo plantado, regido geografica da plantagdo, clima e processo de
extracdo do 6leo (SMITH, 1957; ENSLEY; OSWEILER, 2012; SOBESTIANSKY et al.,
2012).

Os tratamentos térmicos aplicados ao farelo de algoddo favorecem a formacdo de
complexos inertes e indigeriveis entre o gossipol e a lisina. A forma complexa do gossipol
ndo é toxico aos animais, pois o complexo ndo é absorvido no trato gastrointestinal dos
mesmos. Entretanto, pode ocorrer diminui¢do na disponibilidade da lisina e na digestibilidade
da proteina (MELLO, 2012).

A toxicidade do gossipol pode ser prevenida pela adicdo de sais de ferro na dieta,
como o sulfato ferroso. Para niveis superiores a 100 ppm de gossipol livre a relagcdo entre
ferro e gossipol livre deve ser de 1:1 (ENSLEY; OSWEILER, 2012; SOBESTIANSKY et al.,
2012).

Apos a ingestdo do gossipol, os sinais clinicos podem levar semanas ou meses para
aparecerem. Os principais sinais clinicos observados sdo dispneia grave seguida de morte. Na

necropsia observa-se dilatacdo cardiaca bilateral, congestdo e necrose hepatica, necrose em
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musculo esquelético e edema severo em tecido subcutdneo e visceras (SMITH, 1957;
OCARINO et al., 2010; ENSLEY; OSWEILER 2012; SOBESTIANSKY et al., 2012).

2.2.4.2 Intoxicacéao por ionoforos

Os antibidticos iondforos sdo produzidos através da fermentacdo e podem ser
divididos em trés classes: neutros, formadores de canal e carboxilicos. Os iono6foros
carboxilicos, também conhecidos como antibioticos poliéteres, sdo os mais utilizados na
medicina veterinaria. Estes sdo produtos da fermentacdo de varias espécies de Streptomyces
ssp e Actinomadura ssp, sendo os mais conhecidos a monensina, lasalocida, nasarina e
salinomicina (NOGUEIRA et al., 2009).

Na alimentacdo de animais, os iondforos sdo utilizados como coccidiostaticos ou
promotores de crescimento. Ha grande variacdo na susceptibilidade dos efeitos toxicos dos
ion6foros de acordo com a espécie animal. A utilizacdo desses antibiéticos em suinos é baixa,
mas ha alguns relatos de intoxicagdes por uso excessivo ou por combinagdes com outros
antibidticos como lincomicina e tiamulina. A DL50 descrita para monensina é de 16,8 mg/kg,
com lasalocida ja foram relatadas intoxicacdes com 35 e 58 mg/kg, e de salinomicina, foram
descritas doses toxicas de 8,6 mg/kg quando associadas a doses de 4 mg/kg de tiamulina. O
quadro clinico-patoldgico caracteriza-se por ataxia, letargia, fraqueza muscular, mioglobinuria
e diarreia. Em casos mais cronicos ha um quadro de cardiomiopatia que progride para
insuficiéncia cardiaca congestiva (MISKIMINS; NEIGER 1996; KONSTANZE et al., 2005,
SOBESTIANSKY et al., 2012).

2.2.4.3 Deficiéncias de cobre, ferro, chumbo e cobalto

A ocorréncia de deficiéncias nutricionais na suinocultura é rara, o que se deve a
melhora nas praticas de manejo nutricional adotadas nos ultimos anos. Entretanto, podem
ainda ocorrer devido a algum erro na formulagido das ragdes (REESE; MILLER, 2012,
SOBESTIANSKY et al., 2012). Ha escassos relatos de deficiéncias de alguns minerais como
o0 cobre, ferro, chumbo e cobalto como causadores de alteracfes cardiacas (VAN VLEET,;
FERRANS, 1986). Estudos experimentais realizados com suinos de crescimento, consumindo
dieta deficiente em cobre, reproduziu um quadro de cardiomiopatia progredindo para ICC
(COULSON; CARNES, 1963; WILDMAN et al., 1996). Casos de deficiéncia de ferro em

suinos de creche causando dilatacdo cardiaca também sdo descritas, porém poucas
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informagdes existem sobre as alteracbes clinico-patoldgicas. (BOULTON, 1996). As
deficiéncias minerais podem levar ao um quadro de cardiomiopatia, porém existem poucas

informac0des sobre a real importancia dessas alteraces na suinocultura atual.

2.2.4.4 Intoxicagdo por fumonisinas

Os primeiros surtos de intoxicagdo por fumonisinas ocorreram nos Estados Unidos em
1989, apds o consumo de ragbes produzidas com milho contaminado (HARRISON et al
1990), desencadeando um quadro de edema pulmonar suino (EPS).

A doenca foi reproduzida experimentalmente em suinos ap6s a administracdo
intravenosa de fumonisina B1 (FB1) e os suinos apresentaram les6es hepaticas consistindo de
apoptose, necrose e proliferacdo de hepatocitos. Em casos cronicos, houve a formacdo de
placas no eso6fago, nodulos hepaticos e hipertrofia do ventriculo direito (HARRISON et al
1990).

Em suinos, como nas outras espécies, a fumonisina altera a biossintese de
esfingolipidios, o que altera a concentracdo de esfingosina e esfinganina em 6rgaos como rim,
figado, pulméo e coracdo. No coracdo ha diminuigdo da contratilidade do ventriculo esquerdo,
diminuicdo da pressdo arterial, da frequéncia cardiaca e do débito cardiaco. Essas alteracdes
pulmonares e cardiacas sdo creditadas ao aumento de esfingosina ou esfinganina que inibe o0s
canais de célcio, induzindo edema pulmonar e insuficiéncia cardiaca do lado esquerdo
(HASCHEK et al., 2001).

2.2.4.5 Estresse

Collins et al., (2015) descrevem um caso de cardiomiopatia dilatada espontanea em
um suino da raca Yorkshire que seria utilizado em experimentacdo animal. Este suino morreu
apos dois dias de alojamento e 13 horas em jejum pré-estudo experimental no laboratério, sem
qualquer sinal clinico.

Na necropsia observou-se cardiomiopatia dilatada severa caracterizada por ventriculos
marcadamente dilatados e delgadas paredes ventriculares e de septo interventricular.
Histologicamente, houve adelgagcamento moderado de miofibras e perda irregular de estrias
cruzadas. O figado continha hemorragia centrolobular macica e difusa, além de degeneracdo

de hepatdcitos. O diagnéstico de cardiomiopatia dilatada com insuficiéncia cardiaca direita e
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degeneracdo hepética secundaria se baseou nos achados anatomopatol6gicos e auséncia de

deficiéncia de selénio em resultados laboratoriais.

3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Investigar as possiveis etiologias dos casos naturais de cardiomiopatia dilatada em
suinos, a partir de analises macroscépicas, microscépicas, bioquimicas, cromatogréaficas,

moleculares, imuno-histoquimicas e por reproducdo experimental.

3.2 Objetivos especificos

- Descrever as alteragdes clinicas, macroscopicas e histologicas dos casos naturais e

experimentais de CMD
- Reproduzir do quadro clinico-patologico de CMD em suinos

- Determinar da etiologia da CMD

4. RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados na forma de artigo cientifico. Cada subtitulo deste

capitulo corresponde a um artigo cientifico.

4.1 Artigo 1

Neste item é apresentado o artigo intitulado “Outbreaks of dilated cardiomyopathy in nursery

pigs in Brazil” foi submetido a revista Veterinary Pathology.
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Abstract. Dilated cardiomyopathy (DCM) is a condition that effects the myocardium,
and it is seldom reported in pigs. DCM is characterized by the appearance of
ventricular dilation, which results in systolic dysfunction and secondary diastolic
dysfunction. These conditions can lead to fatal congestive heart failure and
arrhythmias. This study describes three outbreaks of heart failure associated with
DCM especially in nursery pigs and includes an experimental approach in order to
reproduce this condition. The clinical signs observed were dyspnea, apathy, and
anorexia. The findings from necropsy were marked bilateral ventricular dilatation,
hydrothorax, hydropericardium, nutmeg liver, and pulmonary edema, and these
conditions were observed in fourteen spontaneously affected piglets. The histology of
the heart revealed myofiber hypertrophy and vacuolization, waving of myofibers,
interstitial edema and mild deposition of fibrous connective tissue, mainly
perivascular. There was marked diffuse hepatic centrolobular congestion. In the
experimental study, 9 piglets were divided into three groups: 1) receiving suspected
feed, 2) receiving only control feed and 3) receiving half suspected feed and half
control feed . Two piglets from group 1 displayed clinical and pathological signs
similar to those of spontaneously affected piglets after eight days of consuming the
suspected feed. To isolate the cause of outbreak, the laboratory tests excluded the
involvement of main known nutritional and infectious causes of cardiomyopathy in
pigs. The results demonstrated that the DCM outbreaks were likely associated with
the diet consisting primarily of a low-quality soybean meal, and this was confirmed by

the experimental study.

Keywords: heart failure, piglets, soybean meal, experimental study
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Cardiomyopathy (CM) is a disease that involves a diverse group of structural
and/or functional alterations in the myocardium. Cardiomyopathy is diagnosed when
there is an absence of coronary artery disease, hypertension, valvar disease and
congenital heart disease with the presence of dilatation or hypertrophy of one or both
ventricles and possibly all four chambers of the heart. This disease affects humans
and domestic animals and can generally be categorized into three morphologic

forms: dilated (congestive), hypertrophic and restrictive. " %2

Dilated cardiomyopathy (DCM) is the primary myocardial disorder of unknown
or familial etiology characterized by the reduced contractility and ventricular dilation
involving the left or both ventricles of the heart. For the cases of DCM with a specific
cause, a modifier indicating this etiology precedes the term cardiomyopathy, such as

taurine deficiency cardiomyopathy. %

DCM is the main type of cardiomyopathy that is diagnosed in humans, and it

is also one of the main causes of congestive heart failure in animals. 2% 1# 22

DCM has been studied in several species, but it has been extensively studied in
dogs. ** One form DCM known as “round heart disease” has been discovered in
turkeys, and this form of DCM does not have a well-defined etiopathogenesis * #*In
cattle, DCM with a familial genetic origin has been determined to be an autosomal

recessive inherited disease*.

In swine, DCM has been associated with gossypol poisoning, ionosphere

poisoning, and cardiomyopathy with an undetermined origin. & 13 14.20.25.3

DCM is diagnosed by the appearance of the following symptoms: ventricular
dilation, systolic dysfunction, and secondary diastolic dysfunction. These alterations

can then progress to congestive heart failure and arrhythmias, which will eventually
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lead to death. ' '8 The myocardium is weakened and is unable to pump blood
efficiently. The cardiac chambers are dilated macroscopically, and the myocardium
appears to be thinner and flaccid. > #*°
The main objectives of this study were 1) to describe the clinical, pathological,
chemical and toxicological findings associated with three outbreaks of dilated
cardiomyopathy in nursery pigs and 2) to experimentally reproduce this condition by
using the feed from sites where cases were diagnosed.
Materials and methods
Spontaneous cases: clinical, epidemiological and histopathological features
Between 2011 and 2014, porcine tissue samples, including liver, heart, lung,
spleen, kidney and lymph nodes, were collected from three farms located in the
following states: Parana (farm A), Rio Grande do Sul (farm B), and Mato Grosso do

Sul (farm C). All of these farms have reported high mortality rates.

The histopathological examination of the tissues revealed lesions that are
consistent with congestive heart failure. The authors conducted site visits to the three
farms. During these site visits, information regarding clinical signs, epidemiology,
feeding (farm B) and soybean meal content (farms B and C) were obtained from the
veterinarians working at the farms. Fourteen necropsies and microscopic
examinations were performed in 4 piglets from farm A, 6 piglets from farm B, and 4

piglets from farm C.

The tissue samples collected included heart, liver, lung, kidney, spleen, small
intestine, large intestine, lymph nodes, and encephalon. The samples were then

stored in 10% buffered formalin, processed for histopathology, and stained with



26

hematoxylin and eosin (HE). The heart sections of the tissue samples were stained
with periodic acid-Schiff (PAS) and Masson’s trichrome (MT) for the morphological

characterization of the cardiac injury.

The slaughter of 600 (colocar a idade) pigs from an impacted lot at farm B was
monitored. The tissue samples included liver, lung and heart, and they were
macroscopically examined. Samples from 50 pigs were collected from these organs,

and the samples were stored in 10% buffered formalin and refrigerated.

Experimental study

Nine 40-day-old, 15 kg piglets were used in the experimental study. The
piglets were divided into three groups: Group 1 (suspected feed farm B), Group 2
(50% suspected feed + 50% control feed) and Group 3 (100% feed control). The
animals received their respective diets for 15 days. The pigs in group 1 were fed the
suspected feed collected at farm B, the group 2 pigs received a control diet and
group 3 receiving half suspected feed and half control feed . The feeds were
formulated with corn, soybean meal and commercial premix.

The piglets received food and water ad libitum, and they were weighed weekly
and monitored daily. All of the pigs were humanely euthanized as required by current
legislation under the approval of the UFRGS Ethics and Animal Experimentation
Committee (approval protocol number 29467). The carcasses were weighed and
necropsied, and multiple tissues, including liver, lung, heart, kidney, spleen, lymph
nodes, small intestine, large intestine and brain, were collected and stored in 10%

buffered formalin.
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The whole heart from each pig was collected and weighed after the blood was
drained. The heart weight-to-body weight ratio (HW:BW) was determined (Turk,
1983; Robinson; Robinson, 2016).

Chemical and toxicological analyses

Liver samples were collected from both the necropsied pigs from farm B and
the pigs from the experimental study. These samples were then frozen at -20°C to
evaluate the levels of vitamin E and selenium. The liver and myocardial samples
stored in 10% formalin from piglets of farms B and C, in addition to those from the
experimental groups, were used to determine the levels of other minerals. Feed

samples from farms A and B were collected for chemical and toxicological analyses.

An aminogram analysis was performed on the feed sample from farm B, and
the measurements of the following amino acids were obtained: alanine, arginine,
aspartic acid, glycine, isoleucine, leucine, glutamic acid, lysine, cysteine, methionine,
phenylalanine, tyrosine, threonine, tryptophan, proline, valine, histidine and serine

(Suppl. Table. 1).

Molecular analyses

Formalin-fixed and paraffin-embedded (FFPE) tissue samples from the
myocardium of two inflicted pigs were used for the extraction of DNA? and RNAP by
polymerase chain reaction (PCR)° and reverse transcription polymerase chain
reaction (RT-PCR)%in order to detect major viral agents responsible for the heart

lesions in the pigs (Suppl. Table. 2).

Results
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Spontaneous cases: clinical features and histological characteristics

The impacted pigs varied in age from 30 to 70 days. Sixty pigs died at farm
A, 53 died at farm B, and approximately 80 pigs died at farm C. The clinical signs of
acute respiratory failure included dyspnea, cough, fatigue and anorexia, followed by
death within days. These clinical signs were consistently reported at all three farms.

The pigs were treated with antibiotics through their water and feed, and the
antibiotics were not successful. The mortality rates ranged from 2 to 10% within the
farms, which was considered above average for these farms. Pigs from other age
categories were not impacted. The feed was analyzed at farms B and C, and the
soybean meal exhibited a low-quality standard, as it had a low urea activity index of
0.03 and 0.04 (reference values (RV): 0.05 to 0.2), and the solubility analysis
displayed values between 50 and 60% (RV: 70-80%). In all of the studied farms, after
the supply of the suspected feed was replaced, mortality ceased, and the pigs with

the clinical signs recovered and survived.

During the visits, four piglets at farm A, six at farm B, and four at farm C were
necropsied, and similar gross lesions were observed in the piglets. The examination
of the abdominal and thoracic cavities revealed severe lesions (Fig 7). There was
moderate to severe serous translucent fluid with yellow fibrin strands in the
abdominal cavities of the piglets (Fig 2). The liver was markedly larger (Fig 1B), dark,
and nutmeg in color, which was mainly visible at the cut surface (Figs 1 and 3).

There was hepatic atrophy in some pigs at farm C, with marked chronic
lesions (Fig 2). The spleen was moderately enlarged, and it exhibited blood at the cut
surface. The thoracic cavity and the pericardial sac were filled with low to moderate

amounts of serous translucent fluid (hydrothorax and hydropericardium). The heart
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was enlarged, and it occupied almost the entire sternal surface (Fig 1) while
presenting a globular appearance (Fig 4) with severe bilateral ventricular dilation and
intraventricular clotted blood (Fig 5). The lungs were not collapsed, and they had a
mild to moderate interlobular edema. Table 1 describes the intensity of the main

lesions observed.

The macroscopic examination of the pig hearts at farm B at slaughter did not
reveal significant lesions. Liver and heart samples were collected from 50 randomly

selected animals.

During the histological examination of the myocardium in all of the pigs for the
experimental study and natural cases, the myocardium was observed to have
microscopic lesions. Cardiomyocyte atrophy was observed in the myocardium as
attenuated wavy fibers (Fig 2A), and MT staining revealed edema and the mild

deposition of fibrous connective tissues, mainly perivascular.

Additionally, in two pigs from farms A and B, we observed multifocal areas of
thrombosis in the myocardium, mild multifocal fibroid degeneration of blood vessel
walls, and a mild multifocal infiltration of lymphocytes in the epicardium and between
cardiomyocytes. The liver displayed moderate to marked congestion, necrosis and
degeneration of the centrolobular hepatocytes (Figs. 2C and 2D). The histologic
examination of the lungs revealed moderate interlobular septa edema (Fig 2E) and
moderate numbers of hemosiderin laden macrophages (heart failure cells) within the
alveolar lumen (Fig. 2F). In one pig at farm A, fibroid degeneration of the vessel walls
was also observed in the lymph nodes, and this degeneration was observed in the

spleen and brain in two pigs at farm B.

Experimental study
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In the experimental study, one piglet from Group 1 exhibited coughing on the
8th day of feed consumption and severe dyspnea on the 13th day of feed
consumption. Another piglet displayed signs of diarrhea with orange-stained feces on
the 7th day of the experiment. The remaining pigs did not display any clinical signs,
and all were euthanized on the 15" day of the experiment. At necropsy, the two
piglets in group 1 with clinical signs had lesions similar to those found in pigs that

died from natural causes.

The necropsy revealed moderate bilateral ventricular dilatation (Fig 6), a mild
amount of fluid in the abdominal and thoracic cavity, and a liver with a nutmeg
pattern. The evaluation of the heart weight-to-body weight ratio of the two pigs with
macroscopic lesions in Group 1 demonstrated a significant difference when
compared to the control pigs. The control pigs had an average HW: BW of 0.53%.
The two pigs with DCM lesions had average HW: BW values of 0.73 % and 0.86%,

respectively.

The histological evaluation revealed that similar alterations to those observed
in natural cases occurred. The piglets from the control group and pigs receiving the

50% diet did not display macroscopic or microscopic lesions.

Chemical and toxicological analyses
Selenium values were within the normal range (RV: 0.1 to 2.9 pg/kg) in the
analyzed samples of all the pigs for the natural and experimental cases. Vitamin E

values in the liver of the pigs both from natural and experimental cases were also
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normal (RV: 3.8-10 pg/kg), except for one pig in Group 1, which exhibited a value

higher than 10 pg/kg.

All of the piglets in the natural and experimental cases of DCM had high
magnesium levels (600-800 pg/kg) in the myocardium compared to the control
animals (300-400 ug/kg). The iron levels in the liver were higher in animals from the
experimental group (113-120 pg/kg) than in animals in the control group (145-150
Ha/kg).

The feed analysis at farms B and C did not detect the following substances:
gossypol, monocrotaline and ionophores. Additionally, the mycotoxin levels in the
feed were below the toxic threshold (<5 pg/kg for fumonisins and <50 ug/kg for

aflatoxin).
Molecular analyses

The heart samples from the pigs subjected to PCR in both the natural and
experimental cases were negative for porcine Circovirus type Il, Porcine Parvovirus,

Influenza A, Enterovirus and Pestivirus.

Discussion

According to the pathological, histopathological, epidemiological, and
experimental findings, the condition described in this study can be characterized as
congestive heart failure by nutritional DCM in pigs.

The causes of dilated cardiomyopathy in pigs has been linked to poisoning by
gossypol, ionophore, antibiotics and fumonisin. ' 1314 20:2> Thege causes have been
eliminated in this study by the use of chemical analysis and toxicological tests.

The mineral analysis revealed a higher level of magnesium in the heart

samples from piglets with DCM than in the experimental pigs in the control group.
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Some studies suggest that high levels of magnesium in the liver and heart are related
to the occurrence of cardiac alterations. *° However, additional studies are needed
for further clarification of this relationship in natural conditions. Additionally, high
levels of iron were observed in the liver samples of the piglets with DCM. This likely
occurred because of congestive heart failure with marked congestion of the viscera.

In our study, the levels of vitamin E and selenium were normal, and the
macroscopic and histopathological lesions were different from those observed in
Mulberry heart disease cases, which is characterized primarily by hemorrhage and
necrosis of the cardiomyocytes. *" 23

In two of the studied farms (farms B and C), the soybean meal exhibited poor
quality, which was classified by the low urea activity and low solubility. A low solubility
indicates that the bran does not have the recommended water content, and it has
possibly undergone a process called “over toasting”.*®'* The consumption of a low
solubility soybean meal by the nursery pigs resulted in decreased digestibility rates
and a decrease in lysine availability for the animals, which leads to a reduction in

weight gain.'® ! However, there are no reports to date that associate the soybean

meal with the occurrence of cardiac abnormalities.

The aminogram did not detect any alterations in the total levels of amino acids
of the low-solubility soybean meal, but the possibility that these nutrients were
absorbed less frequently cannot be excluded. The nutritional value of protein in food
does not solely depend on amino acid composition, but it also depends on
digestibility and availability, which are factors that were not analyzed in this study. 2

In the outbreaks, the impacted piglets were in the nursery phase especially,

and during this phase, there is a high energy requirement, which leads to a major
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change in intestinal morphology caused by modifications in the piglets’ diet. External
factors such as temperature, humidity, and conditions of the facilities, as well as
factors related to diet, can interfere with the intake and utilization of food. *®* In this

study, the low quality of the feed may have caused the cardiac abnormalities.

When determining the HW:BW of the piglets from the experimental study, one
piglet exhibited a heart volume of 0.86%, which is twice the estimated mean value
(0.40%). A second pig with more mild injuries exhibited a heart volume of 0.73%. In
DCM, an increase in heart volume is macroscopically observed, and the increase in
volume includes the dilation of heart chambers, mainly the ventricles, which acquire a
rounded shape, a flaccid appearance and a weight 20 to 50% above the normal
range. > *°

In this study, dilation was observed in all of the heart chambers, and this
observation is similar to that described in dogs and humans. > 2% ** It has been noted
that there is a greater dilation of the left ventricle for cats on occasion. %

The macroscopic alterations observed in the piglets with nutritional DCM in
this study are similar to the alterations found in cases of taurine deficiency in cats,
genetic cardiomyopathy in dogs and humans, gossypol poisoning in pigs, as well as

ionophore poisoning in cattle and pigs. > 2% 29 121516

The histologic lesions observed for the pig organs in the natural and
experimental cases were comparable to congestive heart failure due dilated
cardiomyopathy. No histological lesions were observed in the pigs with diarrhea in

the experimental study. A pattern of wavy fibers was observed in the hearts of pigs
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with DCM. These histopathological lesions are consistent with the pattern of wavy

fibers described in DCM for dogs, humans, turkeys, and pigs. > 2% 194 243

There are a few reports of dilated cardiomyopathy in pigs compared to
humans and dogs in which DCM is the main type of diagnosed cardiomyopathy. 2"’
Several causes of DCM in humans and animals are still unknown. The “round heart
disease” in turkeys, has a not well-defined etiopathogenesis, has an unclear cause
as well. Additionally, mulberry heart disease, which is an important disease that

impacts nursery pigs, does not have a defined etiology.

Further research on swine DCM is necessary because pigs serve as an
experimental model in human heart diseases due to similar anatomical and functional

features of the heart. 2°

Macroscopic lesions, clinical history, laboratory tests, and the results of the
experimental study demonstrated that the death outbreaks in growing pigs are
caused by nutritionally induced dilated cardiomyopathy. This study suggests that this
condition is related to the consumption of feed that is formulated with a low-quality
soybean meal. However, we still do not know the specific cause. During this study,
we discarded the following main causes of DCM in pigs: ionospheres or gossypol
intoxications, possible infectious causes and toxic causes. There were no significant
changes in the levels of the primary minerals and vitamins supplemented in the

experimental diets
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Figures and Legends

Figures 1-6. Gross lesions of dilated cardiomyopathy in pigs. 1. Figure. The heart is
markedly increased in volume and occupies most of the thoracic cavity. In the
abdominal cavity, there are moderate ascites with fibrin filaments and an enlarged
and diffused red liver. 2. Figure. Moderate to severe ascites and moderate atrophy of
the liver. 3. Figure. Nutmeg liver, cut surface. 4. Figure. Heart markedly increased in

volume. 5. Figure. Transversal sections of the heart displaying severe bilateral
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ventricular dilatation and an intraventricular blood clot. 6. Figure. Experimental study.

Observed transversal sections of a pig heart with dilated cardiomyopathy (above)

compared to a heart of a normal control pig.

Figure 7-12. Histologic lesions in tissue from a pig with dilated cardiomyopathy.
Figure 7. Heart of a pig with DCM, which shows cardiomyocyte atrophy evidenced by

attenuated wavy fibers. H&E, obj. 10x. Figure 8. Heart of a control pig. Figure 9.
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Moderate to marked hepatic congestion, degeneration and necrosis of the
centrolobular hepatocytes (nut meg liver). H&E, obj. 20x. Figure 10. Nut meg liver in
Masson’s Trichrome stain, obj. 10x. Figure 11. Moderate interlobular pulmonary
edema. H&E obj.10x. Figure 12. Lung. Moderate numbers of macrophages with

intracitoplasmatic hemosiderin (heart failure cells). Perl’s Prussian blue stain, obj.40x



4.2 Artigo 2

Neste item e apresentado o artigo 2 intitulado ”Cardiomiopatia dilatada em suinos:
caracterizacdo histologica, histoquimica e imuno-histoquimica”, que sera submetido a revista

Pesquisa Veterinaria Brasileira. .



44

Cardiomiopatia dilatada em suinos: caracterizacao histologica,
histoquimica e imuno-histoquimica?

Raquel Aparecida Sales da Cruz2, Matheus de Oliveira Reis 2, Marina Paula Lorenzett?, Fernando Soares da
SilvaZ, Daniele Mariath Bassuino?, Fabiana Marques Boabaid3, Saulo Petinatti Pavarini, David Driemeier?*.

ABSTRACT.- Cruz R.A.S., Reis M.O., Lorenzett M.P,, Silva F.S., Bassuino D.M., Boabaid F.M., Pavarini S.P.,
Driemeier D.[ Dilated cardiomyopathy in swine: histological characterization, histochemistry and
immunohistochemistry]. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00- 00. Setor de Patologia Veterinaria,
Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves, 9090, CEP:
91540-000, Porto Alegre, RS, Brasil. E-mail:davetpat@ufrgs.br

Dilated cardiomyopathy (CMD) is a myocardial disease characterized by cardiac dilation and failure of
ventricular function rarely diagnosed in pigs. This study characterized the main histological, histochemical
and immunohistochemical changes seen in pig hearts with CMD of nutritional origin and compared them
with control pigs. Six pigs with CMD and 2 control pigs without cardiac alterations were used. The 10%
formalin-fixed heart samples were sectioned in six-part transverse and longitudinal sections: right atrium
(AD), left atrium (AE), right ventricle (RV), left ventricle (LV), interventricular septum and papillary
muscle (MP). Samples were stained with hematoxylin and eosin, masson and picrosirius trichrome plus
anti-vimentin, anti-desmin and anti-ANP immunohistochemistry. The main cardiac lesions observed in pig
hearts with CMD were atrophy of cardiomyocytes, sarcoplasmic vacuolization, rupture of myofibers and
fibers with wavy pattern. The anti-desmin and anti-vimentin markers were less intense in areas with
histopathological lesions, evidencing a loss of proteins and decreased irrigation in injured areas. The anti-
ANP marking occurred in atria of all samples analyzed and was characterized as being granular and
perinuclear, being more intense in atrial cardiomyocytes of control animals. In the ventricles the marking
was discrete and very variable. The CMD cardiac lesions in pigs are similar to those observed in other
species. Anti-desmin immunohistochemistry should be used as an important diagnostic tool for CMD in

pigs.

INDEX TERMS: myocardial diseases, heart failure, piglets, histopathology.

RESUMO.-Cardiomiopatia dilatada (CMD) é uma doenc¢a miocardica caracterizada por dilatacdo cardiaca e
falha na func¢do ventricular raramente diagnosticada em suinos. Este estudo caracterizou as principais
alteracdes histoldgicas, histoquimicas e imuno-histoquimicas visualizadas em coragdes de suinos com

1 Recebido em ...... 2017.
Aceito para publicagao €m ........cernmrersseesnsennnens

2 Setor de Patologia Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av.
Bento Gongalves, 9090, CEP: 91540-000, Porto Alegre, RS, Brasil * Autor para correspondéncia:
davetpat@ufrgs.br

3 Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade de Cuiab4, Rua Itélia s/n, Jardim Europa, CEP: 78065-
480, Cuiaba, MT, Brasil.
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CMD de origem nutricional e as comparou com suinos controles. Foram incluidos 6 suinos com CMD e 2
suinos controles sem altera¢des cardiacas. As amostras de coracdo fixadas em formalina a 10% foram
seccionadas em cortes transversais e longitudinais de seis por¢des: atrio direito (AD), atrio esquerdo (AE),
ventriculo direito (VD), ventriculo esquerdo (VE), septo interventricular (SIV) e musculo papilar (MP). As
amostras foram coradas com hematoxilina e eosina, tricrémico de masson e picrosirius além das imuno-
histoquimicas anti-vimentina, anti-desmina e anti-ANP. As principais lesdes cardiacas observadas em
coracdes de suinos com CMD foram atrofia de cardiomidcitos, vacuolizacdo sarcoplasmatica, ruptura de
miofibras e fibras com padrdo ondulado. As marcagdes anti-desmina e anti-vimentina foram menos
intensas em areas com lesdes histopatoldgicas, evidenciando uma perda de proteinas e diminuicdo de
irrigacdo em areas lesionadas. A marcacgdo anti-ANP ocorreu em atrios de todas as amostras analisadas e
caracterizou-se por ser granular e perinuclear, sendo mais intensa em cardiomiécitos atrias de animais
controles. Nos ventriculos a marcagao foi discreta e muito variavel. As lesdes cardiacas de CMD em suinos
sdo semelhantes as observadas em outras espécies. A imuno-histoquimica anti-desmina deve ser utilizada
como uma importante ferramenta diagndstica para CMD em suinos.

TERMOS DE INDEXA(,‘AO: doengas do miocardio, insuficiéncia cardiaca, leitdes, histopatologia.

INTRODUCAO

Cardiomiopatia dilatada (CMD) é uma doenc¢a miocardica caracterizada por dilatacdo cardiaca e reducido
da contratilidade da parede do ventriculo esquerdo ou de ambos os ventriculos, sendo a etiologia de
origem genética ou desconhecida (0’Grady & O’Sullivan 2004).

Em animais a CMD é comumente relatada em cdes de racas definidas de porte grande a gigante,
especialmente Dobermann (Lobo & Pereira 2002). Em gatos é associada principalmente a deficiéncia de
taurina, mas, com o avang¢o nos estudos sobre nutricdo animal e suplementacido de taurina na dieta de
gatos, houve um declinio significativo no ntimero de casos, que se tornaram raros (Sisson & Thomas
1995). Em suinos hé relatos de CMD associada a intoxica¢do por gossipol, antiobiéticos ion6foros, estresse
e causas nutricionais desconhecidas (Smith 1957, Nogueira et al. 2009, Ensley & Osweiler 2012, Collins et
al. 2015). H3, ainda, relatos de cardiomiopatia dilatada hereditaria em bovinos produtos do cruzamento
entre as racas Simental e Holandesa de pelagem vermelha (Nart et al. 2004, Buczinski et al. 2010, Horiuchi
et al. 2015). Na criacdo comercial de perus ha diversos relatos de cardiomiopatia dilatada espontanea,
conhecida como “doenga do coragdo redondo dos perus”, cuja etiopatogénese ficou indefinida durante
muitos anos, mas alguns estudos indicam a identificacdo de alguns genes possivelmente ligados a CMD
nesta espécie (Czarnecki 1984, Reed et al. 2007, Stenzel et al. 2008).

Na CMD o miocardio encontra-se enfraquecido e dilatado e ndo consegue bombear o sangue de forma
eficiente para o corpo (Lobo & Pereira 2002). Macroscopicamente o coragdo tem um significativo aumento
de volume, com dilatagdo de camaras cardiacas, principalmente dos ventriculos, que adquirem forma
globosa, aspecto flacido e peso 20 a 50% acima do normal (Edwards 1987, Sisson & Thomas 1995,
Tidholm & Jénsson 1997).

As principais alteracdes microscépicas observadas nos coragdes com CMD em humanos e animais sdo
cardiomidcitos alongados e com vacuolizagdo sarcoplasmatica, devidos a perda de miofibrilas contrateis.
Os nucleos estdo hipertrofiados por aumento na sintese de DNA, podendo apresentar aspecto polipoide,
hipercromatico e com cromatina heterogénea. Pode se observar também infiltrado intersticial de
macroéfagos e linfécitos, além de deposicdo de tecido conjuntivo fibroso, principalmente perivascular. Em
alguns casos observam-se também aterosclerose e trombose (Edwards 1987, Davies 2000, Radu et al.
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2012). Em caes, espécie animal em que a doeng¢a é mais estudada, descrevem-se ainda dois padroes
distintos de lesdes: degeneracdo de cardiomiécitos e infiltracdo gordurosa observadas principalmente em
cies das racas Boxer, Dobermann Pinscher; e um padrio de fibras onduladas, visualizado cdes em ragas
gigantes, grandes e médias (Tidholm & Jonsson 2005). Em suinos, perus e bovinos ha relatos de lesdes
macroscopicas e histologicas semelhantes as observadas em humanos (Nogueira et al. 2009, Ensley &
Osweiler 2012, Collins et al. 2015, Cruz et al. 2017).

Na medicina veterinaria utilizam-se diversos marcadores clinicos, funcionais e bioquimicos na
tentativa de estabelecer diagndstico e progndstico de CMD e insuficiéncia cardiaca (IC), especialmente em
cdes. Os principais marcadores bioquimicos utilizados no diagnéstico e estabelecimento de progndstico
clinico em cdes com cardiomiopatia sdo os peptideos natriuréticos atriais (ANP) e cerebrais (BNP)
(Yonezawa et al. 2010). Adicionalmente, diversos estudos ainda estdo sendo desenvolvidos na tentativa de
estabelecer padrdes histologicos que auxiliem no estabelecimento do prognéstico e do diagndstico. Em
alguns casos de CMD, tanto humanos quanto animais morrem subitamente, sem sinais clinicos prévios.
Nestes casos o exame anatomopatoldgico é fundamental no diagndstico (Lobo & Pereira 2002, Dukes-
McEwan et al. 2003, Nunes et al. 2006, Radu et al. 2012). A CMD ¢ a principal causa de IC em humanos e
pesquisas sobre a CMD em animais sdo utilizadas como modelo para a espécie humana (Davies 2000,
Jefferies & Towbin 2010, Hershberger et al. 2013).

O objetivo deste trabalho é descrever a caracterizagdo morfolégica e imuno-histoquimica de lesdes

cardiacas em suinos com cardiomiopatia dilatada de origem nutricional, utilizando amostras de coracido
de suinos com e sem CMD.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas amostras de coracdo de seis suinos com CMD de origem nutricional (suinos 1, 2, 3,4, 5 e
6) e dois (7 e 8) suinos controle, sem CMD. As amostras dos coracdes de suinos com CMD foram
provenientes de estudos prévios (Cruz et al 2017). As amostras de coragdo foram fixadas em formalina a
10% tamponada, com avaliacido de seis areas cardiacas: parede de atrio direito (AD), atrio esquerdo (AE),
ventriculo direito (VD), ventriculo esquerdo (VE), septo interventricular (SIV) e mudsculo papilar (MP). As
amostras foram processadas rotineiramente para histologia, seccionadas a 3 um de espessura e
confeccionadas laminas histoldgicas, que foram submetidas as colora¢des de Hematoxilina e eosina (HE),
Tricrémico de Masson (TM) e Picrosirius (PS). Para o estudo imuno-histoquimico foram utilizados cortes
histolégicos transversais e longitudinais de 3 pm, das seis areas cardiacas, que foram aplicados em
laminas histolégicas silanizadas e empregados os anticopors primdarios anti-desmina, anti-vimentina e
anti-peptideos natriuréticos atriais (ANP). As técnicas e anticorpos utilizados estdo listados no Quadro 1.
Para a imuno-histoquimica anti-ANP foram utilizadas apenas amostras de atrios e ventriculos.

RESULTADOS

Nos suinos com CMD observaram-se alteracdes histolégicas principalmente em cardiomiocitos e, com
menos frequéncia, em espacos intersticiais. As altera¢cdes mais frequentes foram atrofia de cardiomidcitos
e vacuolizacdo sarcoplasmatica, observadas em todos os suinos afetados e na maioria das areas avaliadas
(Quadro 2). Atrofia de cardiomiécitos era caracterizada por nucleos distorcidos, hipercromaticos e
cromatina condensada (Fig 1A e 1B). Esta alteracdo era evidente principalmente em SI, onde os
cardiomidcitos atrofiados adquiriam um padriao de miofibras onduladas, especialmente em areas centrais
do miocardio de SI e ventriculos dos suinos com CMD (Fig 1C e 1D). Em suinos controle foi possivel
observar miofibras com padrido ondulado, principalmente, em por¢des do VD e em areas proximas ao
epicardio. Em ventriculo esquerdo observou-se esta alteragdo com menor frequéncia e intensidade.
Vacuoliza¢do sarcoplasmatica ocorreu especialmente em cardiomidcitos de paredes ventriculares. Esta
alteragdo tinha maior intensidade em areas proximas a vasos com trombose e em menor intensidade nos
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SIV e MP, sendo essa alteragdo mais acuradamente observada em cortes transversais. Nas coloracdes
especiais de TM e PS evidenciou-se deposicdo discreta de tecido conjuntivo intersticial e perivascular,
principalmente nos ventriculos de suinos com CMD e sem CMD (Fig 2C e 2D). Em apenas um suino (6)
visualizou-se area focal de esclerose no musculo papilar do VE (Quadro 2) (Fig 2A e 2B). Em quatro suinos
(1, 2, 3 e 4) foi observado infiltrado linfocitico multifocal discreto no ventriculo. Em todos os casos notou-
se ruptura multifocal de miofibras, com maior intensidade em miocardio ventricular e areas préximas a
injurias vasculares. Visualizou-se areas de trombose multifocais variando de discretas a moderadas em
ventriculos de quatro suinos (1, 2, 5 e 6). Nos atrios ndo foram visualizadas altera¢des histoldgicas
(Quadro 2).

A marcagao anti-desmina foi difusa acentuada em cardiomidcitos de suinos controles (Fig. 3 A e 3B). Ja
em suinos com CMD notou-se uma imunomarcag¢do anti-desmina discreta ou inexistente em areas com
lesdes, como vacuolizagido sarcoplasmatica e ruptura de miofibras (Fig. 3 C e 3D). Visualizou-se uma
marcagdo anti-vimentina em vasos sanguineos mais discreta em coracdo de suinos com CMD quando
comparado com os suinos controles, especialmente em areas com lesdes histopatoldgicas. Houve ainda
discreta marcagao anti-vimentina em tecido conjuntivo perivascular em todos os suinos. O anticorpo anti-
ANP marcou cardiomiocitos, principalmente dos atrios, em todos os suinos com CMD e nos suinos
controle. Nos suinos com CMD o padrio de marcacio atrial foi caracterizado por ser granular, perinuclear
multifocal discreto em cardiomidcitos, especialmente os proximos ao endocardio (Fig 4A e 4B). Em suinos
controles a marcagdo anti-ANP em cardiomi6citos atriais foi difusa moderada e com padrdo semelhante ao
observado nos casos de CMD (Fig 4C e 4D). Nos ventriculos de dois suinos (2 e 4) com CMD a marcacdo foi
multifocal discreta em cardiomidcitos préximos ao endocardio(Fig 4E). Houve ainda intensa marcacgio
granular e perinuclear em fibras de Purkinje em ventriculos de suinos com CMD e suinos controles (Fig
4F).

DISCUSSAO

Observaram-se lesdes histopatologicas predominantemente em cardiomidcitos de suinos com CMD. Estas
lesdes sdo compativeis com as descritas em outras espécies, como humanos, cies, gatos e perus (Edwards
1987, Davies 2000, Lobo & Pereira 2002, Tidholm & Jonsson 2005, Stenzel et al. 2008, Radu et al. 2012).
Collins et al. (2015) observaram lesdes histolégicas semelhantes em um suino. Neste estudo nao foi
observado o padrdo de degeneracdo de cardiomiocitos com infiltracdo gordurosa intersticial descrito em
cies, mas foi observado um padrio de fibras onduladas em todos os casos, especialmente em cortes de
septo interventricular. As miofibras cardiacas adquirem um padrio ondulado devido a atrofia em resposta
a perda de contratilidade e em areas com lesdes de isquémicas nos casos de CMD (Tidholm & Jénsson
2005). A visualizacdo desta alteracdo com maior frequéncia em SI é provavelmente pela disposicao
longitudinal das fibras. Essa alteragao foi também visualizada também em ventriculos de suinos controle,
sugerindo que isso ocorre no coragdo de suinos normais devida a expansao cardiaca durante a propulsao
do sangue para o organismo, no entanto, em suinos com CMD esta altera¢do é mais acentuada e esta
associada a atrofia de cardiomidcitos.

Em humanos a fibrose cardiaca é descrita como umas das principais lesdes histologicas observadas na
CMD e é até utilizada como um fator de prognéstico; nos casos do estudo a fibrose nao foi significativa,
apenas um suino apresentou area focal sugestiva de miocardioesclerose. Isso se deve, possivelmente, ao
tempo de evolugdo das lesdes; em humanos as lesdes sdo croénicas e, frequentemente, sdo casos de
cardiomiopatia genética ou em casos de alcoolismo (Edwards 1987, Davies et al. 2000, Radu et al. 2012).
Neste estudo, os casos sdo de cardiomiopatia dilatada de origem nutricional e que tiveram, em casos
espontaneos, evolucio da lesdo de 30 a 60 dias. No entanto, em todos os suinos com CMD observou-se
discreta deposicdo de delgadas camadas de tecido conjuntivo intersticial e perivascular, demonstrando
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um processo inicial de remodelac¢do, o que ja foi descrito em humanos (Marijianowski et al. 1995, Radu et
al. 2012). Deposicao de delgadas camadas de tecido conjuntivo foi também observada em suinos controle,
porém com intensidade menor em relacdo aos casos de CMD, sugerindo que, nestes casos, é uma alteracdo
fisioldgica.

A intensidade das alteragdes microscépicas no miocardio foi variavel entre os suinos e mesmo entre as
diferentes areas do miocardio, o que ja foi demonstrado em analises histologicas de coragdo humano
(Hughes & McKenna 2005). Em humanos é descrito que as alteragdes histolégicas associadas a
cardiomiopatia dilatada nao sdo especificas e nem todas estdo presentes simultaneamente em todos os
casos, o que foi observado nos casos estudados e é descrito para outras espécies animais (Radu et al. 2012,
Hughes & McKenna 2005, Robinson & Robinson 2016).

A imunomarcagdo para desmina em cora¢des de suinos com CMD foi reduzida em areas com lesdes
histolégicas mais acentuadas, especialmente de hipertrofia e vacuolizagio de cardiomidcitos. Este achado
é semelhante ao encontrado por Radu et al. (2012) em humanos e demonstra a perda de proteinas
contrateis dos cardiomidcitos, o que é, provavelmente, a razio para diminuicio de contratilidade cardiaca.

A marcacdo para vimentina em vasos sanguineos, em tecido conjuntivo intersticial e perivascular é
semelhante ao que é observado em humanos e outras espécies (Davies 2000, Tidholm & Jénsson 2005,
Radu et al. 2012). A imunomarcagdo reduzida em areas de lesdo é semelhante ao que ja foi descrito em
humanos, indicando que um quadro de isquemia seja também responsavel pelas lesdes. Na medicina
humana a vimentina é utilizada como um marcador de diagndstico para miocardioesclerose, ja que a
fibrose é a lesdo histoldgica predominante nos casos de CMD humana (Davies 2000, Radu et al. 2012). Nos
casos avaliados a fibrose ndo foi uma alteracao importante.

A dosagem de peptideos natriuréticos no soro é frequentemente utilizada para o estabelecimento do
diagnoéstico e do progndstico de alteragdes de volume cardiaco em humanos e animais (Yonezawa et al.
2010, Sergeeva & Christoffels 2013, Oremus et al. 2014). Diversos autores descrevem a IHQ anti-ANP
como uma ferramenta de diagndstico histopatolégico para cardiomiopatias (Takemura et al. 1989,
Hasegawa et al. 1991, Colbatzky et al. 1993, Luchner et al. 2001, Biondo et al. 2003). Neste estudo houve
marcagdo para ANP em cardiomidcitos atriais préximos ao endocirdio em suinos com CMD e em
controles, semelhante ao que é descrito em coelhos, suinos, gatos e cdes, com imunomarcacdo restrita a
cardiomidcitos atriais em animais saudaveis (Takemura et al. 1989, Hasegawa et al. 1991, Colbatzky et al.
1993, Luchner et al. 2001, Biondo et al. 2003) e diferente do que ocorre em ratos, nos quais é descrita
marcagdo em cardiomiocitos atriais e ventriculares em animais saudaveis (Raizada et al. 2001). Nos
suinos com CMD houve marcagdo menos intensa em cardiomi6citos atriais quando comparados com os
controles. Em apenas dois suinos com CMD houve marcagio em cardiomidcitos ventriculares. E também
descrita marcagdo ventricular variavel em caes, gatos e humanos (Takemura et al. 1989, Colbatzky et al.
1993, Biondo et al. 2003). Colbatzky et al. (1993) consideraram que a IHQ anti-ANP para ser utilizada
como um marcador histolégico requer novas pesquisas e resultados mais convincentes.

CONCLUSOES

As principais alteragdes histoldgicas que caracterizaram a CMD em suinos ocorreram em cardiomidcitos,
com atrofia, padrdo ondulado, vacuolizagdo sarcoplasmatica e ruptura. O padrao de fibras onduladas foi
observado especialmente em septo interventricular. Quando essa alteracdo era observada apenas em
miofibras proximas ao epicardio em ventriculos de suinos foi considerada uma alteragdo fisiologica. A
fibrose cardiaca foi pouco observada em suinos com CMD, demonstrando nio ser um achado importante
para definir diagnostico e progndstico nestes casos.
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A imuno-histoquimica para desmina foi uma importante ferramenta no diagndstico histoloégico de CMD
em suinos. A imunorreatividade para ANP em atrios foi mais intensa em cardiomidcitos de suinos controle
em relacdo aos suinos com CMD.
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Quadros e figuras

Quadro . Anticorpos empregados na avaliacao morfoldgica de coracdes de suinos com e sem

CMD
Anticorpo Marca Clone Diluicio Recuperacao antigénica Referéncias
Anti-proANP ~ Abcam ab105450 1:50 - Biondo et al., 2003
Anti- desmina Dako D33 1:300 Tris EDTA, pH 9,0 Raduetal., 2012
Anti-vimentina  Dako V9 1:200 Tampao citrato, pH 6,0 Raduetal., 2012

ANP (peptideo natriurético atrial)



Quadro 2. Principais achados histopatolégicos no miocardio de suinos com cardiomiopatia dilatada e em suinos controles

Alteracoes histopatologicas

Suino Coragdo Atrofia de Vacuolizacio Rupturade Miofibras . Infiltracao .Infiltf'a,d(-)
cardiomiocitos sarcoplasmatica miofibras onduladas Fibrose gordurosa l-lnfoc1t-a 1.‘10 Trombose
intersticial
VD ++ + ++ ++ + NO + NO
VE + ++ + + + NO NO +
' SIV + + + +++ NO NO NO NO
MP NO NO NO NO NO NO NO NO
VD ++ +++ ++ ++ + NO NO +
VE + + + ++ + NO NO NO
’ SIv + + ++ ++ NO NO NO NO
MP ++ +++ NO NO NO NO NO NO
VD + ++ ++ + + NO NO NO
3 VE ++ + + ++ + NO + NO

SIV + + + ++ NO NO NO NO



MP + ++ NO NO + NO NO NO
VD + + + ++ + NO NO NO
VE + + ++ ++ + NO + NO
SIV + + ++ +++ NO NO NO NO
MP NO + NO NO + NO NO NO
VD ++ +++ +++ ++ + NO + +++
VE +++ +++ +++ ++ + NO NO +

SIvV + ++ ++ +++ + NO NO NO
MP + ++ NO NO NO NO NO NO
VD ++ +++ +++ + + NO NO +

VE ++ + + +++ + + NO NO +

SIvV + + ++ ++ NO NO NO NO
MP NO ++ NO NO ++ NO NO NO
VD NO NO NO ++ NO NO NO NO
VE NO NO NO + + NO NO NO
SIvV NO NO NO NO NO NO NO NO
MP NO NO NO NO NO NO NO NO

53



VD NO NO NO ++ NO NO NO NO

VE NO NO NO + NO NO NO NO
8

SIV NO NO NO NO + NO NO NO

MP NO NO NO NO + NO NO NO

Legenda: NO (ndo observado), +++ (acentuado), ++ (moderado), + (discreto). Suinos 1 a 6 com CMD e suinos 7 e 8 sem CMD. Por¢des do miocardio:
parede de ventriculo direito (VD), ventriculo esquerdo (VE), septo interventricular (SIV) e musculo papilar (MP).
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Figuras.

Figural.

Figures 1. Caracterizacdo histoldgica das principais lesdes microscopicas observadas em coragdes de
suinos com cardiomiopatia dilatada (CMD). (A). Ventriculo esquerdo, corte longitudinal e transversal,
ruptura de fibras cardiacas, cardiomiocitos (seta) atrofiados com aspecto distorcidos e citoplasmas
vacuolizados (cabega da seta). H&E, obj. 10x. (B). Ventriculo esquerdo, corte transversal, cardiomidcitos
atrofiados com aspecto distorcido com citoplasmas vacuolizados(seta), nticleo hipercromatico por vezes
picndticos e cromatina condensada (cabeca da seta). H&E, obj. 40x. (C) Septo interventricular, corte
longitudinal, area central com atrofia (adelgacamento)de fibras cardiacas, que adquiriram aspecto
ondulado (seta). H&E, obj. 20x. (D) Septo interventricular, corte longitudinal, sem altera¢des histolégicas.
H&E, obj. 10x
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Figura 2.

Figures 2. Caracterizagdo histolégica das principais lesGes microscopicas observadas em coragdes de
suinos com cardiomiopatia dilatada (CMD). (A) Musculo papilar, corte transversal, deposicio moderada
de tecido conjuntivo fibroso (seta) e cardiomi6citos com vacuolizacdo perinuclear (cabeg¢a da seta). H&E
obj. 20x. (B) Musculo papilar, corte transversal, area de fibrose (Fig A) evidenciada de vermelho na
coloracdo de Picrossirius. PS, obj. 20x. (C). Ventriculo esquerdo, corte longitudinal, deposicio moderada
de delgada camada de tecido conjuntivo entre fibras cardiacas que se encontram adelga¢adas. H&E, obj.
40x. (D) Ventriculo direito, corte longitudinal, deposicdo de delgadas camadas de tecido conjuntivo

fibroso, entre fibras cardiacas vacuolizadas. PS, obj. 10x.
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Figure 3.
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Figures 3. Caracterizagdo imuno-histoquimica das principais lesdes microscopicas observadas em
coragbes de suinos com cardiomiopatia dilatada (CMD). (A) Ventriculo direito, corte transversal,
imunomarcagio difusa acentuada anti-desmina em cardiomidcitos de coracio de suino controle. I[HQ obj.
20x. (B) Ventriculo direito, corte longitudinal, imunomarca¢do difusa acentuada anti-desmina em
cardiomidcitos de coracdo de suino controle. IHQ obj. 20x (C). Ventriculo esquerdo, corte transversal, area
focalmente extensa com auséncia de imunomarcagdo anti-desmina em cardiomidcitos. I[HQ obj. 20x. (D)
Ventriculo direito, corte longitudinal, area focalmente extensa com auséncia de imunomarcagio anti-
desmina em cardiomidcitos. IHQ obj. 20x
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Figura 4

Figures 4. Caracterizagdo imuno-histoquimica em corag¢des de suinos com cardiomiopatia dilatada (CMD).
(A) Atrio, corte transversal, imunomarcacio multifocal discreta anti-ANP em cardiomiécitos do coragdo
de suino com CMD. IHQ obj. 20x. (B) Atrio, corte transversal, imunomarca¢io multifocal discreta anti-ANP
em cardiomiécitos do coracio de suino com CMD. IHQ obj. 40x. (C) Atrio, corte transversal,

imunomarcagdo difusa moderada anti-ANP em citoplasma de cardiomidcitos do coragao de suino controle.
IHQ obj. 20x. (D). Atrio, corte longitudinal, imunomarcacio difusa moderada anti-ANP com aspecto
granular e predominantemente perinuclear no citoplasma de cardiomidcitos préximos ao endocardio do
coracdo de suino controle. IHQ obj. 20x. (E). Ventriculo direito, corte transversal, imunomarcagio
multifocal discreta anti-desmina em cardiomidcitos do coracdo de suino com CMD. IHQ obj. 40x. (F).
Ventriculo esquerdo, corte transversal, imunomarcacdo difusa moderada anti-desmina com aspecto
granular e predominantemente perinuclear em células de Purkinje no coragio de suino controle. IHQ obj.
40x.
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5.0 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo a cardiomiopatia dilatada em suinos é de origem nutricional e sugere-se
que esteja associada ao consumo de farelo de soja de baixa solubilidade.

A CMD deve ser relacionada como uma importante doenga cardiaca que afeta
principalmente suinos em fase de creche no Brasil.

Novos estudos devem ser realizados na tentativa de elucidar a real participacdo do
farelo de soja de baixa solubilidade nos casos de CMD suinos.

As lesdes macroscopicas e histologicas observadas nos suinos com CMD deste estudo
sdo semelhantes as descritas em outras espécies.

A imuno-histoquimica anti-desmina € uma importante ferramenta que pode ser

utilizada no diagnéstico de CMD em suinos.
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