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RESUMO

A miocardite eosinofilica ¢ uma condi¢cdo nao descrita em suinos. O objetivo do trabalho ¢ relatar
dois casos de miocardite eosinofilica e granulomatosa, sem causa definida, como causa de morte
em suinos de terminacdo. Macroscopicamente, os coragdes se apresentavam acentuadamente
globoso com areas multifocais a coalescentes com pequenos nodulos brancos e areas palidas
multifocais no epicardio e no miocardio. Na analise histopatoldgica do coracdo dos dois suinos
foram observadas areas multifocais a coalescentes de perda de cardiomidcitos e substituicdo por
intenso infiltrado inflamatério de eosindfilos e proliferacdo de tecido conjuntivo. Havia ainda
infiltrado moderado macréfagos epitelioides com ocasionais células gigantes multinucleadas,
formando pequenas nodulagdes contendo no seu centro acimulo de eosindfilos e material
eosinofilico amorfo linear (degranulagdo eosinofilica de coldgeno). Foram realizadas coloragdes
histologicas especiais para a evidenciacdo de estruturas fungicas associadas a lesdo. Imuno-
histoquimica foi realizada para circovirus suino tipo 2 (PCV2) e Toxoplasma sp. Isolamento
bacteriano em aerobiose para as possiveis bactérias presentes em miocardites foram realizadas.
Testes moleculares de hibridizacao in situ e qPCR foram realizados para PCV2 e Circovirus Suino
tipo 3. Todos os testes realizados foram negativos. A miocardite eosinofilica ndo associada a
agentes infecciosos ¢ bem documentada na medicina humana e existem poucos casos na medicina
veterindria. No conhecimento dos autores, este ¢ o primeiro relato de casos de miocardite

eosinofilica e granulomatosa em suinos.

Palavras-chave: morte subita, falha cardiaca, disturbio eosinofilico, patologia suina.



ABSTRACT

Eosinophilic myocarditis is an unreported condition in pigs. The aim of this work is to report two
cases of sudden death duo to eosinophilic and granulomatous myocarditis, without a defined cause,
in finishing pigs. In the gross evaluation, the hearts were markedly globose with multifocal to
coalescent areas with small white nodules and pale multifocal areas in the epicardium and
myocardium. In the microscopic evaluation, in both hearts, multifocal to coalescent areas of loss
of cardiomyocytes and replacement by intense inflammatory infiltrate of eosinophils and
proliferation of connective tissue were observed. There was also a moderate infiltrate of epithelioid
macrophages with occasional multinucleated giant cells, forming small nodules with an
accumulation of eosinophils and linear amorphous eosinophilic material in their center
(eosinophilic collagen degranulation). Special histological stains were performed to show fungal
structures associated with the lesion. Immunohistochemistry was performed for porcine circovirus
type 2 (PCV2) and Toxoplasma sp. Bacterial isolation in aerobiosis for possible bacteria present
in myocarditis were performed. In situ hybridization and gPCR tests were performed for PCV2 and
Porcine Circovirus type 3. All tests performed were negative. Eosinophilic myocarditis not
associated with infectious agents is well documented in human medicine and there are few cases
in veterinary medicine. To the best of the authors' knowledge, this is the first case report of

eosinophilic and granulomatous myocarditis in pigs.

Keywords: sudden death, heart failure, eosinophilic disfunction, pig pathology.
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1 INTRODUCAO

A miocardite eosinofilica ¢ uma doenca inflamatdria rara que ¢ caracterizada por infiltrado
de eosindfilos no miocardio. A inflamagdo eosinofilica no coragdo pode ocorrer em casos de
hipersensibilidade do tipo I (induzida por drogas ou idiopaticas), infec¢do parasitaria (Toxoplasma
sp. € Sarcocystis spp.), fungica e por algas, sindrome paraneopldsica, leucemia granulocitica e
sindrome hipereosinofilica (LILLIEHOOK; TVEDTEN, 2003). Miocardite eosinofilica é bem
documentada na medicina humana (GINSBERG; PARRILLO, 2005), porém na medicina
veterindria existem poucos relatos, sendo eles em chimpanzé (DE OLIVEIRA et al., 2021), equino
(LUETHY et al., 2017) e cao (KEESHEN; CHALKLEY; STAUTHAMMER, 2016). Até o
presente momento, no conhecimento dos autores, nao ha relato de miocardite eosinofilica causando

morte em suinos.
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2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliografica deste documenta abordara a avaliagdo post-mortem do coracdo, as
principais patologias cardiacas que acometem suinos e miocardite eosinofilica ndo relacionada a

agentes infecciosos em outras espécies.

2.1 Avaliacao post-mortem do coracio

No suino doméstico, o coragao localiza-se no mediastino e se estende da segunda a quinta
costela. A cavidade toracica pode ser aberta pela retirada do externo, técnica usualmente utilizada
em animais leves (< 50 kg), ou rebatendo lateralmente as costelas. Apos aberta a cavidade, os
pulmdes e o coragdo podem ser visualizados e o saco pericardico examinado in sifu. A extensao
que o coragdo ocupa dentro da cavidade ¢ importante para dimensionar algum aumento de
tamanho. O epicardio e o pericardio sdo lisos e brilhantes devido & presenga de uma pequena
quantidade de liquido seroso (ROBINSON; LOYNACHAN, 2019).

Apos avaliagdo in situ, o coracdo pode ser removido junto com o pulmio e examinado
quanto a forma, tamanho e cor anormais. O rigor mortis ocorre rapidamente no coragdo em
compara¢do com o musculo esquelético e pode dar ao coracdo uma aparéncia muito firme ou
mesmo rigida. Antes do inicio do rigor mortis, o coragao pode parecer flacido ou dilatado, pois as
camaras podem dilatar-se antes da morte devido a doenca em miocardio ou secundariamente a
autolise pds mortal. As camaras cardiacas que dilatam ante mortem, frequentemente, apresentam
fibrose no endocardio que pode ser visualizado como areas esbranquicadas no miocardio. Analise
histopatologica deve ser realizada nessas se¢des para descartar doenga miocéardica subjacente
(MILLER; GAL, 2017).

Um método comum usado para examinar o coragdo ¢ visualizar as estruturas do miocardio
na dire¢do do fluxo sanguineo. O atrio direito deve ser aberto desde a veia cava caudal até a auricula
atrial, permitindo uma visao do endocardio atrial e da valva tricuspide. O préoximo corte deve ser
em "forma de U" através do anel triciispide e abaixo dele a valvula, descendo ao longo do septo
até o apice do ventriculo direito e subindo ao longo do septo da parede livre anexada através do
trato de saida para a valva semilunar do tronco pulmonar e artéria pulmonar. O atrio esquerdo deve

ser incisado a partir do retorno da veia pulmonar a auricula permitindo a mesma visualizagao do
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atrio direito. A proxima incisdo deve estender-se através da valva mitral e da parede livre do
ventriculo esquerdo até o &pice do ventriculo esquerdo. A valva semilunar adrtica e o trato de fluxo
de saida podem ser visualizados apds a valva mitral e o anel aortico serem incisados. A incisdo
através das paredes livres ventriculares, atrios e septo pode auxiliar na visualizagdo de lesdes
miocardicas que ndo se estendem ao epicardio ou endocardio. Outra forma de incisdo ¢ o corte do
coragdo em sessdes pouco espessas, de no maximo 4 cm. Esse corte permite a visualizagdo da
dilatacdo das camaras cardiacas e deve ser considerado na suspeita de aumento do volume do

coracdo (ROBINSON; LOYNACHAN, 2019).

2.2 Patologias Cardiacas em Suinos

Diversas sdo as patologias que afetam o coragdo em suinos. Nesta revisdo serdo abordadas

as principais afec¢des infecciosas e nao infecciosas.

2.2.1 Anomalias Congénitas

Escassos sdo os trabalhos recentes avaliando anomalias congénitas em suinos. Na década
de 1970, foi relatado ocorréncia de anomalias congénitas cardiovasculares em cerca de 0,49 -
14,6% dos animais avaliados (SALSBURY, 1970; WANG, 1978). Hsu ¢ Du identificaram 83
animais com anormalidades cardiacas em um estudo abrangendo 1.906 suinos. Este estudo
identificou anomalias em suinos com idades entre um dia e quatro anos, mas encontrou a maior
incidéncia de malformagdes em animais com 29 a 56 dias de idade. Um total de 122 anomalias
cardiacas foram encontradas nos 83 suinos. Foram elas: displasia da valva tricispide (34,3 %),
defeito do septo atrial (25,4 %), estenose subaortica (18 %), defeito do septo ventricular em (7,4
%), canal atrioventricular comum persistente (6,5 %), malformacao da banda moderadora (5,7 %),
veia cava persistente (0,8 %), truncus arteriosus persistente (0,8 %) e estenose pulmonar (0,8 %)
(HSU; DU, 1982). Em trabalho mais recente, o qual avaliou 471 suinos, defeitos cardiacos

congénitos foram diagnosticados em 6,4% dos animais (HOLYOAKE et al., 2006).

2.2.2 Doengas do Pericardio
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As lesdes mais comuns associadas ao pericardio sdo o hidropericardio e a pericardite.
Independente da origem, o aumento do liquido no pericéardico aplica pressdo externa ao coragao, o
que pode resultar em diminuicdo do preenchimento diastélico das cdmaras e congestdo venosa
(tamponamento cardiaco por aumento de fluido intrapericardico). O hidropericardio ¢ associado a
doenga do edema (SMITH; HALLS, 1967), doenga do musculo branco (NIELSEN et al., 1989),
caquexia, hipoalbuminemia e insuficiéncia cardiaca congestiva aguda e cronica (MILLER; GAL,
2017), como exemplo a cardiomiopatia dilatada (CRUZ et al., 2019; PIVA et al., 2020). A presenca
de filamentos delicados de fibrina em meio ao hidropericardico ¢ comum, e pode ser proveniente
de transudato modificado e deve-se ter como diferencial a pericardite fibrinosa (MILLER; GAL,
2017).

A pericardite cursa comumente com a expansdo da cavidade pericardica por exsudato
inflamatorio e € uma das causas mais importantes de doenga cardiaca em suinos (PIVA et al.,
2020). O exsudato pode ser fibrinoso, supurativo ou fibrinossupurativo com base na quantidade de
fibrina, no nimero de células inflamatorias e na presenca ou auséncia de bactérias piogénicas. A
pericardite pode surgir da disseminacdo hematogénica de bactérias ou extensdo linfatica da
inflamacdo de tecidos adjacentes, como pulmdes ou pleura (COELHO et al, 2014).
Macroscopicamente, se apresentam como expansdo do pericardio por acentuada quantidade de
liquido amarelado e com deposicdo de fibrina. A pericardite pode se tornar cronica, levando a
fibrose entre o pericardio e o saco pericardico, € pode resultar em insuficiéncia cardiaca congestiva
cronica. As principais bactérias envolvidas nas pericardites estdo listadas na Tabela 1 (COELHO

etal.,2014; ROBINSON; LOYNACHAN, 2019; PIVA et al., 2020).

2.2.3 Doengas do miocardio

A inflamagdo do miocardio, independentemente da causa, pode alterar a funcdo
cardiovascular ao induzir degenera¢do e necrose miocardica, alterar a condugdo elétrica e
interromper a contragdo miocardica. Esses fatores podem resultar em morte aguda associada a
disritmia ou contribuir para a insuficiéncia cardiaca crénica. Diversos patdégenos podem causar
miocardite (Tabela 1), grande parte agentes virais que chegam por disseminagdo hematdgena

(LEONE et al., 2019).
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Falhas nutricionais podem gerar danos ao miocardio. A doen¢ca do musculo branco
(mulberry heart disease), ¢ uma patologia comumente associada a deficiéncia de selénio e / ou
vitamina E (PALLARES et al, 2002). Os achados macroscopicos geralmente incluem
hidropericardio, edema pulmonar, hidrotérax e hemorragia cardiaca epicardica e transmural. J& na
histopatologia, hemorragia intersticial, edema, quantidades variaveis de degeneracdo, necrose e
mineralizagdo de cardiomiocitos podem ser observadas (OROPEZA-MOE et al., 2019). As lesdes
histopatologicas podem variar de acordo com a cronicidade das lesdes. Existem relatos mostrando
tal condigdo em suinos com niveis normais de selénio e vitamina E (NIELSEN ez al., 1989; SHEN
et al.,2011), nos quais a causa primaria da lesdo ndo ¢ identificada.

A cardiomiopatia dilatada ¢ caracterizada pela reducdo da contratilidade e dilatagdo
ventricular, unilateral ou bilateral, a qual pode progredir para insuficiéncia cardiaca congestiva
cronica (MILLER; GAL, 2017). Essa condicao usualmente ndo ¢ associada a uma causa especifica
(COLLINS; EATON; HOENERHOFF, 2015; PIVA et al., 2020). Na macroscopia, além da
dilatagdo cardiaca, o padrdao lobular hepatico aumentado (figado de noz-moscada) e edema
pulmonar sdo observados com frequéncia. J4 na microscopia, hipertrofia severa e vacuolizagao de
cardiomiocitos, bem como desordem de miofibras sdo relatados (CRUZ et al., 2019).
Recentemente, essa doenca foi reproduzida experimentalmente em suinos de creche, e a condi¢ao

foi associada ao uso de farelo de soja de baixa qualidade (CRUZ et al., 2019).

2.2.4 Doengas do endocardio

A endocardite valvular ¢ a doencga do endocardio reportada em suinos. Essa ¢ associada a
infeccdo de diversas bactérias (Tabela 1), com destaque para Streptococcus suis e Erysipelothrix
rhusiopathiae. Causas fungicas e parasitarias sdo raras (ROBINSON; LOYNACHAN, 2019). A
valva mitral ¢ mais comumente afetada, seguida pelas valvas aortica, tricuspide e pulmonar.
Independentemente da valva afetada, os achados post-mortem geralmente consistem em um ou
mais massas irregulares e fridveis que podem envolver o endocardio mural adjacente.
Microscopicamente, as lesdes agudas sdo compostas por endotélio valvar ulcerado coberto por
camadas concéntricas de fibrina, agregados bacterianos e nimero variavel de células inflamatorias,

principalmente, neutréfilos degenerados. O tecido de granulagdo pode cobrir as valvulas em lesdes



15

cronicas. Infartos multifocais em outros 6rgaos, especialmente nos rins, também podem ocorrer

quando os trombos se desprendem do endocardio e formam os émbolos (MILLER; GAL, 2017).

Tabela 1 — Agentes patogénicos associados a doengas cardiacas inflamatdrias em suinos.

Local

Agente etiologico

Endocardio

Trueperella pyogenes
Erysipelothrix rhusiopathiae

Streptococcus suis, Streptococcus spp.

Miocardio

Septicemia bacteriana

Virus da Encefalomiocardite

Virus da Febre Aftosa

Circovirus Suino tipo 2

Circovirus Suino tipo 3

Sindrome Reprodutiva e Respiratoria dos Suinos
Doenga de Aujeszky

Doenga Vesicular dos Suinos

Seneca Valley Virus

Doenca do Edema

Pericardio e epicardico

Actinobacillus sp.
Glaesserella parasuis
Mycoplasma hyorhinis
Pasteurella multocida

S. suis, Streptococcus spp.

Septicemia bacteriana

Fonte: adaptado de COELHO et al. (2014); ROBINSON; LOYNACHAN, (2019); PIVA et al., (2020).

2.2.5 Principais agentes etiologicos causadores de doencgas inflamatorias cardiacas

Diversos agentes etioldgicos ja foram descritos por relatar doencgas inflamatdrias cardiacas

em suinos. Os principais patdgenos serdo abordados a seguir.



16

2.2.5.1 Parasitarios

A trichinelose ¢ uma das doengas parasitarias com maior importancia na saude publica
envolvendo suinos em diversos paises do mundo, sendo o Brasil considerado livre desse nematoide
(SOUZA; SPOSITO; MERLINI, 2013). Os parasitas do género Trichinella spp. sdo nematodeos
intracelulares que entram na circulagdo através da barreira intestinal e sdo distribuidas por todo o
corpo e penetram no sarcoma das células do musculo esquelético. Depois de entrar no midcito, a
larva pode se manter ali por meses ou anos. Durante a entrada de Trichinella spp. no misculo, pode
ser observado infiltrado eosinofilico na microscopia, sendo esse substituido por uma cépsula de
coladgeno apos a formagdo do cisto do nematoide na célula. Na macroscopia ndo sdo observadas
alteracdes (DYAB; AHMED; GAREH, 2019).

O suino pode ser hospedeiro intermedidrio de Sarcocystis spp., sendo o canino o principal
hospedeiro definitivo. Suinos criados soltos em contato com outras espécies sao mais passiveis de
se infectar por esse protozoario. Apesar de normalmente observado no musculo esquelético, ha
relatos da identificacdo do agente no coracdo (HUANG et al., 2019). Em caso de ruptura dos cistos,
as estruturas parasitarias livres podem gerar recrutamento de eosinofilos, o que, quando ocorre no
coragdo, tem o potencial de gerar uma miocardite eosinofilica (ROBINSON; LOYNACHAN,
2019).

A toxoplasmose ¢ esporadicamente diagnostica em suinos e normalmente esta associado a
perdas no plantel reprodutivo (BASSO et al., 2015). Toxoplasma gondii ¢ um protozoario
intracelular com potencial zoonoético cujos hospedeiros definitivos sao os felinos. Na macroscopia,
a visualizacdo dos cistos ndo ¢ possivel. Na microscopia, eventualmente ¢ dificil de visualizar os
cistos, mas inflamag¢do, hemorragia e degeneracdo com necrose focal podem ser sugestivos da

infeccdo (BEZERRA et al., 2012).

2.2.5.2 Bacterianos

Diversas bactérias podem estar envolvidas em reag¢des inflamatorias no coracdo (Tabela 1).

De forma geral, as bactérias chegam por via hematégena no coragdo ou por infecg¢@o adjacentes no
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pulmao e pleura, e podem causar miocardite, e com frequéncia abrangendo também o pericardio
(ROBINSON; LOYNACHAN, 2019).

Trabalho recente objetivou identificar a frequéncia de lesdes macroscopicas e
microscopicas e os agentes bacterianos envolvidos em pericardites em suino no abate no Estado do
Rio Grande do Sul. No total foram investigados 91 casos de pericardites, 89% deles foram
classificados como cronicos na histopatologia e pleurite cronica foi observada em 47% dos pulmdes
correspondentes. Os agentes bacterianos isolados foram Streptococcus spp., Pasteurella multocida,
Glasserela parasuis e Streptococcus suis (COELHO et al., 2014). Além de pericardites, S. suis

possui significativa importancia nas endocardites valvulares (SAVIC et al., 2020).

2.2.5.3 Virais

Infecgdes virais podem ter efeitos secundarios no sistema cardiocirculatorio e sdo diversos
os virus a causarem disturbios cardiacos (Tabela 1). Entre os virus a causar lesao direta no coragao,
tem destaque o virus da encefalomiocardite, virus da Febre Aftosa, circovirus suino tipo 2 e tipo 3
PCV2 e PCV3), os quais serdo abordados em seguida.

O virus da encefalomiocardite infecta diversas espécies, incluindo humanos. O reservatorio
natural sdo os roedores, os quais ndo mostram sinais clinicos (GELMETTI et al., 2006). A principal
lesdo causada por esse virus ¢ a miocardite, a qual € observada em leitdes jovens (BILLINIS et al.,
2004). Quando infectadas, matrizes podem apresentar perdas reprodutivas (KOENEN et al., 1994).
Na macroscopia, as lesdes observadas na fase aguda da infec¢do sdo multiplos focos circulares a
lineares no miocardio, principalmente no ventriculo direito. Excesso de liquido pleural, peritoneal
e no pericardico também pode ser encontrado, além de edema dos pulmonar e hiperemia das
tonsilas. Na microscopia, os focos no miocardio consistem em necrose com degeneracdo do
sarcoplasma e mineralizagdo por vezes com infiltrado linfocitario. Outras lesdes extra cardiacas
sdo observadas no encéfalo e se caracterizam por meningoencefalite ndo supurativa (BREWER e¢
al.,2001; VANSTEENKISTE et al., 2016).

A Febre Aftosa possui grande importancia econdmica, principalmente, na bovinocultura.
Contudo, suinos também podem ser afetados (ALEXANDERSEN et al., 2003). Além das lesdes
vesiculares e ulcerativas tipicas da doenga, também estd bem estabelecido que o virus da Febre

Aftosa pode causar infec¢do no miocérdio, levando a insuficiéncia cardiaca e morte subita. Os
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achados de necropsia associados a miocardite podem variar de auséncia completa de lesdes visiveis
a areas distintas de palidez na superficie cardiaca que se estendem para o miocardio subjacente,
comumente descrito como “coracdo tigrado”. A efusdo nas cavidades tordcicas e/ou abdominais
pode ocorrer em casos subagudos ou cronicos, indicando insuficiéncia cardiaca congestiva, mas
frequentemente estdo ausentes em casos agudos de progressdo rapida. Na microscopia, achados
sugestivos de miocardite induzida pelo virus da febre aftosa sdo degeneracdo e necrose dos
cardiomidcitos, a qual podem ocorrer como células individuais, pequenos agrupamentos ou podem
ser regionalmente extensos associado a graus variados de infiltrado inflamatorio predominante de
linfocitos e plasmocitos, além de edema (STENFELDT et al., 2016).

O PCV2 ¢ um virus endémico em diversos paises e causa perdas economicas significativas
a suinocultura ha décadas (SEGALES, 2012). A insuficiéncia cardiaca tem sido descrita devido a
miocardite necrosante aguda, com vasculite cronica principalmente no coragdo, rins e tecidos
linfoides. A miocardite por PCV2 ¢ comumente observado em fetos abortados em consequéncia a
circovirose. O antigeno do PCV2 ja foi detectado no citoplasma dos miocardidcitos e nas células
endoteliais vasculares no miocardio, o que mostra um tropismo direto do virus pelas células
cardiacas ¢ endoteliais (OPRIESSNIG; JANKE; HALBUR, 2006). J4 o PCV3 foi recentemente
descrito e sua patogenia ainda ndo ¢ bem compreendida (PHAN et al., 2016). Apesar de haver
poucos trabalhos, tanto com inoculagdo experimental quanto em animais infectados a campo, ¢
observado um tropismo do PCV3 por cardiomidcitos e endotélio vascular (DE CONTI et al., 2021;
TEMEEYASEN et al., 2021).

2.2.6 Cardiomiopatias de origem toxicas

Iondforos sdo amplamente usados no controle de coccidios e promotores de crescimento
em suinos (DORNE et al., 2013). Os principais ionoforos utilizados sdo a monensina, a narasina e
a lasalocida (ENSLEY; RADKE, 2019). Embora as intoxicagdes agudas por iondforos em suinos
ndo sdo comuns, a ocorréncia ¢ frequente o suficiente para justificar sua inclusdo como diagndstico
diferencial em miocardites em suinos (CARPENTER, 2005). Podem ocorrer com contamina¢ao do
meio ambiente ou da ragdo ou em associagdo com praticas de manejo, o que pode afetar grandes
nameros de animais. A intoxica¢do também pode ocorrer quando ¢ feita a associagdo de iondforos

com tiamulina (GANTER; KIECKHOFER; KUCZA, 1995; CARPENTER, 2005). Os sinais
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clinicos sdo anorexia, diarreia, dispneia, ataxia, depressdo, dectibito e morte. As lesdes incluem
cardiomiopatia degenerativa focal, necrose do musculo esquelético e insuficiéncia cardiaca
congestiva (NOVILLA, 1992). Trabalho que relata toxicidade aguda em fémeas gestantes observou
areas necroticas multifocal no miocardio na microscopia, mas nenhuma mineraliza¢do ou infiltrado
inflamatorio foram observados (SHIMSHONI et al., 2014). Ja outros relatos descrevem infiltrado

eosinofilico acompanhando a necrose muscular (SANFORD; MCNAUGHTON, 1991).

2.3 Disturbios Eosinofilicos

A producido excessiva de eosin6filos pode ocorrer de forma sistémica por reagdes alérgicas
ou neoplasias. Em seguida serdo abordados a hipersensibilidade do tipo 1 e sarcoma granulocitico

eosinofilico.

2.3.1 Hipersensibilidade Tipo 1

A reagdo de hipersensibilidade tipo 1 ocorre rapidamente apds o contato do animal com o
alérgeno. Na primeira fase dessa reagdo, ocorre a liberagao de IgE e o recrutamento de basofilos e
mastocitos. Durante a resposta tardia, de quarto a 24 h apds a exposi¢ao, ocorre o recrutamento de
eosinodfilos e macréfagos no tecido. A maioria das reagdes de hipersensibilidade do tipo I sdo
localizadas e afetam o tecido que entra em contato direto com o antigeno, como exemplo a pele e
o trato respiratorio. Quando ocorrem de forma sistémica, envolvem degranulagcdo de basodfilos
circulantes ou mastdcitos teciduais em varios locais. Tal evento pode levar a reagdes anafilatica.
Os alérgenos sensibilizadores nesse caso sdo frequentemente drogas ou picadas de insetos (DAY

SCHULTZ, 2019).

2.3.2 Sarcoma Granulocitico Eosinofilico

O sarcoma granulocitico ¢ uma apresentagdo morfolégica do sarcoma mieloide, uma
neoplasia hematopoiética que afeta ossos (medula dssea) ou sitios extramedulares. Os sarcomas
granulociticos podem originar-se de precursores variavelmente diferenciados, tanto de linhagens

neutrofilicas quanto eosinofilicas. Tais neoplasias possuem aparéncia esverdeada devido a
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degranulacdo dos eosinofilos, sendo também chamados de cloromas (tumor verde) (BRUNNING
et al., 2001). Em um relato de cloroma em suino, observou sobre as costelas e abaixo da pleura
parietal areas verdes, lisas e opacas, de contornos irregulares, ndo circunscritas, moles, homogéneas
e levemente salientes. Massas semelhantes também foram observadas em costelas, vertebras, rins
e linfonodos. Na microscopia, foi observado um aglomerado de células redondas com granulos
citoplasmaticos fortemente eosinofilicos, dispostos em um padrio difuso com estoma escasso ou

indistinto (BRUM et al., 2012).

2.3.3 Sindrome Hipereosinofilica Idiopatica

A sindrome hipereosinofilica idiopatica exclui todos os pacientes com eosinofilia nos quais
uma causa pode ser encontrada para justificar a eosinofilia. Devido a raridade da doenca e a
incerteza do diagndstico, pouco se sabe sobre a variagdo geografica ou a possivel influéncia de
fatores ambientais. Os eosindfilos ativados causam danos a varios 6rgdos devido a degranulagao.
No coragdo, a producdo de peroxidases eosinofilicas e a infiltracdo de eosinofilos pode causar
pericardite constritiva, fibrose endomiocardica, miocardite e formacdo de trombos (BRITO-

BABAPULLE, 2003).

2.4 Miocardite Eosinofilica

As miocardites eosinofilicas sdo relacionadas a diversas causas, principalmente por agentes
infecciosos. Neste topico serdo abordadas as miocardites eosinofilicas de causas ndo infecciosas ja

relatadas na medicina humana e medicina veterinaria.

2.4.1 Medicina Humana

A miocardite eosinofilica em humanos consiste em inflamagdo aguda do miocardio, que
pode ocorrer isoladamente ou como parte de distirbios sist€émicos que acometem varios 6rgaos,
como nas hipersensibilidades, doencas imunomediadas, sindrome hipereosinofilica idiopética,

doencas parasitarias e medicamentosas. Essa condicdo pode ou ndo ser acompanhada de
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hipereosinofilia sistémica. Nao ha predisposi¢do estabelecida por sexo, idade, etnia ou regido
geografica (LEONE et al., 2019).

O primeiro relato de miocardite eosinofilica em humanos ¢ de 1942 e correlacionou a
patologia como uma reagdo a utilizagdo de sulfonamidas (FRENCH; WELLER, 1942). Desde
entdo, diversas drogas foram associadas a miocardites, sendo as mais comuns hidroclorotiazida,
metildopa, penicilina, ampicilina, sulfadiazina e sulfisoxazol (FENOGLIO JR; MCALLISTER JR;
MULLICK, 1981). Acredita-se que o mecanismo responsdvel seja uma reacdo alérgica de
hipersensibilidade retardada, e ndo um efeito toxico direto da droga (GINSBERG; PARRILLO,
2005). Além da correlagdo com medicamentos, a miocardite eosinofilica em humanos ja foi
relacionada com reagdes a transplantes (BAANDRUP, 2012), agentes parasitarios, como a
toxocariase (SHIBAZAKI et al., 2016) e também com causa idiopatica (COURAND et al., 2012).

Em um trabalho que avaliou achados de necropsia de 69 casos de miocardite eosinofilica,
observou-se que 50% dos pacientes tiveram infiltrado inflamatério eosinofilico em outros 6rgaos,
mas ndo tao intensos quanto o miocardio. O infiltrado de eosindfilos no miocardio varia de discreto
a acentuado, mas esse achado histopatologico ndo se correlacionou com a gravidade dos sintomas
clinicos ou a incidéncia de morte causada pela condicdo (BURKE et al., 1991).

Clinicamente, os casos sao heterogéneos, podendo variar de individuos assintomaticos, dor
no peito, arritmias cardiacas ou ainda morte subita. Microscopicamente a enfermidade ¢
caracterizada por infiltrado inflamatorio intersticial que variam de acentuados a discretos, podendo
ser generalizado de eosinodfilos, associado a necrose de cardiomiocitos. Em casos de
hipersensibilidade medicamentosa, o infiltrado ¢ rico em eosindfilos com pequenas formagdes
granulomatosas, com infiltrado de macréfagos. As caracteristicas adicionais que podem ser
observadas incluem necrose de cardiomiocitos e fibrose intersticial. A necrose de cardiomiocitos €
comum na sindrome hipereosinofilica e estd associada a extensa infiltracdo eosinofilica no
miocérdio, o que resulta em areas cicatriciais e cardiomiopatia restritiva (AL ALI et al., 2006). O
mecanismo pelo qual os eosinofilos tém como alvo particular o coracdo na miocardite eosinofilica
¢ pouco elucidado. Niveis elevados de IL-5 e IL-13, citocinas que causam hipereosinofilia, foram
observadas no pericardico de um paciente com miocardite eosinofilica necrosante aguda. Os
pesquisadores especulam que a IL-5 foi produzida no coragdo durante a miocardite aguda, o que
pode estimular a produgao, ativagdo e recrutamento de eosin6filos para o miocardio (KAZAMA et

al., 2003).
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2.4.2 Medicina Veterinaria

No conhecimento dos autores, existem trés relatos de miocardite eosinofilica idiopatica em
medicina veterinaria. J4 a miocardite eosinofilica associada a parasitos, como Toxocara sp.
(ARAOZ et al., 2019), ndo ¢ uma condigio tdo rara em cies. Os suinos sdo susceptiveis a diversos
patogenos causadores de miocardite (Tabela 1). A presenca de parasitos ¢ a mais comumente
associada a infiltrados eosinofilicos em diversos 6rgaos e espécies. Todavia, apesar de ser passivel
a miocardite eosinofilica associada a parasitos em suinos, espera-se encontrar lesdes evidentes em
outros 6rgaos, principalmente, figado e pulmao (SOMMERFELT et al., 2004).

Em 2016, foi relatado caso de miocardite eosinofilica em canino sem causa primaria
diagnosticada. Tratava-se uma cadela castradas de oito anos, da raca Munsterlander, que
apresentava febre baixa e intolerancia a exercicios. No exame fisico, foram detectados taquicardia
e sopro cardiaco sistdlico a direita grau II/VI. A ecocardiografia revelou espessamento acentuado
das paredes atrial e ventricular com ecogenicidade mista e hipertrofia concéntrica dos ventriculos
esquerdo e direito e disfuncdo sistolica equivoca. O nivel sérico de troponina I cardiaca estava
elevado. O exame post mortem revelou miocardite eosinofilica cronica grave associada a fibrose
intersticial acentuada. Ao corte, o miocardio apresentava areas palidas multifocais a coalescentes.
Teste soroldgico, histopatologia e imuno-histoquimica (IHQ) foram realizados e ndo revelaram
nenhum agente infeccioso ou neoplasia subjacente (KEESHEN; CHALKLEY;
STAUTHAMMER, 2016).

Caso semelhante foi relatado em um equino. O animal da raga Quarto de Milha apresentou
colapso em repouso e arritmias cardiacas multiplas. O cavalo foi posteriormente diagnosticado com
miocardite eosinofilica na necropsia, ndo relatada anteriormente em cavalos. Apesar dos diversos
testes, nenhum agente etioldgico foi identificado (LUETHY et al., 2017). Em 2021, a mesma
condicdo foi descrita em um chimpanzé de cativeiro (Pan troglodytes). O animal ndo apresentava
histérico prévio de doenca cardiaca, o qual evoluiu para 6bito em 48 horas. Causas toxicas e
infecciosas foram descartadas. O chimpanzé teve eosinofilia em diferentes ocasides em exames
realizados em anos anteriores. Na histopatologia, o animal apresentava miocardite necrotizante,

difusa, com infiltrado de linfocitos e plasmocitos moderado rico em eosinofilos. Os autores
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descreveram o caso como comparavel a miocardite eosinofilica humana secundaria a sindrome

hipereosinofilica (DE OLIVEIRA et al., 2021).
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3 ARTIGO CIENTIFICO

Neste item ¢ apresentado o artigo intitulado “Eosinophilic and Granulomatous Myocarditis

in Finishing Pigs”.
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SUMMARY

Eosinophilic myocarditis is not a usual condition in pigs. We report two finishing pigs, from
different farms, with unexplained eosinophilic and granulomatous myocarditis as the cause of
sudden death. The most relevant gross finding in both cases was the globular heart size increase,
accompanied by multifocal to coalescent areas with small white nodules in the epicardium, in
addition to pale multifocal areas. It was also observed white coalescent areas that interspersed the
myocardium, most evident in the ventricular muscles. In the histopathology evaluation, multifocal
to coalescent areas of loss of cardiomyocytes and replacement by intense inflammatory infiltrate
of eosinophils and proliferation of connective tissue were observed in both hearts. There was also
a moderate infiltrate of epithelioid macrophages with occasional multinucleated giant cells,
forming small nodules containing an accumulation of eosinophils and linear amorphous
eosinophilic material in the center (eosinophilic collagen degranulation). Immunohistochemistry
was performed for Porcine Circovirus type 2 (PCV2) and Toxoplasma gondii. Bacterial isolation

in aerobiosis for possible bacteria present in myocarditis were performed. /n situ hybridization and
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qPCR tests were performed for PCV2 and Porcine Circovirus type 3. All tests were negative. The
eosinophilic myocarditis with no pathogen infection associated is well document in human

medicine and have few cases in veterinary medicine.

Keywords: eosinophilic myocarditis, heart fibrosis, sudden death, swine pathology.

Eosinophilic myocarditis is a rare inflammatory disease that is characterized by eosinophilic
infiltration in the myocardium. Eosinophilic inflammation may occur in association with a
hypersensitivity reaction (drug-induced), parasitic infection (7oxoplasma sp. and Sarcocystis spp.),
fungi and prototheca, paraneoplastic syndrome, granulocytic leukemia, hypereosinophilic
syndrome, or idiopathic (Lilliehook and Tvedten, 2003). Eosinophilic myopathy is well
documented in human medicine (Ginsberg and Parrillo, 2005). However, in veterinary medicine
there are few reports, and they are in chimpanzees (de Oliveira et al., 2021), equine (Luethy et al.,
2017) and canine (Keeshen et al., 2016). This report describes cases of eosinophilic and
granulomatous myocarditis in two finishing pigs.

Two female finishing-stage pigs aged 160 (Pig 1) and 134 (Pig 2) days died suddenly in
November 2018. The animals were form two different farms belonging to the same agroindustry,
in Santa Catarina, Brazil. The farms had 18 and 20 thousand pigs each and were also a gilt
development united. The pigs arrived in the farm with an average of 70 days of live, then the
selected females for replacement were transferred at approximately 140 days, and the females not
selected, and the males were sent to slaughter at 175 days, with an average weight of 125 kg. In
both farms, feeding was automated, with ad /ibitum feed offer, and the floor was of solid and slat
concrete. The pigs received commercial vaccines for Porcine Circovirus type 2 (PCV2) and

Mycoplasma hyopneumoniae (21 and 42 days), in addition to autogenous vaccines for
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Actinobacillus pleuropneumoniae, Bordetella bronchiseptica and Pasteurella multocida (42 and
63 days).

Both animals had a good body score, and no previous clinical signs were reported. Pig 1
was found death in the pen and Pig 2 died when walking to another pen. During the necropsy, tissue
samples were fixed in 10% neutral buffered formalin, processed routinely for histopathology,
embedded in paraffin wax, and stained with haematoxylin and eosin (HE). Duplicate tissue samples
were frozen at - 20 °C for bacterial culture and molecular analysis. Beside HE stain, PAS stain
(Periodic acid-Schiff) and Grocott Silver Methanamine stain (Histokit, EasyPath®, Erviegas, SP,
Brazil) were performed according to the manufacturer's instructions. The purpose of this
examination was to search fungal structures associated with the lesion. Immunohistochemistry
(IHC) anti-PCV2 and anti-Toxoplasma gondii were performed as described by Pereira et al. (2018)
and Antoniassi ef al. (2013), respectively. Bacterial isolation was performed from heart fragment,
which were seeded on blood and MacConkey agar plates and incubated at 36°C +/- 1°C for 18 to
48 hours in an aerobiosis atmosphere. /n situ hybridization (ISH) and quantitative polymerase chain
reaction (QPCR) were performed, from cardiac tissue, for the detection of PCV2 and Porcine
Circovirus type 3 (PCV3), as described by De Conti et al. (2021) and Wang et al. (2019).

At necropsy, the most relevant finding in both cases was heart size increase, accompanied
by multifocal to coalescent areas with small white nodules (1-2 mm) in the epicardium, in addition
to pale multifocal areas. At cut, there was white coalescent areas that interspersed the myocardium,
most evident in the ventricular muscle. The Pig 1 also had diffuse pericardial adhesion. In lungs,
there was mild cranioventral consolidation, characterized by firm, dark red and depressed areas, in
addition to areas of atelectasis and pleural thickening, with adhesions to the costal pleura. The lungs
were not collapsed, with a shiny aspect, and a moderate amount of serosanguineous fluid (edema)

flowed from the cut. Trachea and large bronchi had moderate amount of foamy liquid (edema). The
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tracheobronchial and mediastinal lymph nodes were markedly increased in size, firm and white,
and histologically showed neutrophil and macrophage infiltrate in subcapsular and medullary
sinuses. The liver and kidneys were enlarged and congested, and the conjunctival mucosa was
congested.

Microscopical examination of both hearts revealed multifocal to coalescent areas of loss of
cardiomyocytes and replacement by intense inflammatory infiltrate mainly of eosinophils, and
proliferation of connective tissue. Surrounding these areas, sometimes forming nodules, there are
inflammatory infiltrate of eosinophils, epithelioid macrophages, multinucleated giant cells,
lymphocytes, and plasma cells, and, in the center, a linear eosinophilic amorphous material. The
pericardium is markedly thickened by an inflammatory infiltrate similar to the previously
described, in addition to proliferation of fibrous connective tissue and neovascularization. The
special histopathological stains performed to show fungal structures, the immunohistochemistry
for PCV2 and Toxoplasma gondii, the bacterial isolation, the in situ hybridization and qPCR for
PCV2 and PCV 3 were all negative.

The Pig 1 also had tracheobronchial and mediastinal lymph nodes with marked infiltrate of
neutrophils and eosinophils in the subcapsular and medullary sinuses, associated with edema and
fibrin deposition in the same area. The liver with moderate diffuse congestion and kidney with
nodular multifocal areas of moderate inflammatory infiltrate composed of lymphocytes, plasma
cells and macrophages in the interstitium (interstitial nephritis). The lungs showed moderate
multifocal bronchus-associated lymphoid tissue (BALT) hyperplasia, which may be due to a
Mycoplasma hyopneumoniae infecctioin, associated with moderate peribronchiolar and
peribronchial inflammatory infiltrate of lymphocytes, plasma cells, and macrophages in addition
to moderate multifocal areas of atelectasis. There was also intense congestion, mild hemorrhage, a

moderate number of alveolar macrophages with intracytoplasmic brownish granular pigment (heart



100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

29

failure cells), and moderate pleuritis. The stomach had discrete areas of epithelial erosion and large
and small intestines had a marked multifocal inflammatory infiltrate, composed of eosinophils,
lymphocytes, and plasma cells. The stomach was with pronounced diffuse parakeratotic
hyperkeratosis in the non-glandular portion. The liver had mild diffuse hepatocellular
macrovacuolar degeneration, the spleen with moderate white pulp rarefaction and macrophage
infiltrate, and the kidney with mild multifocal interstitial nephritis.

The diagnosis of eosinophilic and granulomatous myocarditis in the two pigs in this study
was based on pathological findings. The main pathogens with potential to cause myocarditis were
rule out as all the histochemical techniques, bacterial and molecular examination were negative.
Fungi or parasites structures were expected to be seen as the eosinophilic infiltrated is usually
related to them (Chauhan et al., 2020; Pang et al., 1986), but none was found. Another important
differential that was investigated was PCV3, as recent works showed PCV3 causing myocarditis
(Phan et al., 2016), but the eosinophilic infiltrated in myocardium is not reported in any PCV
reported in pigs (Opriessnig ef al., 2006; De Conti ef al., 2021), and both ISH and qPCR were
negative.

The lack of detection of any pathogen with the potential to generate immune cells
recruitment as the once seen in those cases can suggest a possible immune disorder. A similar
condition has been described in a 17-y-old chimpanzee with no previous history of cardiac disease
that progressed to death within 48 h. The authors suggested that this case is compatible with an
unusual eosinophilic myocarditis with clinical evolution and morphology comparable with human
eosinophilic myocarditis secondary to hypereosinophilic syndrome (de Oliveira et al., 2021). As
the pigs in this study were already found death with no clinical sing, no blood analyses were made

to evaluated eosinophilia, but the microscopic lesions are close related to the ones seen in this case.
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Similar cases have been reported in a horse and a dog (Luethy et al., 2017; Keeshen et al.,
2016). The histopathology evaluation on the horse case had shown an eosinophilic myocarditis,
after a sudden death with no etiologic agent related (Luethy et al., 2017), verry similar to the cases
reported in this work. As for the dog, an echocardiography revealed marked hypertrophy of the left
and right ventricles and equivocal systolic dysfunction, which leads to a chronic heart disfunction,
not as recent as the ones observed in the pigs. Post-mortem examination revealed severe, chronic
atrial and ventricular eosinophilic myocarditis associated with marked interstitial fibrosis. The
authors suggested an eosinophilic myocarditis multi-organ eosinophilic inflammation (Keeshen et
al., 2016). These multi-organs eosinophilic inflammation was not observed on the pigs from this
report, which can be duel to less chronic condition. Above all, the macroscopic and histopathologic
presentation shown in those articles are very similar to the lesions we evidenced, which
corroborates with our suggestion of eosinophilic myocarditis as the cause of the sudden death of
the pigs reported in this study.

Interesting, these three eosinophilic myocarditis cases reported in veterinary medicine are
from older animals, while the pigs from this report are relatively young. However, in human
medicine, the hypereosinophilic syndrome is mainly reported in young people, between 20 and 50
years of age (Ginsberg & Parrillo, 2005). Also in human medicine, there are cases with an
eosinophilic myocarditis accompanied by giant cell infiltration (Hyogo et al., 1997; Sugiyama et
al.,2015). The same giant cell infiltration has been seen in the pigs from this report, which endorse
the eosinophilic myocarditis idiopathic hypotheses.

In humans, there are several drugs associated with eosinophilic myocarditis (Baandrup,
2012). Both farms from this report have the same antibiotic protocol. The animals received
florfenicol on weeks one, four, eight, 12, and 15 on feed and amoxicillin in water during the first

week of the finishing phase. Those drugs were not listed as a risk in human medicine (Baandrup,
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2012), but the possibility of antibiotics widely used in pig farming, such as ampicillin, penicillin,
tetracycline, lead to a hypersensitivity reaction as the trigger of the eosinophilic disorder should be
consider.

Eosinophilic inflammatory reactions are commonly observed in veterinary medicine in
cases of mast cell tumors in dogs and feline eosinophilic granuloma complex (London & Seguin,
2003; Buckley & Nuttall, 2012). As seen in those conditions, eosinophil recruitment often leads to
eosinophilic collagen degranulation, and occasional multinucleated giant cell formation.
Eosinophilic collagen degranulation accompanied by formation and multinucleated giant cells was
also observed in the pigs from this report, which corroborates that this is a primarily eosinophilic
condition. Eosinophilic granulocytic sarcoma had been reported in pigs, but it diverts because they
had green masses and metastases observed in several regions (Brum ef al., 2012), once the pigs of
our report had mainly eosinophilic infiltration in the heart.

The lack of pathogens agents and the similarity with previously reported cases lead to the
conclusion that the two pigs from this report had an unusual eosinophilic myocarditis compared to
the ones described in humans. Even though this condition has been well described in human
medicine over the decades, there are very few reports in veterinary. To the best of the authors’

knowledge, this is the first report of eosinophilic and granulomatous myocarditis in pigs.
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4 CONCLUSAO

Diversas sdo as possiveis causas de miocardites eosinofilicas. Em medicina humana, tal
enfermidade ¢ bem documentada em causas ndo infecciosas relacionada hipersensibilidade a
farmacos, doengas imunomediadas e sindrome hipereosinofilica idiopatica. Em medicina
veterinaria, raros sao os relatos de miocardite eosinofilica de causa nao infecciosa. Nesse trabalho,
apresentamos dois casos de suinos que morreram subitamente cuja principal lesdo era miocardite
eosinofilica e granulomatosa. Apesar de diversos exames laboratoriais terem sido realizados,
nenhum agente etiologico foi identificado. No conhecimento dos autores, esse ¢ o primeiro relato

de miocardite eosinofilica e granulomatosa em suinos ndo relacionada a causas infecciosas.
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