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This study had the objective (1) to verify the correlation between chronic
kidney disease (CKD) and heart failure as well to evaluate the real extent of
these changes and (2) to determine the reliability of the immunohistochemistry
test using the human anti-troponin C antibody in detection of heart failure in
dogs. Fragments of heart and kidneys paraffin embedded of 22 dogs (11 males
and 11 females) with previous diagnosis of chronic kidney disease were used.
The animals were from Department of Veterinary Pathology of the Federal
Rural University of Rio de Janeiro (UFRR]J) and Federal University of Bahia
(UFBA), from different breeds and they had between 11 months and 18 years
old. The macroscopic examination revealed, in the heart of five dogs, moderate
to accentuated thickening of left ventricular wall. It was also found endocardi-
osis in different degrees. Extrarenal uremic lesions included ulcerative glossitis
and stomatitis, pneumopathies and uremic gastropathy, stomach mucosal ul-
ceration and mineralization in the pharynx, larynx and subpleural up to inter-
costal muscles. Chronic renal lesions were characterized by marked decrease
in volume, firm texture, irregular surface and changes in cortico-medullary
relationship. Microscopic evaluation revealed, in the kidneys of all dogs, dif-
ferent degrees of lesion. In severe cases, there was hyalinization and glomeru-
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lar sclerosis, linfoplasmocitic inflammation, coagulative necrosis of the tubular
kidney epithelial cells, interstitial fibrosis and mineralization. In the heart of
16 animals, it was observed groups of hypereosinophilic myocytes with ho-
mogeneous aspect, and in some cases, there was striation loss and pyknosis;
in 14 dogs had swelling, linfoplasmocitic inflammation and mineralization. In
other 2 animals swollen and vacuolization of cardiac cells were observed and,
in 3, marked coagulative necrosis. In 11 dogs it was observed, in heart vessels,
mild cell swelling of endothelial cell to necrosis, with deposition of eosino-
philic material in the vascular wall and mineralization. Immunohistochemistry
evaluation revealed, in all dogs, several groups of myocytes with significant re-
duction or absence of immunoreactivity for anti-troponin C antibody. This de-
crease in imunoreactivity occurred usually on the same myocytes with specific
changes in HE stain, ranging from swelling, cytoplasmatic hypereosinophilic,
striation loss, cell lysis, karyolysis and inflammatory infiltrate predominantly
composed of lymphocytes and plasma cells. It is suggested that myocardial
lesions observed in this study are closely correlated to vascular changes, result-
ing from long duration uremia and/or combination of metabolic and cellular
changes which occurs in cardiorenal syndrome type IV, in which chronic in-

volvement kidney may to induce chronic injuries in the heart.

KEY WORDS. Dog, troponin, cardiorenal syndrome.

RESUMO. Este trabalho teve como objetivos ve-
rificar a correlacdo entre doenca renal cronica
(DRCQ) e lesdes cardiovasculares, bem como ava-
liar a real extensdo dessas alteracdes e averiguar a
confiabilidade do teste imuno-histoquimico com o
uso do anticorpo antitroponina C humana na de-
teccdo de lesdes cardiacas em caes. Foram utiliza-
dos fragmentos de coracao e rins emblocados em
parafina de 22 cdes (11 machos e 11 fémeas) com
diagnoéstico prévio de doenga renal cronica. Os ani-
mais eram provenientes dos Setores de Patologia
Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro (UFRR]) e da Universidade Federal da
Bahia (UFBA), pertenciam a diferentes racas e ti-
nham entre 11 meses e 18 anos de idade. O exame
macroscopico revelou, no coragdo de cinco cdes,
moderado a acentuado espessamento da parede
do ventriculo esquerdo. Verificou-se ainda endo-
cardiose em graus variados. Lesdes extra-renais de
uremia incluiram glossite e estomatite ulcerativas,
pneumopatia e gastropatia urémicas, ulceragdo da
mucosa estomacal e mineralizacdo na faringe, la-
ringe e subpleural a altura dos musculos intercos-
tais. As lesOes renais cronicas eram bem marcadas
e caracterizadas por marcada diminuicdo de volu-
me, textura firme, superficie irregular e alteragao
na relagdo cortico-medular. A avaliacio microsco-
pica revelou, nos rins de todos os caes, lesdes de
diferentes graus. Em casos mais severos, havia hia-
linizagao e esclerose glomerular, inflamacao linfo-
-plasmocitéria, necrose de coagulacdo das células
tubulares, fibrose intersticial e mineralizacdo. No
coragdo de 16 animais observaram-se grupos de

cardiomidcitos hipereosinofilicos com citoplasma
de aspecto homogéneo e, em alguns casos, havia
perda de estriacdo e picnose; em 14 caes havia ede-
ma, inflamacao linfo-plasmocitaria e mineralizacao.
Em outros 2 animais havia tumefacédo e vacuoliza-
cao das células cardiacas e, em 3, necrose coagulati-
va marcada. Em 11 caes observou-se, nos vasos do
coracdo, leve tumefacdo das células endoteliais a
necrose, com deposi¢do de material eosinofilico na
parede vascular, além de mineralizacdo. A avalia-
¢ao imuno-histoquimica revelou, em todos os caes,
diversos grupos de miécitos com redugdo significa-
tiva ou auséncia de imunorreatividade para o anti-
corpo anti-troponina C. Essas areas, via de regra,
correspondiam aos mesmos grupos de midcitos
que, corados pela H.E., apresentavam alteragdes
como tumefagdo celular, hipereosinofilia citoplas-
matica, perda de estriacdo, lise celular,caridlise e
infiltrado inflamatério predominantemente com-
posto por linfécitos e plasmdcitos. Sugere-se que as
lesdes miocardicas observadas neste estudo estdo
estreitamente correlacionadas as alteracdes vascu-
lares, resultantes da uremia de longa duracao e/ou
da combinacdo de alteragdes metabdlicas e celula-
res que ocorrem na sindrome cardiorrenal tipo IV,
na qual o comprometimento crénico do rim pode
induzir lesdes crénicas no coragao.

PALAVRAS-CHAVE. Cio, troponina, sindrome car-
diorrenal.

INTRODUCAO

A doenga renal cronica (DRC) é caracterizada por
lesdes estruturais irreversiveis, que podem evoluir
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progressivamente para uremia, insuficiéncia renal
cronica (IRC) e faléncia renal (Polzin et al. 2005).

As alteracOes cardiacas em seres humanos por-
tadores de IRC foram descritas pela primeira vez
em 1947. Macroscopicamente, havia acentuada hi-
pertrofia ventricular e fibrose e, ao exame histolo-
gico do miocardio, edema intersticial intenso. Nes-
te estudo, sugeriu-se que a causa da morte havia
sido a uremia, tendo em vista que a didlise clinica
rotineira nao era realizada a época (Langendorf &
Pirani 1947). Sabe-se que o coracgdo e os rins man-
tém estreita relacdo e a comunicacdo entre esses Or-
gdos ocorre por uma variedade de vias; alteracoes
fisiologicas sutis em um desses 6rgaos sao compen-
sadas pelo outro (Viswanathan & Gilbert 2011). A
disfun¢do aguda ou cronica cardiaca pode induzir
alesdao aguda ou cronica no rim e a modificacdo das
fungdes renais pode alterar o funcionamento cardi-
aco, em um processo fisiopatolégico denominado
Sindrome Cardiorrenal (SCR) (Ronco et al. 2008).

As cardiopatias, quando associadas as nefropa-
tias, podem ter evolucdo mais rapida e dificil con-
trole. A DRC pode provocar anemia, desequilibrio
nos niveis de colesterol e triglicerideos e dificultar
o controle da pressao arterial. Além disso, acelera o
processo de aterosclerose, com posterior calcifica-
¢do e formagdo de placas ateromatosas nas artérias
coronarianas e cerebrais, o que pode ocasionar in-
farto do miocardio (Sarturi 2007).

A coloracdo rotineira, muitas vezes, é limitada
para identificar lesdes incipientes em cardiomiécitos
sobretudo quando ndo acompanhadas por infiltrado
inflamatério; nesses casos pode haver dificuldades
na diferenciacdo com artefatos (Stigger et al. 2001,
Carmo et al. 2011). Dessa forma diversas técnicas
imuno-histoquimicas com alta especificidade e sen-
sibilidade tém sido desenvolvidas no intuito de se
detectar dano precoce aos cardiomidcitos. Dentre es-
sas, a que utiliza Troponina C cardiaca tem apresen-
tado bons resultados na detec¢do de lesdes cardiacas
em animais intoxicados por plantas cardiotoxicas e
nefrotdxicas (Pavarini et al. 2012, Bandinelli et al.
2014, Costa et al. 2016, Santos et al. 2016). Os cardio-
midcitos necroéticos, detectaveis ou nado pelos exa-
mes rotineiros de microscopia Optica, apresentam
imunomarcagao negativa, enquanto os nao afetados
sdo positivos para a troponina (Jenkins et al. 2010).

Este trabalho teve como objetivos verificar a cor-
relacdo entre DRC e lesdes cardiovasculares, bem
como avaliar a real extensdo dessas alteracdes e
averiguar a confiabilidade do teste imuno-histo-
quimico com o uso do anticorpo antitroponina C
humana na deteccio de lesdes cardiacas em caes.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado nos Setores de Anatomia Pato-
l6gica da UFRR] e da UFBA.

Procedéncia dos animais/necropsia e colheita dos
tecidos. Foram utilizados fragmentos de coracao e rins
emblocados em parafina de 22 caes (11 machos e 11 fé-
meas) com diagndstico prévio de doenga renal cronica.
Os animais pertenciam a diferentes ragas e a idade va-
riou entre 11 meses e 18 anos. Dez fragmentos foram
provenientes de animais necropsiados no Setor de Pa-
tologia Veterindria da UFRR] e doze fragmentos foram
de animais necropsiados no Laboratério de Patologia
Veterinaria da UFBA. As necropsias foram realizadas
imediatamente ap6s a morte ou eutandasia do animal ou
em até 3 dias e, nestes casos, o cadaver foi refrigerado
em camara fria a 4°C. Fragmentos de diversos érgaos fo-
ram colhidos e fixados em formalina tamponada a 10%.

Avaliacao clinica. Sinais clinicos compativeis com
insuficiéncia renal, tais como hdlito urémico, politria,
estomatite erosiva/ulcerativa e/ou glossite ulcerativa
foram verificados em 8 cées e utilizados para ratificar a
nefropatia.

Ureia e creatinina. Dosagens de ureia e creatinina
séricas foram realizadas em 19 animais por diferentes
laboratdrios. Os métodos utilizados foram: cinético co-
lorimétrico, cinético automatizado, colorimétrico auto-
matico, Jaffé e Jaffé-modificado para creatinina; cinético
enzimatico UV, cinético UV automatizado,enzimatico
UV e enzimaético para ureia; bioplus e enzimatico auto-
matico para ambos.

Alteracdes macro e microscopicas. As alteracdes ma-
croscopicas e histolégicas observadas em todos os caes,
associadas aos os demais exames realizados, foram com-
pativeis com nefropatia. Em apenas 2 cdes, os exames
macro e microscopicos foram utilizados exclusivamente
para inclusdo destes como nefropatas, devido a auséncia
de histdrico e de exames laboratoriais complementares.

Histopatologia. Apds a fixacao em formalina tampo-
nada, os fragmentos foram desidratados em quatro ba-
nhos de alcool etilico P.A.(dois minutos em cada), dia-
fanizados em dois banhos de xilol (quinze minutos em
cada), incluidos em parafina (aproximadamente 60°C) e
cortados a espessura de 5 micrometros. Os cortes foram
corados pela Hematoxilina e Eosina (H.E.) e as laminas
examinadas em microscépio 6ptico.

Histoquimica. Cortes histolégicos do coracao de trés
cées (2, 4 e 5) foram corados pela Hematoxilina-Acido
Fosfotangstica (HAFT) e trés (2, 5 e 15) pelo Tricromico
de Masson.

Imuno-histoquimica. Sec¢des histolégicas do cora-
¢do dos 22 cdes foram desparafinadas em dois banhos
de xilol (20 minutos em cada), hidratadas em 4 banhos
de alcool (5 minutos em cada), e incubadas por 15 minu-
tos em perdxido de hidrogénio a 3% diluido na hora. Em
seguida, permaneceram por mais 15 minutos na mesma
solucdo, porém diluida apés o término dos primeiros 15
minutos para bloqueio da peroxidase endégena. Apds a
lavagem das laminas com agua destilada, estas ficaram
em banho maria com tampao citrato (pH 6,0) em tempe-
ratura aproximada de 98°C por 15 minutos para recupe-
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ragdo antigénica. O bloqueio de reacdes inespecificas foi
realizado com leite desnatado a 5% (Molico® - Industria
Brasileira) por 30 minutos. Os cortes foram incubados
“overnight” com o anticorpo anti-troponina C humana
(Novocastra® - monoclonal) na dilui¢do 1:100 (1ul de an-
ticorpo para 100ul de PBS). Utilizou-se o sistema de de-
teccdo REVEAL polimero-HRP, livre de biotina (Spring)
e como cromoégeno a Diaminobenzidina (DAB).

Todas as se¢des foram contra coradas com hemato-
xilina de Harris, avaliadas em microscépio 6tico (Ni-
kon - Eclipse E200) e fotografadas (Moticam 2500, 5.0
M pixel). Utilizaram-se como controles, fragmentos de
coracao de cdes com e sem lesdo cardiaca. O cdo com
lesdo apresentava uma area de infarto hemorragico cir-
cundada por fibrose cardiaca; ja o animal sem lesao nao
apresentou alteracdo relacionada ao sistema cardiovas-
cular. As laminas com os respectivos cortes histologicos
foram avaliadas de forma comparativa, ou seja, a lamina
com o corte corado pela H.E. foi analisada juntamente
com a marcacdo imuno-histoquimica para comparacdo
do mesmo campo. Para uma maior precisao de analises,
os cortes histologicos foram realizados de forma seriada.

RESULTADOS

A identificacdo dos animais e os respectivos da-
dos clinicos estdo descritos na Tabela 1. Em relacado
a andlise bioquimica, os niveis de creatinina e ureia
encontraram-se acima dos valores de referéncia

em 18 e 19 animais, respectivamente. As alteragdes
macroscopicas e microscopicas estdo descritas na
Tabela 2.

Lesoes extra-renais de uremia incluiram glossite
(6/22) (Figura 1-A) e estomatite ulcerativas (1/22),
focos de mineralizagdo no pulmao (1/22) e gastro-
patia urémica (8/22), ulceragdo da mucosa estoma-
cal (5/22) (Figura 1-B) e mineralizacao da faringe
(1/22), laringe (1/22) e subpleural a altura dos mus-
culos intercostais (3/22) (Figura 1-C). Verificou-se
ainda endocardiose em graus variados (11/22). O
exame macroscopico revelou, no coragao de 4 caes,
espessamento moderado da parede do ventriculo
esquerdo e hipertrofia ventricular acentuada em
um animal. Os 43 rins (o cao 2 ndo possuia o rim es-
querdo) apresentaram lesdo ao exame macroscopi-
co; em 17 caes (17/22) as lesdes cronicas eram bem
marcadas e caracterizadas por superficie irregular,
areas deprimidas, diminuicao de tamanho, fibrose
e alteracdo na relagdo cortico-medular (Figura 1D).

A avaliacao microscépica revelou, nos rins de to-
dos os caes, diferentes graus de lesao. Em 18 casos
(18/22) havia alteracdes mais severas como hialini-
zacao e esclerose glomerular, mineralizacao das cé-
lulas tubulares (em 2 cdes havia também minerali-
zacao do glomérulo e em 1 animal foi observada na

Tabela 1. Identificacao, principais achados laboratoriais e outras informagoes dos caes

com Doenca Renal Croénica.

Procedéncia Identificacdo Idade/sexo Ureia** Creatinina**
Referéncia 10-28 mg/dL  Referéncia 0,5 - 1,5 mg/dL
UFRRJ Caol 9 anos/F 134 6,4
Cao 2 11 anos/F 292 6,9
Cao 3 N.I/F Dosagens
nao Realizadas
Cao 4 11 anos/F 95 2,2
Cao 5 12 anos/M 335 8,3
Cao 6 Idoso/F 435 7,6
Cao7 4 anos/M 287 4,69
Cao 8 11 meses/M 664 7,5
Caon9 9 anos/F 173 3,0
Cao 10 N.I./ M 528 10
UFBA Cao 11 5anos/F 348 6,0
Cao 12 10 anos/F 346,4 8,2
Cao13 6 anos/F 201 18
Cao 14 1lanos/F Dosagens
nao Realizadas
Cao 15 18 anos/M 193 74
Cao 16 10 anos/M 84 1,8
Cao17 8 anos/M 331 9,9
Cao 18 8 anos/M 197 4,6
Cao 19 12 anos/F 88 0,8
Cao 20 12 anos/M Dosagens
nao Realizadas
Cao 21 7 anos/M 123,4 3,69
Cao 22 14 anos/M 418 7,5

F = Fémea, M=Macho, N.I.= ndo informado, UFRR]J=Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
UFBA=Universidade Federal da Bahia. ** Valores de referéncia baseados em Kaneko, Harvey &

Bruss 2008.
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Tabela 2. Principais alteracdes macro e microscopicas do rim e do coragdo dos caes com doenga renal cronica.

Orgéo

Alteragdes macroscopicas

Alteragdes microscopicas

Coragdo Hipertrofia do ventriculo esquerdo moderada (Cées 2,5,8 e 9) e

Rim

marcada (Cédo 1)

Endocardiose leve (Caes 2, 10 e 19) e moderada(Caes 4-6, 15, 16,
18,20 e 21)

Dilatado e com aspecto “globoso” (Cao 4 e 8)

Petéquias (Caes 8 e 10)
Hidropericardio leve (Caes 12 e 14), moderado (Cao 10 e 21) e
com aspecto mais gelatinoso com fibrina (Cao 8)

Endocardite (Cao 9), endocardite ulcerativa com mineralizagao
(Cao 20)
Areas palidas na parede (Caes 11 e 22)

Endocardio com superficie irregular e area de erosdo (Cao 22)
Congestao (Cao 12)

Superficie irregular (Caes 1,4-6, 8, 10, 12, 14-16,18 e 19)

Cépsula aderida (Caes 18 e 19)

Palidos (Caes 8, 11, 15-18, 20 e 22)

Areas deprimidas - cicatriz de infarto cronico (Caes 3, 8, 14, 16
e22)

Diminuido de tamanho (Caes 12 e 19)

Pontos avermelhados na superficie (Caes 5, 6, 17 e 19)

Pontos esbranquigados (Cées 7, 11 e 22)

Marcada fibrose (Céaes 12, 13 e 16)

Cistos de retengdo de tamanhos variados(Caes 1, 4, 5, 9, 10 e 15)
e microcistos (Cao 12)
Urdlitos (Caes 3 e 14)

Pelve dilatada (Caes 9 e 21)

Pielonefrite (Cao 1 e 21)

Relagao cortico-medular alterada, com regido cortical maior
(Cao 9) ou diminuida de tamanho (Caes 2 e 22)

Alteracdes na regido cortical como estrias esbranquicadas (Caes
2,5,7,10,13 e 14) e aspecto irregular (Cao 4)

Regiao cortico-medular avermelhada (Caes 17 e 18)

Alteracdes na regido medular como estrias esbranquicadas
(Caes 2,6-8), aspecto moteado (Cao 5), avermelhada (Caes 6, 10 e
17) e estrias mais escuras na pelve (Cao 6)

Aumento da eosinofilia citoplasmética com diminuicdo das estria-
¢Oes e picnose/auséncia do nucleo (Caes 2-6, 10, 11, 14-22)
Fibras fragmentadas (Cées 1, 14 e 16) ou vacuolizadas (Caes 1 e 12)

Necrose de cardiomiécitos (Cdes 7-9) e Mineralizagdo (Caes
1,511,20 e 22)

Epicardite (Cao 12)

Processo inflamatdrio: predominantemente composta por neutrofi-
los (Caes 1,2,9,11 e 14) / linfécitos (Caes 4 e 21)/macréfagos (Caes
6,10 e 18)/ linfocitos e plasmocitos (Caes 8, 13, 15, 16, 19, 20 e 22)/
mista (Cdes 5,7 e 9)

Fibrose (Caes 1, 4-6, 8, 9, 12,15 e 18)

Edema (Cées 1, 2, 4, 6, 8, 11-14, 18 e 21), hemorragia (Caes 8, 10 e 11)
e congestdo (Caes 2 e 6)

Presenca de bactérias (Cao 9), lipofuscinose (Cao 1)

Lesdo vascular: leve edema perivascular (Cao 20)/ tumefagdo, por
vezes com vacuoliza¢do, das células da camada média (Caes 1, §,
11 e 13) / degeneracdo de células endoteliais, algumas vezes com
lise (Cées 5-7)/ necrose de células endoteliais, em alguns casos com
cariorrexia, inflamagdo por neutrdfilos, fibrina e fibrose (Caes 5, 7 e
12)/ células inflamatdrias na parede do vaso (Caes 9 e 11)/ depdsito
de substancia amorfa e eosinofilica na parede vascular (Caes 2, 4, 6,
8,9,11 e 13)/ fibrose perivascular (Cdo 8)/ mineralizacao (Cao 20)

Glomerulonefrite: membranosa (Cées 3,7, 9, 13, 15, 16, 19 e 21), pro-
liferativa (Cdes 8 e 22), membrano-proliferativa (Caes 1, 6 e 10) e
cronica septal (Cao 4)

Cépsula de Bowman: espessada (Cées 1, 10, 13 e 16), dilatada (Caes
2,3,8,11, 14, 20 e 22), espessada e dilatada (Caes 5 e 15) e com mi-
neralizagao (Cdo 7)

Alteracdes glomerulares: esclerose (Caes 1, 9 e 11), aumento do fil-
trado (Caes 2, 15 e 22), diminui¢do do tamanho (Cées 3, 4 e 22),
hialinizacao (Caes 11, 12 e 16), auséncia (Cao 20)

Alteracdes tubulares: degeneracao em gotas hialinas (Cées 1, 5, 18
e 21), tumefagdo (Caes 5 e 13), tumefagdo e vacuolizacgdo (Caes 2, 3,
21 e 22), degeneracao hidrépica (Caes 4,16 e 21), necrose coagulativa
(Cées 2,9, 11 e 19), ectasia (Cées 5, 11, 18, 20 e 22), mineralizagdo
(Caes 4,5,7,9,11-16, 20 e 22), cilindro hialino (Caes 3, 4 e 14), pig-
mento biliar (Caes 3, 7, 12, 18 e 21) e pigmento de hemossiderina
(Cao 4)

Infiltrado inflamatério no intersticio: predominantemente compos-
to por linfocitos (Caes 1, 12 e 17), plasmocitos (Cao 22), linfoplasmo-
citario (Caes 5, 7-10, 13, 16, 19 e 20), mista (Cao 21)

Infiltrado inflamatério linfoplasmocitario periglomerular (Caes 3, 4,
6,11,15,18 e 21)

Alteragdes na pelve: infiltrado inflamatério predominantemente
composto por plasmocitos e macréfagos (Cao 1), neutréfilos (Cao
2), linfoplasmocitario (Caes 3, 7, 15 e 21), fibrose (Cao 1)

Fibrose no intersticio (Caes 1, 10-13, 16, 20-22), fibrose periglomeru-
lar (Caes 3, 4 e 15) e fibrose perivascular (Cao 5)

Lesao vascular: espessamento de vasos com degeneracdo da cama-
da média e depdsito de substancia amorfa e eosinofilica (Cdo 3)
Outras alteragdes: cistos de retencao (Caes 3, 9 e 15), edema (Caes 3
e 11), congestao (Cao 6), hemorragia (Cao 17), aumento da atividade
pro-coagulatéria nos vasos (Cao 19)
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capsula de Bowman), fibrose intersticial e necrose
de coagulacdo das células tubulares. No coracao de
16 caes (16/22), observaram-se grupos de cardiomi-
ocitos hipereosinofilicos (Figura 2C, 3A,C), por ve-
zes com perda das estriagdes e picnose ou caridlise.
Emum (1/16) desses casos (Cao 5), células cardiacas
necréticas foram observadas em outras areas, entre-
tanto no miocardio dos Caes 3 e 17 (2/16) observou-
-se apenas aumento da eosinofilia citoplasmatica.
Em 3 caes (3/22), a necrose de cardiomidcitos era
bem marcada, com infiltrado inflamatério mononu-
clear; 2 animais (2/22) apresentaram tumefacao e
vacuolizacdo das células cardiacas e apenas em um
cao (Cao 13) (1/22) nenhuma alteracdo citoplasma-
tica foi observada, embora houvesse leve infiltrado
inflamatério mononuclear associado.

No coragao de 11 animais verificou-se lesao vas-
cular que variou de leve tumefacao/vacuolizagdo
das células da camada média (4/11), degeneracao
(1/11) anecrose das células endoteliais (3/11). Vas-
culite predominantemente mononuclear foi obser-
vada em 2 animais (2/11). Em 7 cdes (7/11) havia
deposicao de material eosinofilico na parede vas-
cular (Figura 2A)

A histoquimica realizada no coragdo dos caes
2, 4 e 5 resultou positiva para coldgeno. Nos caes
2 e 4,0 material eosinofilico observado na parede
vascular corou-se em laranja com filamentos azuis
pelo método da Hematoxilina-Acido Fosfottings-
tica; ja pela coloracdo Tricromico de Masson, este
material corou-se em azul (Tricromico de Masson
positivo) (Figura 2B).

No exame imuno-histoquimico verificou-se re-
dugdo dos niveis de expressao da cTnC no citoplas-
ma de grupos de fibras musculares de todos os caes
avaliados. Diminuic¢do significativa na imunorrea-
tividade ocorreu, sobretudo, em cardiomidcitos
que apresentavam, ao exame histopatolégico, au-
mento da eosinofilia citoplasmatica ou caracteris-
ticas histolégicas de morte celular a avaliacdo da
microscopia 6ptica (Figura 3B, D). A intensidade,
distribuicao e delimitacdo da marcagdo foram vari-
aveis e, por vezes, eram observados padrdes dife-
rentes no mesmo fragmento. A perda da troponina
C variou de sutil a leve (Caes 1, 10, 13, 18 e 19), de
leve a moderada (Caes 4, 12, 17 e 21), de moderada
a acentuada (Caes 1, 2,3,4,5,7,8,9, 14, 15, 16, 20
e 22) e acentuada a perda total (Caes 2, 5, 6, 10 e

Figura 1. Alteracdes macroscépicas da doenca renal cronica em caes. (A) Ulceras nas bordas da face ventral da lingua (Cao 10).
(B) Gastrite ulcerativa multifocal, edema e espessamento das pregas (Cao 4). (C) Estrias esbranquicadas (seta) na musculatura
intercostal (mineralizacdo) (Cao 16). (D) Area bem delimitada, deprimida e retraida da superficie renal (infarto cronico) (Cao 8).
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Figura 2. Alteragdes microscopicas da doenga renal cronica em ¢

aes. (

A e STl I\
Deposito de substancia amorfa e eosinofilica abaixo da

intima e da média (Cao 2). HE, obj.10x. (B) Substancia amorfa da Figura A, corada de azul pelo Tricrémico de Masson (Céo 2).
Tricromico de Masson, obj.10x. (C) Cardiomiécitos com aumento da eosinoflilia e eventual cariopicnose (Cao 15) HE, obj.10x.
(D) Grupo de cardiomidcitos hipereosinofilicos ao lado esquerdo da Figura C corado de vermelho-arroxeado pelo Tricrémico

de Masson, obj.10x (Cao 15).

11). Em alguns casos houve perda de troponina em
midcitos isolados (Caes 1, 2 e 20) ou em pequenos
(Caes 4,11,12,13, 16 e 18) a médios (Caes 15, 16, 17
e 21) grupos. Nos cdes utilizados como controle po-
sitivo observou-se marcada imunorreatividade em
midcitos intactos e, no cao utilizado como controle
negativo, os cardiomidcitos apresentaram auséncia
de imunomarcacao citoplasmaética.

DISCUSSAO

Exames macro e microscopico

No coracao de todos os caes havia algum grau de
lesdo vascular e/ ou miocérdica, que variou de leve a
marcada. Em um trabalho com 72 caes que apresen-
tavam lesdes extra-renais de uremia, observaram-se
alteracOes vasculares associadas a necrose miocardi-
ca e mineralizacdo em apenas 13 animais (Dantas &
Kommers 1997). Embora a degeneragdo arterial que
ocorre em pacientes urémicos seja mais frequente
em pequenas artérias musculares e arteriolas da ca-
mada submucosa do estomago e lingua e menos co-
mum em artérias do miocardio (Maxie & Robinson
2007), a arteriopatia degenerativa/necrética com
necrose e mineralizacdo esteve presente no coracao
de 11/22 (50%) dos cdes deste estudo, ou seja, foi

observada com maior frequéncia do que vem sendo
descrita na literatura. Em sete cdes com lesdo vas-
cular (7/11) foi possivel identificar uma substancia
amorfa e eosinofilica depositada na parede dos va-
sos. Esse padrao microscépico pode ser verificado
em casos de degeneragao hialina, necrose fibrinéide
e amiloidose vasculares (Vleet & Ferrans 2009).
Diversos mecanismos vasculares sdo desenca-
deados quando ha lesdao endotelial e, dentre estes,
podemos citar o aumento da expressao de endo-
telina-1, um peptideo vasoativo produzido por cé-
lulas endoteliais e mesenquimais. Essa substancia
estimula a transcricdo e modificagdo de genes que
controlam a composicao da matriz extracelular, en-
tre eles genes que codificam a producao de colage-
no (Abraham & Distler 2007) e atuam diretamente
na producdo deste pela musculatura lisa vascular
(Rizvi et al. 1996). A endotelina-1 exerce um papel
importante na remodelacao vascular e deposicao
de matriz extracelular devido ao aumento da sinte-
se de proteinas extracelulares e proliferagao celular
(Rizvi et al. 1996). A necrose fibrindide observada
na uremia, entretanto, é caracterizada pela ruptura
da lamina interna elastica, necrose do musculo liso
da camada média, mineralizagao e, algumas vezes,
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inflamagdo neutrofilica com deposicao subendote-
lial de fibrina (Maxie & Robinson 2007, Vleet & Fer-
rans 2009) e fibrinogénio - identificados com o uso
de técnicas histoquimicas e de imunofluoréscencia
(Ordoénez & Rosai 2004). Nos caes desse estudo uti-
lizaram-se o Tricromico de Masson e Hematoxilina
Acida-Fosfotungstica para caracterizar o material
eosinofilico na parede vascular, que corou-se em
azul e laranja, respectivamente (compativel com
colageno). Esse achado difere dos resultados obti-
dos por Ordoénez e Rosai (2004), que observaram,
na camada média dos vasos, deposicao de fibrina
em casos de necrose fibrinéide. Por outro lado, de-
ve-se considerar a hipétese dessa substancia amor-
fa ter como base a musculatura lisa necrética, que
também cora-se em azul pelo Tricromico de Mas-
son (Ouyang et al. 2010).

Tudo indica que a uremia foi a principal cau-
sa das lesdes vasculares encontradas no coracao,
entretanto, ndo se pode descartar que outros me-
canismos comuns em pacientes urémicos, como
o estresse oxidativo (Himmelfarb et al. 2004) e a

hiper-homocisteinemia (Guldener 2006), tenham
contribuidopara génese das alteracdes vasculares,
uma vez que podem ocasionar danos em vasos
sanguineos (McCully 1969, Locatelli et al. 2003).

Em 11/22 caes nao foram encontradas altera¢des
vasculares no coracdo que pudessem estar associa-
das a necrose coagulativa de miofibras. Nesse caso,
nao se pode descartaro fato da necrose ter ocorrido
por outros fatores, aquém da lesdo vascular, como
0 aumento nos niveis séricos de diversas citocinas
(TNF-a e IL-1) ap6s a lesao renal (Kelly et al. 1996)
que, associado a ampliacao da atividade da mielo-
peroxidase e a ativacao do Sistema Nervoso Simpa-
tico (SNS) através do estimulo de nervos sensitivos
aferentes, podem levar a apoptose de células mus-
culares (Converse et al. 1992, Kelly 2003). Adicio-
nalmente, ocorre ativacdo exacerbada do Sistema
Renina Angiotensina Aldosterona (SRRA), que con-
tribui para liberacdo de angiotensina II (Bagshaw et
al. 2013), e pode induzir a morte celular programada
em midcitos dos ventriculos (Kajstura et al. 1997).

A endocardiose valvular, observada em metade

Figura 3. Comparacao da lesdo microscopica corada pela hematoxilina e eosina (HE) com a imuno-histoquimica (IHQ) utilizando
anticorpo anti-troponina C. (A) Grande drea bem delimitada com cardiomiécitos hipereosinofilicos (Cao 15). HE, obj.4x. (B) Di-
minui¢ao da expressdo para o anticorpo anti-cTnC em 4rea extensa e bem delimitada (Cao 15). IHQ, obj 4x. (C) Cardiomidcitos
com citoplasma hipereosinofilico, auséncia de estria¢des e de niicleo e inflamagéo histiocitica moderada (Cao 22). HE, obj.40x.
(D) Acentuada diminuicdo a perda total da imunorreatividade para o anticorpo anti-cTnC em alguns cardiomiécitos (Cao 22).
IHQ, obj.40x
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dos caes (11/22), éum processo degenerativo que
acomete animais de idade média a avancada, que
pode causar insuficiéncia cardiaca congestiva, ar-
teriosclerose, além de necrose e fibrose miocardi-
cas multifocais (Vleet & Ferrans 2009). E possivel
que, nesses animais, a disfun¢do valvular tenha
contribuido para as alteragdes cardiacas; por outro
lado, necropsiamos com frequéncia animais com
endocardiose e nao verificamos lesdes miocardicas
deste tipo.

Fibrose intersticial miocardica e/ ou perivascular
foi observada em 9 cdes deste estudo. Em pacientes
com disfuncdo renal, essa alteracdo ocorre de for-
ma secunddria ao desequilibrio na homeostase do
fluido (Bagshaw et al. 2013). A sobrecarga de vo-
lume provocado por esta condicao contribui para
elevacdo da pré-carga, alteracdes no débito cardi-
aco e aumento da pés-carga, assim como ativagao
do SNS e SRAA. Esses mecanismos podem levar ao
desenvolvimento de hipertensao arterial sistémica
(Bagshaw et al. 2013) e a angiotensina II pode indu-
zir fibrose cardiaca (Kawano et al. 2000). Em pacien-
tes com quadro de uremia, a fibrose intersticial e/
ou perivascular também pode ser atribuida ao pro-
cesso arterioesclerético (Langendorf & Pirani 1947).

Imuno-histoquimica

Através da avaliacao imunohistolégica do cora-
cao dos 22 cdes com doenca renal, verificou-se re-
dugdo dos niveis e até mesmo, em algumas areas,
perda total de expressdo da troponina C cardiaca
(cInC) no citoplasma de grupos de fibras muscu-
lares ou midcitos isolados. Diminuicao significati-
va na imunorreatividade ocorreu, sobretudo, em
cardiomidcitos que apresentavam, ao exame histo-
patolégico, aumento da eosinofilia citoplasmatica,
perda das estriacdes e com infiltrado inflamatdrio
associado, picnose/cariorrexia e mineralizacao.
Em dois caes (Caes 3 e 17) a hipereosinofilia cito-
plasmatica foi observada exclusivamente, sem ou-
tras alteracdes concomitantes e em ambos os casos
houve perda moderada de troponina. Por outro
lado, o cao 13apresentou leve infiltrado inflamaté-
rio mononuclear, porém ndo foi possivel identificar
alteragdes no padrao de eosinofilia citoplasmatica
dos cardiomidcitos, mas houve perda sutil de tro-
ponina. A utilizacdo da imunohistoquimica nesses
3 casos contudo, foi fundamental para confirmar
a existéncia da lesdo. Nos midcitos remanescentes
e vidveis dos animais com lesdo renal, bem como
nos daqueles utilizados como controle negativo,
observou-se marcada imunorreatividade para este
anticorpo. Esse padrao foi semelhante ao observa-

do em animais que, anteriormente, apresentaram
lesdo cardiaca toxica primdria aguda e/ou subagu-
da (Pavarini et al. 2012, Bandinelli et al. 2014, San-
tos et al. 2016), dirofilariose (Carretén et al. 2012)
e cardiopatia secundaria a nefrose toxica aguda/
subaguda (Costa et al. 2016). Sao escassos os tra-
balhos que relatam o uso da técnica de imuno-
-histoquimica com anticorpo anti-troponina para
detectar lesdes cardiacas em animais. Recentemen-
te, verificaram-se, através da imuno-histoquimica
com o anticorpo cTnC utilizado em humano, lesdes
degenerativo-necroéticas no coragdo de ovinos into-
xicados por Amaranthus spinosus, planta que causa
nefrose toxica aguda/subaguda; em parte dos ani-
mais observaram-se areas de necrose bem eviden-
tes na coloracgao rotineira (H.E.) e, em outros casos,
havia apenas hipereosinofilia citoplasmatica. Em
todos os casos, porém, houve algum nivel de perda
da expressao da cTnC (Costa et al. 2016). A técnica
com o mesmo anticorpo foi utilizada em bovinos
que morreram intoxicados por Amorimia exotropica,
planta que afeta primariamente o coragdo e causa
“morte stbita” (Pavarini et al. 2012, Bandinelli et
al. 2014). Nesses animais havia necrose coagulativa
de grupos ou de fibras musculares isoladas e o exa-
me imuno-histoquimico revelou sensibilidade des-
se anticorpo para deteccao das lesdes cardiacas. Em
bovinos e ovinos intoxicados por monofluoroaceta-
to de s6dio (Santos et al. 2016), os resultados foram
similares aos encontrados em bovinos intoxicados
por Amorimia exotropica (Pavarini et al. 2012, Bandi-
nelli et al.2014). No miocardio de caes com Dirofila-
ria immitis houve variagdo de sutil a leve no padrao
de marcagdo da troponina I de fibras com cardio-
mibcitos hipereosinofilicos, necrose de coagulagao
e inflamacao neutrofilica (Carreton et al. 2012).

Sindrome cardiorrenal

A sindrome cardiorrenal atualmente é muito
estudada na Medicina e ha evidéncias da relagao
direta e estreita entre grau de disfuncdo renal e
risco cardiovascular (Martin & Franco 2005). Acre-
ditamos que os caes deste estudo desenvolveram
a sindrome cardiorrenal tipo IV, em que as lesdes
cardiacas sdo secundérias a doenca renal cronica.
Diversos fatores de risco tém papel na patogénese
da doenga cardiovascular nos nefropatas cronicos,
dentre eles hipertensao arterial (Longenecker et al.
2002), hipervolemia (Amann et al. 1998) e anemia
(Levey et al. 1998). A hipervolemia pode levar ao
edema pulmonar (Ronco et al. 2008), observado em
11 caes (11/22). Em nove animais (9/22) verificou-
-se anemia, que pode ser consequéncia da doenca
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renal cronica (Mcclellan et al. 2004) e levar a de-
ficiéncia na oxigenagdo do miocardio, que tem o
consumo de oxigénio aumentado nesses pacientes
(Capelli & Kasparian 1977). E possivel que a defici-
éncia de eritropoetina, o aumento na produgdo de
inibidores da eritropoese induzidos pela uremia
e desordem na homeostase do ferro (Babitt & Lin
2012) também tenham contribuido para a anemia.

Em cinco cdes (5/22) havia hipertrofia ventricu-
lar esquerda. A prevaléncia dessa alteracdo na mus-
culatura cardiaca é maior em nefropatas e progride
de acordo com a evolugdo da doenga renal (Levin
et al. 1996). Varios mecanismos atuam em conjun-
to para a sobrecarga do trabalho cardiaco, que leva
ao crescimento ventricular desproporcional. Dentre
eles, destacam-se a hipervolemia (aumenta a pré-
-carga), o aumento da resisténcia vascular periférica
(eleva pos carga) (Amann et al. 1998), a hipertensao
arterial (Tucker et al. 1997, Cannella et al. 2000, San-
tos et al. 2003) e a anemia (Levin et al. 1996). Além
disso, os rins em faléncia podem aumentar a ativi-
dade do SNS através de estimulos de nervos sensi-
tivos aferentes (Converse et al. 1992), o que agrava
a hipertensdo (Rump et al. 2000). A liberacdo exces-
siva de angiotensina II também induz a hipertrofia
cardiaca (Kim & Iwao 2011) e isso ocorre pela ativa-
cdo exacerbada do SRAA (Bagshaw et al. 2013).

Bioquimica

A creatinina é a substancia mais utilizada para
avaliagdo bioquimica da filtracdo glomerular (Ju-
nior & Williams 2010). Dezoito caes tinham niveis
elevados de creatinina, o que indica diminuicao da
capacidade filtrativa do rim.

Em todos os cdes cuja ureia foi dosada, os ni-
veis séricos encontraram-se elevados (19/19). Esta
substédncia é considerada um parametro acessivel e
atil para avaliar a fungdo renal, pois a urina é a sua
principal via de excrecdo (Aires 2008). As lesdes
extra-renais da uremia foram observadas em 13
caes (13/22) e alteracdes nos sistemas gastrointes-
tinal, cardiovascular, respiratério e esquelético sao
caracteristicas do quadro urémico (Dantas & Kom-
mers 1997, Confer & Panciera 1998, Maxie & New-
man 2007). Alguns caes (4/22) apresentaram odor
amoniacal exalado no hélito ou da mucosa géstri-
ca. Este odor origina-se da degradacao da ureia em
amonia por acdo da urease bacteriana (Polzin et al.
2005). Manifestagdes gastrointestinais como vomi-
to e diarreia, foram observadas em 3/22 caes e os
sinais clinicos nessa espécie estdo diretamente re-
lacionados com as lesdes no trato gastrointestinal
(gastropatia e enteropatia urémicas). O efeito de

toxinas ndo identificdveis sobre a zona desencade-
adora de quimiorreceptores no bulbo também tem
sido descrito como mecanismo patogenético para o
vOmito, ndusea e anorexia (Polzin et al. 2005).

Em trés caes observou-se densidade urinéria re-
duzida, possivelmente, devido a perda progressiva
da funcao renal, que diminui a capacidade do 6r-
gdo de concentrar a urina (Junior & Williams 2010),
o que indica um rim em estagio terminal.

CONCLUSAO

As lesbes miocardicas observadas neste estu-
do, ao que tudo indica, estdo estreitamente corre-
lacionadas as alteracGes vasculares, resultantes da
uremia de longa duragdo e/ou da combinacdo de
alteragdes metabolicas e celulares que ocorrem na
sindrome cardiorrenal tipo IV, na qual o compro-
metimento cronico do rim pode induzir lesdes cro-
nicas no coracao.
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