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RESUMO

CID, Gabriela de Carvalho. Avaliacdes clinico-patologica e imunohistoquimica de
lesbes cardiacas em gatos (Felis catus) com doenca renal crénica. 2020. 86p. Tese
(Doutorado em Medicina Veterindria, Programa de Pds-Graduacdo em Medicina
Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2020.

A doenca renal cronica (DRC) € caracterizada por lesGes morfoestruturais irreversiveis,
que podem evoluir progressivamente para insuficiéncia renal cronica e faléncia renal.
Sabe-se que o coragdo e os rins mantém estreita relagdo e a comunicagdo entre esses
orgdos ocorre por uma variedade de vias; alteracdes fisiologicas sutis em um desses
6rgdos nem sempre sdo compensadas pelo outro. A avaliacdo histopatolégica cardiaca
mediante a coloragcOes rotineiras sdo limitadas para identificar lesGes especificas ou
discretas em cardiomidcitos. O presente trabalho teve como objetivos avaliar os niveis
séricos de troponina em gatos com DRC, associados aos achados clinico-patoldgicos,
bem como correlacionar as lesbes cardiacas morfoestruturais, a fim de determinar a
distribuicdo destas, por meio da avaliagho macroscépica, histologica e
imunohistoquimica com anti-cTnC. Neste estudo foram selecionados 20 gatos (18
diagnosticados com DRC e 2 animais controle). Para a aplicacdo da técnica de
imunohistoquimica anti-troponina C humana, necropsias foram realizadas e cada
coracdo coletado separadamente em 8 regides. Fragmentos do coracdo de 2 gatos sem
lesdo cardiaca foram utilizados como controle. Em 11/18 animais (61,11%) a troponina
sérica encontrava-se acima dos valores de referéncia e foram observadas diminuicdo da
expressdo para anticorpo-cTnC em cardiomidcitos individuais em 9/18 (50%). Notou-se
que o numero de regibes com diminuicdo da expressdo para anticorpo-cTnC em
cardiomiocitos estd significativamente correlacionado com a troponina sérica. O
anticorpo anti-TnC humano se mostrou eficaz para detectar lesbes cardiacas e
demonstrou diminuicdo da expressdo nos cardiomidcitos de gatos com DRC. Houve
correlacdo entre o aumento da CTnl sérica e perda da imunorretividade na avaliagdo
imunohistoquimica com anticorpo anti-TnC em gatos com DRC o que comprova danos
em cardiomidcitos secundarios a doenca renal.

Palavras chaves: Felino, Cardiologia, Nefrologia, Troponina



ABSTRACT

CID, Gabriela de Carvalho. Clinical-pathological and immunohistochemical evaluations
of cardiac lesions in cats (felis catus) with chronic renal disease. 2020. 86p. (Doctorate
degree in Veterinary Medicine, Animal Pathology). Veterinary Institute, Federal Rural
University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

Chronic kidney disease (CKD) is characterized by irreversible morphostructural lesions,
which may progressively progress to chronic renal failure (CKD) and renal failure. The
heart and kidneys are known to be closely related, and communication between these
organs occurs in a variety of ways; subtle physiological changes in one of these organs
are offset by the other. On microscopic examination, routine histological staining is
limited to identify specific or discrete lesions in cardiomyocytes. Many
immunohistochemical techniques with high specificity and sensitivity have been
developed in order to detect early lesions to cardiomyocytes. At time there are no
studies evaluating immunohistochemistry with cardiac Troponin | (anti-cTnl) antibody
in the detection of CKD-associated cardiac lesions in domestic cats. Thus, it aims to
evaluate serum troponin levels in cats with CKD, associated with clinical-pathological
findings, as well as correlated as morphostructural cardiac lesions, in order to determine
the daily distribution through macroscopic, histological and immunological evaluation.
anti-cTnl histochemistry. The objective of this study was to evaluate serum troponin
levels in cats with CKD associated with clinical and pathological findings, as well as to
correlate the morphostructural cardiac lesions, in order to determine their distribution
through macroscopic, histological and anti-cTnl histochemistry evaluation. In this study,
20 cats (Felis catus) diagnosed with CKD were selected. As inclusion criteria, the
patients presented stable azotemic biochemical profile examination, were in stage Il or
higher of International Renal Interest Society (IRIS) and also had clinical signs and
complementary exams consistent with the diagnosis of CKD. Necropsies of the 20
animals and fragments of all macroscopically evaluated organs were performed, as well
as eight fragments of different regions of the heart (apex, interventricular septum, left
ventricle, right ventricle, left papillary muscle, right papillary muscle, left atrium and
right atrium) were collected in 10% formalin solution for 24h and routinely processed
for histopathology. To perform the human anti-troponin C immunohistochemistry
technique, serial sections were obtained from the eight regions of the heart. Serum
troponin examination showed data above reference values in 11 animals (55%). In
immunohistochemical examination, decreased expression of anti-cTnC was observed in
individual cardiomyocytes (affected areas) of nine cats (45%), of which six (66.7%) had
only one affected region and three (33.3%) had two affected regions. Of the eight areas
observed, the most frequently affected heart region was the apex (41.7%), followed by
left ventricle (25%), right papillary muscle (16.7%), left papillary muscle (8.3%). and
right ventricle (8.3%). The number of regions with decreased expression for cTnC
antibody in cardiomyocytes was found to be strongly and significantly correlated with
serum Troponin dosage.

Key words: Feline, Cardiology, Nephrology, Troponin
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1. INTRODUCAO GERAL

A doenca renal crénica (DRC) é caracterizada por lesbes morfoestruturais
irreversiveis, que podem evoluir progressivamente para insuficiéncia renal crénica
(IRC) e faléncia renal (Polzin et al. 2005). A insuficiéncia renal leva a ruptura de
fungBes metabolicas e endocrinas, bem como a disturbios hidroeletrolitico e &cido
basico (Ribeiro et al. 2008), além de alteracdes na funcédo cardiaca (Martin & Franco
2005).

Sabe-se que, o coracdo e os rins mantém estreita relagdo e a comunicacao entre
esses Orgdos ocorre por uma variedade de vias; alteracdes fisiologicas sutis em um
desses 6rgdos nem sempre sdo compensadas pelo outro (Viswanathan et al. 2011). As
alteracdes cardiacas em seres humanos portadores de insuficiéncia renal crénica foram
descritas pela primeira vez em 1947. Macroscopicamente, havia acentuada hipertrofia
ventricular e fibrose e, ao exame histolégico do miocérdio, observou-se edema
intersticial intenso. Nesse estudo, sugeriu-se que a causa da morte havia sido a uremia,
tendo em vista que a dialise clinica rotineira ndo era disponivel na época (Langendorf &
Pirani 1947). As cardiopatias, quando associadas as nefropatias, podem ter evolucéo
mais rapida e de dificil controle. A DRC pode provocar anemia, descontrole dos niveis
de colesterol e triglicerideos e dificultar o controle da pressdo arterial. Em humanos
acelera o processo de aterosclerose, com posterior mineralizacdo e formacéo de placas
ateromatosas nas artérias cerebrais e coronarianas, 0 que pode ocasionar infarto do
miocardio (Ronco et al. 2008).

As coloragdes rotineiras sdo limitadas para evidenciar lesdes especificas ou
discretas em cardiomidcitos (Stigger et al. 2001; Carmo et al., 2011). Diversas técnicas
imuno-histoquimicas com alta especificidade e sensibilidade tém sido desenvolvidas no
intuito de se detectar danos aos cardiomidcitos. Entre essas, a troponina cardiaca tem
apresentado bons resultados em bovinos (Ortmann et al. 2000; Pavarini et al. 2012;
Bandinelli et al. 2014; Santos et al. 2016), ovinos (Costa et al. 2016) e em caes (D’avila
et al. 2016). Os cardiomidcitos necréticos, detectaveis ou ndo pelos exames rotineiros
de microscopia Optica, apresentam imunomarcagao negativa, enquanto os néo-afetados
sdo positivos para a troponina (Jenkins et al. 2010; Bandinelli et al. 2014; Costa et al.
2016; Santos et al. 2014; D’avila et al. 2016).

Até o momento, ndo havia estudos que avaliassem a imunohistoquimica com
anti-cTnC na deteccdo de lesdes cardiacas em gatos domeésticos. Dessa forma, o
presente trabalho teve como objetivos avaliar os niveis séricos de troponina I em gatos

com DRC, associados aos achados clinico-patolégicos, bem como correlacionar as
1



lesGes cardiacas morfoestruturais, a fim de determinar a distribuicdo destas, por meio da

avaliacdo macroscdpica, histologica e imunohistoquimica com anti-cTnl.



2. REVISAO DE LITERATURA

1. Fisiologia renal

Os rins sdo 6rgaos que possuem um conjunto diversificado de fungdes para man-
ter a homeostasia corporea (CUNNINGHAM, 1997; LUNN, 2011). O néfron é a unida-
de funcional do rim e inclui o corpusculo renal (capsula de Bowman com glomérulo) e
um sistema tubular, com os tubulos contorcidos proximais, al¢a de Henle e o tibulo con-
torcido distal, que termina nos tubulos coletores (NEWMAN; CONFER; PANCIERA,
2009; SINGH et al., 2012). Nos mamiferos, os rins recebem aproximadamente 25% do
débito cardiaco (VERLANDER, 2008). Essas fungOes renais podem ser divididas em
cinco componentes basicos: formacdo de urina, regulacdo &cido-base, manutencdo da
homeostase hidrica, equilibrio eletrolitico e fun¢do enddcrina (NEWMAN; CONFER;
PANCIERA, 2009).

A formacdo de urina tem como objetivo eliminar residuos metabolicos (VER-
LANDER, 2008; NEWMAN; CONFER; PANCIERA, 2009), porém as substancias re-
queridas pelo organismo, incluindo proteinas de baixo peso molecular, agua e uma série
de eletrélitos, devem ser reabsorvidas (VERLANDER, 2008). A conservacdo da agua
ocorre atraves da reabsorcdo pelos tibulos contorcidos proximais, mecanismo de con-
tracorrente da alga de Henle, atividade do hormonio antidiurético (ADH) nos tdbulos
distais e gradiente de ureia da medular. O sistema tubular é capaz de absorver 99% da
agua do filtrado glomerular (NEWMAN; CONFER; PANCIERA, 2009).

A regulacdo acido-basica se da predominantemente através de recuperacdo do
bicarbonato do filtrado glomerular e do equilibrio eletrolitico pela manutengdo da con-
centracdo extracelular normal de ions (como potéssio), pela reabsorcéo passiva nos td-
bulos proximais e da secrecdo tubular distal, sob a influéncia da aldosterona (NEW-
MAN; CONFER; PANCIERA, 2009).

A funcdo enddcrina ocorre através de trés eixos hormonais: eritropoietina, reni-
na-angiotensina-aldosterona e vitamina D (NEWMAN; CONFER; PANCIERA, 2009).
A producdo e a liberacdo de hormonios pelos rins desempenham papel vital no controle
da pressao arterial sistémica (VERLANDER, 2008) e na producgdo de glébulos verme-
Ihos (VERLANDER, 2008; NEWMAN; CONFER; PANCIERA, 2009), pois a eritro-
poietina é produzida em resposta a baixa tenséo de oxigénio e, quando liberada na circu-
lacdo sanguinea, estimula a medula 6ssea a produzir eritrécitos (NEWMAN; CONFER,;

PANCIERA, 2009). A vitamina D precisa ser convertida nos rins para sua forma mais
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ativa, o calcitriol, e isso facilita a absorcédo de calcio pelo intestino (NEWMAN; CON-
FER; PANCIERA, 2009).

2.2 Doenca Renal Cronica

O termo Doenca Renal Crénica (DRC) é utilizado para definir a presenca de
lesdo morfoestrutural renal persistente pelo periodo minimo de trés meses, caracterizada
pela perda definitiva e irreversivel de massa funcional e/ou estrutural de um ou de
ambos 0s rins, e pode-se observar reducdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG) de até
50% em relagdo ao seu normal (POLZIN et al., 2005), acompanhada da perda gradual
do namero de néfrons funcionais (MCGROTTY, 2008).

A DRC ocorre com alta frequéncia em animais de companhia, com prevaléncia
de 30 a 40% na espécie felina (POLZIN, 2005). Como consequéncia, tem-se a
diminuicdo da capacidade desse Orgdo em concentrar e eliminar determinadas
substancias toxicas, que em condi¢fes normais sdo eliminadas do organismo por

excrecéo renal.

2.2.1 Diagnostico da Doenca Renal Cronica

O diagnostico da DRC é embasado no histérico e anamnese, exame fisico,
alteracdes laboratoriais e ainda, pela presenca de lesbes estruturais nos rins (biopsia e/ou
exames de imagem como ultrassonografia e raio-x) (POLZIN et al., 2005).

Ademais, a disfuncdo renal é avaliada por marcadores sanguineos e urinarios. As
alteracdes laboratoriais que podem ser encontradas consistem em aumento das
concentracdes séricas de ureia e creatinina, hiperfosfatemia, alteracGes eletroliticas,
acidose metabolica, hipoalbuminemia, anemia ndo regenerativa e aumento sérico de
amilase e lipase (POLZIN et al., 2005; McGROTTY, 2008). Como marcador urinario, a
isostendria reflete a inabilidade renal em concentrar a urina. Esse achado pode ser uma
das primeiras manifestacfes clinicas da DRC (McGROTTY, 2008). Outras variaveis
incluem proteindria, cilindruria, hematdria renal, alteracdes do pH urinario, glicosuria
renal e/ou cistinaria (POLZIN et al., 2005).

Para avaliacdo de funcdo renal, os testes mais comumente utilizados na
Medicina Veterinaria sdo as mensuragdes das concentracdes séricas de creatinina e ureia,
porém, uma vez que esses compostos apresentam alteracdo somente quando permanece

75% do acometimento da funcionalidade dos rins, sdo considerados tardios para o
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diagnostico (DIBARTOLA; WESTROPP, 2000). O estadiamento IRIS (Sociedade
Internacional de Interesse Renal) para doenca renal cronica, é baseado na concentracao
sérica de creatinina, entretanto ha comprovacbes em relacdo ao aumento da
concentracdo da Dimetilarginina simétrica (SDMA) no soro ou plasma do sangue
considerando-o como um marcador sensivel de comprometimento da funcdo renal
(GRAUER, 2017).

2.2.2 Estadiamento da Doenca Renal Cronica

A classificagdo entre os estadios da DRC ¢é feita para se estabelecer condutas
terapéuticas, a fim de melhorar a qualidade de vida, retardar a progressédo da doenga,
aumentar a expectativa de vida e reduzir as complicacfes inerentes a sua evolugdo. A
Sociedade Internacional de Interesse Renal (International Renal Interest Society — IRIS)
propGe um sistema de classificacdo composto por quatro estadios de evolucdo da DRC
em gatos. Esses estadios foram estabelecidos de acordo com as concentragfes séricas de
creatinina. Os valores de creatinina sérica devem ser obtidos do paciente em jejum e
hidratado, em dois ou trés momentos diferentes ao longo de algumas semanas. O
Estadio | da DRC define-se por estado ndo azotémico, mas com alguma alteracdo renal
presente, tal como incapacidade de concentracdo urinaria, proteindria renal e alteracdes
renais ao exame de imagem e de bidpsia. O Estadio Il da DRC caracteriza-se pela
presenca de discreta azotemia em avaliacdes seriadas (creatinina serica entre 1,6 a
2,8mg/dL para gatos). Pacientes nos estadios | e Il ndo apresentam manifestaces
clinicas de disfuncdo renal a excecdo de polidria e polidipsia. O estadio Ill da DRC é
definido pela presenca de azotemia em grau moderado (creatinina sérica entre 2,9 e
5,0mg/dL para gatos). A progressdo da DRC nos pacientes desse Estadio geralmente
esta ligada aos mecanismos de progressao espontanea da doenca (autoperpetuagdo), mas
pode também estar relacionada a causas desencadeantes. O estadio IV da DRC
caracteriza-se pela presenca de intensa azotemia (creatinina sérica superior a 5,0mg/dL).
Nesse estddio o paciente apresenta importante perda da funcéo renal que pode estar
relacionada a faléncia renal e apresentar diversas manifestacfes sistémicas de uremia

como alteragdes gastrintestinais, neuromusculares ou cardiovasculares.



2.2.3 Azotemia versus Uremia

O termo azotemia, refere-se a retengdo de residuos nitrogenados ndo proteicos
no sangue, COMO a ureia e a creatinina, que em circunstancias normais, sao eliminadas
pelos rins através da urina. A azotemia ndo esta evidente em casos de insuficiéncia renal
até que mais de 75% da funcdo esteja prejudicada. Ela pode ser classificada de acordo
com suas causas, em azotemia pré renal onde deve-se a pressao de perfusdo renal
inadequada, a concentracdo de proteina plasmatica muito elevada ou ao aumento do
catabolismo proteico. A azotemia renal é provocada por disfuncédo renal que tem como
consequéncia a retencdo de residuos nitrogenados e a azotemia pds renal pode ocorrer
devido a obstrucdo do fluxo urinario ou a ruptura das vias urinarias inferiores
(BROVIDA et al., 2004).

A uremia é caracterizada pela sindrome toxica polissistémica que resulta de uma
funcdo renal anormal em pacientes azotémicos, e ocorre simultaneamente com os niveis
aumentados de constituintes urinarios no sangue. A uremia, nada mais €, do que o
resultado do estado clinico onde todas as doengas renais e progressivas se convergem
(OLIVEIRA, 2004).

2.2.4 Aspectos macroscopicos e microscopicos da DRC em gatos

Dados clinico-patologicos sdo Uteis no diagndstico, estadiamento e prognostico da
DRC em felinos, todavia fornecem poucos subsidios sobre a distribuicdo e o padrdo de
lesBes no rim. Portanto, é dificil determinar quais estadios sdo caracterizados por lesGes
irreversiveis e que intervencdes terapéuticas devem ser direcionadas (MCLELAND et
al., 2015).

Macroscopicamente, 0s rins apresentam-se diminuidos de tamanho, uni ou
bilateralmente, com superficie capsular irregular (BROWN et. al., 2016). Sdo descritas
como alteracBes histologicas nos rins em gatos portadores de DRC doencas
glomerulares priméarias (GLICK et al., 1978; NASH, 1979) e amiloidose (BOYCE et al.,
1984; ASPRONI et al., 2013) que podem resultar em complicacGes tubulo-intersticiais.
A maioria dos gatos geriatricos com DRC nédo possuem evidéncia histologica de doenca
glomerular primaria (LUCKE et al., 1968; CHAKRABARTI et al., 2013; MCLELAND
et al., 2015) e, em sua maioria, as lesdes primarias estdo dentro do compartimento
tubulo-intersticial, o que leva a lesbes esclerdticas secundarias suaves e leves
(CHAKRABARTI et al., 2013; MCLELAND et al., 2015).



Em um estudo de Mcleland e colaboradores (2015), as lesGes histoldgicas que
afetam todos os compartimentos renais foram identificados para cada estddio da DRC.
Este estudo demonstrou que lesdes reversiveis estavam presentes ao longo dos estadios
da DRC, entretanto lesGes irreversiveis foram mais prevalentes em estadios posteriores.
Neste trabalho, documentaram-se diferencas nas lesdes e padrdes histoldgicos entre 0s
estadios da DRC, como resumido abaixo.

O estédio | é caracterizado por parénquima renal normal remanescente (51% a 75%),
inflamacdo intersticial exclusivamente constituida de linfocitos em distribuicao
regionalmente extensa. Cicatrizes corticais e medulares (presenca de colageno matriz
visivel com coloragdo tricrdmica) quase ausente. Degeneragdo tubular leve, focal a
dispersa, significativamente menos grave que nos estadios posteriores (estadios 1l e 1V).
Necrose unicelular de células epiteliais tubulares (caracterizada por perda de adesdo da
membrana basal, nucleos em cariorrexe e citoplasma hipereosinofilico).
Glomerulosclerose ocorre em menor frequéncia e outras lesGes glomerulares e
vasculares estdo ausentes (MCLELAND et al., 2015).

O estédio 11 é definido pela quantidade de parénquima normal remanescente (51% a
75%) e gravidade da inflamagcdo (menor que 25%) com tipo celular presente de
linfdcitos e plasmdcitos e com menos frequéncia macréfagos e neutrofilos. Cicatrizacao
cortical e medular significativamente maior. A presenca de lipidio intersticial é mais
frequente e a degeneracdo tubular é moderada, com necrose epitelial presente. A
glomerulosclerose pode ser de leve a moderada e outras lesbes glomerulares sdo menos
frequentes, com  descricio  de  glomerulonefrite  membranoproliferativa,
glomerulosclerose segmentar focal, atrofia glomerular cistica ou expansdo mesangial.
H& espessamento da capsula de Bowman com ou sem hipertrofia celular parietal.
Lesdes vasculares incluem hiperplasia fibrointimal, arteriolosclerose hiperpléasica,
hialinose e vasos tortuosos em regides de cicatrizes (MCLELAND et al., 2015).

O estadio Ill é determinado por 25% a 50% do parénquima significativamente
alterado. A inflamacéo intersticial caracterizada por infiltrado regionalmente extenso de
linfécitos acompanhados por plasmdcitos, macréfagos e neutréfilos. A gravidade das
cicatrizes renais e degeneragdo tubular sdo moderadas a grave. Ha glomeruloesclerose
global significativa e outras lesdes também sdo observadas (glomerulosclerose
segmentar focal, microangiopatia trombotica, glomerulonefrite membranoproliferativa).
Espessamento da céapsula de Bowman, hipertrofia endotelial e parietal e
arteriolosclerose hiperplasica sao verificadas com maior frequéncia (MCLELAND et al.,
2015).



O estadio IV € representado por parénquima significativamente menos normal do
que qualquer outro grupo, com inflamacdo afetando 51% a 75% da secdo de tecido, que
consiste em linfdcitos e plasmdcitos. A cicatrizagdo cortical (25% a 50%) é tipicamente
maior que cicatriz medular (menor que 25%) ou seja, a cicatrizacdo cortical é
significativamente maior no estaddio IV que todos os outros grupos. Os lipidios
intersticiais estdo presentes em grande extensdo, bem como a degeneracgdo tubular e
necrose das células epiteliais tubulares. A dilatacdo tubular e os cistos sdo mais
prevalentes do que nos estadios | e Il, respectivamente. A glomerulosclerose global é
mais grave nesta fase em comparacdo com todos 0s outros grupos, alem de lesbes como
glomerulosclerose segmentar focal, hipertrofia glomerular, expansdo mesangial,
hipertrofia endotelial, padrdo glomerulonefrite membranoproliferativa e hipertrofia
glomerular cistica (MCLELAND et al., 2015).

2.2.5 Les0Oes extrarrenais

As lesBes extrarrenais da uremia podem ser desencadeadas por glomerulonefrite
crénica, nefrose tubular aguda, associacao de nefrose tubular e nefrite intersticial agudas,
nefrite intersticial cronica, nefrite intersticial subaguda, infarto, glomerulonefrite suba-
guda, associacdo de glomerulonefrite e nefrite intersticial cronicas, cistadenocarcinoma
bilateral e amiloidose. Uremia de origem pos-renal pode ser causada por urolitiase na
pelve ou urolitiase vesical e uretral, associadas a pielonefrite crénica e pielonefrite agu-
da, respectivamente (DANTAS; KOMMERS, 1997). As lesdes ocorrem de forma in-
constante e imprevisivel e sdo frequentemente observadas nos sistemas gastrintestinal,
cardiovascular, respiratdrio e muasculo esquelético (MAXIE; NEWMAN, 2007).

As complicacBes gastrintestinais estdo entre as manifestagdes mais comuns e proe-
minentes observados em consequéncia da uremia em gatos. Durante a evolu¢do da DRC,
a integridade do trato gastrintestinal (TGI) pode ser afetada. Observam-se perda de peso
e anorexia como achados clinicos relevantes e multifatoriais nessa patologia, além do
quadro de desidratagdo, Ulceras orais e gastricas, episodios de vomitos e diarreia
(BROVIDA et al., 2004). Ettinger e colaboradores (2004) relatam disfagia e desconforto
oral em 7,7% dos felinos com quadro de uremia.

Fatores que promovem a perda de peso e ma nutrigdo incluem a anorexia, vomitos e
diarreia, pela reducdo no aporte de nutrientes, distdrbios hormonais e metabdlicos, além

de fatores catabdlicos relacionados & uremia, como a acidose. Manifestagdes de nauseas



e vOmitos sdo resultados de inimeros fatores para a estimulacdo da zona quimiorrecep-
tora pelas toxinas urémicas (BROVIDA et al., 2004).

As complicagdes hematoldgicas ocorrem em consequéncia da reducdo da massa re-
nal funcional, que por sua vez é responsavel pela sintese de eritropoietina, e atua como
fator de producéo de hemacias, o que leva ao paciente com DRC a um quadro de ane-
mia, em casos avangados resultam em sinais clinicos de letargia e fraqueza. Pacientes
com DRC sdo propensos a hemorragia, disfuncdo hemostatica primaria e hemorragia
gastrointestinal devido a diminuicdo da agregacdo e funcdo plaquetaria pela presenca de
toxinas urémicas, diminuicdo das concentracdes de tromboxano A2 e alteracdo do meta-
bolismo intracelular de calcio (BROVIDA et al., 2004). Os sinais clinicos referentes a
anemia incluem as mucosas pélidas, fadiga, letargia e anorexia (POLZIN et al., 2005).

Os rins sdo 6rgdos importantes para regulacdo da pressdo sistémica sanguinea pela
excrecdo controlada de sdédio e agua, por isso em pacientes diagnosticados com DRC,
este mecanismo € prejudicado, o que permite o estabelecimento de um quadro de hiper-
tensdo (BROVIDA et al., 2004). A hipertenséo sistémica € uma das complicacdes cardi-
ovasculares mais frequentemente reconhecidas da DRC em cées e gatos (COWGILL;
KALLET, 1986), onde relata-se principalmente sua origem secundaria (ACIERNO;
LABATO, 2005). Varios fatores em combinacdo levam ao desenvolvimento de uma
hipertensdo sistémica secundaria, como ativacdo do sistema renina-angiotensina-
aldosterona; aumento dos niveis séricos de epinefrina e norepinefrina; aumento da res-
posta vascular a norepinefrina; diminuicdo da atividade do sistema cinina-calicreina;
aumento do débito cardiaco; elevacdo de vasopressina, com consequente vasoconstricdo
e efeito prolongado da reducdo de excrecdo hidrica pelos rins; aumento da resisténcia
periférica (ROSS, 1992; SCHIFFRIN et al., 2007). A ocorréncia de hipertenséo arterial
segundo Ettinger e colaboradores (2004), é relatada em aproximadamente dois tercos
dos gatos diagnosticados com DRC.

No sistema esquelético, 0 aumento do paratormdnio (PTH) é capaz de provocar
varios distarbios organicos, além de ser o principal responsavel pelo desequilibrio no
metabolismo de calcio, dos pacientes com DRC (VANHOLDER; SMET, 1999;
DHONT et al., 2000; VANHOLDER; LAECKE, 2008). Suas elevadas concentragdes
séricas circulantes e consequente desenvolvimento de hiperparatireoidismo acarretam
no aparecimento de alteracdes 6sseas (POLZIN; OSBORNE, 1995).

A perda progressiva de néfrons funcionais leva ao aumento do fosforo pela di-
minuicdo da taxa de filtracdo glomerular e a ativacdo reduzida de 250HD para calcitriol

através da reducéo da atividade de la-hidroxilase, os quais causaram uma diminuigéo



no iCa. Hiperfosfatemia, hipocalcemia ionizada e reducéo do calcitriol resultam na se-
crecédo de PTH que por sua vez tem sido reconhecido como uma toxina urémica que
pode contribuir para o desenvolvimento de osteodistrofia renal, supressdo da medula
0ssea, anemia e progressdo da DRC em humanos e caes, entretanto nao foi estudado
especificamente em gatos. E provavel que o aumento da secrecdo do PTH em pacientes
com RSHP seja causado principalmente pela hiperplasia do PTG, pois cada célula con-
tribui com uma porcdo da secrecdo de PTH que pode ser suprimida. Evidéncias mais
recentes mostraram que existem outros fatores hormonais que influenciam as relacfes
entre os metabdlitos de calcio, fosforo e vitamina D. O fator de crescimento de fi-
broblastps-23 (FGF-23) desempenha um papel importante na regulacéo do fosforo e foi
associado independentemente a progressdo da DRC. Estimulada pela hiperfosfatemia e
aumento das concentragdes de calcitriol, 0 FGF-23 é uma fosfatonina, sintetizada e se-
cretada por osteoblastos e ostedcitos que promove a excrecao de fosforo renal (ARKER
etal., 2015).

A hipocalcemia aparece como achado relativamente comum na DRC, sobretudo
associada a hiperfosfatemia e baixas concentracdes séricas de calcitriol (POLZIN et al.,
2000). Esta é detectada mais frequentemente quando se avalia a fracdo do calcio biolo-
gicamente ativa o célcio ionizado, do que pela determinacdo somente do calcio total
sérico (KOGIKA, 2002). O célcio ionizado, componente do calcio plasmatico é consi-
derado como a fracdo mais importante do célcio, por estar envolvido em 0s processos
fisioldgicos tais como a regulacdo da secrecdo e acdo hormonal (PTH e 1,25 diidroxivi-
tamina D); transporte de ions; contracdo muscular; coagulacdo sanguinea; mineralizacdo
de ossos e integridade de membranas plasmaticas (FELDMAN, 1995). O mecanismo
pelo qual se desenvolve a hipercalcemia é complexo ou multifatorial, envolvendo o au-
mento da reabsorcao 6ssea mediada pelo PTH; a secrecdo autdbnoma de PTH pelas para-
tiredides; a menor degradacdo e eliminacdo do PTH e de seus metabdlitos pelos rins; a
diminuicdo da excrecdo renal de calcio devido a reducdo da TFG; o aumento da reab-
sorcdo de calcio intestinal devido ao aumento da sensibilidade ao calcitriol e a elevagdo
da fracdo de calcio ligado a proteinas ou formando complexos com os anions (citrato,
bicarbonato, fosfato ou sulfato) (CHEW; CAROTHERS, 1989).

A acidose metabdlica constituiu uma anormalidade comum em pacientes DRC. Esta
agrava o desenvolvimento da anorexia, nausea, vomito, letargia, fraqueza, perda muscu-
lar pela inducdo de seu catabolismo e mé nutricdo, além de predispor a perda urinaria de
calcio, e por mecanismos compensatorios, a reabsor¢do 0ssea e ao comprometimento da
sintese de calcitriol (SUTTON; DIRKS, 1996). A acidemia intensa pode ocasionar a
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diminuicdo do débito cardiaco, da pressao arterial, dos fluxos sanguineos nos rins e he-
patico, e a centralizacdo do volume sanguineo (POLZIN et al., 2000). Existem hipdteses
de que os rins dos felinos respondem de maneira diferente & acidose metabolica quando
comparados a outras espécies de mamiferos, onde para eles, a acidose metabdlica ndo
aumenta a taxa de producdo de amdnia pelas células dos tubulos contorcidos proximais
(BROVIDA et al., 2004).

2.3 Sindrome cardiorrenal

O coracdo e os rins mantém a homeostasia hemodinamica e perfusdo adequada
de 6rgdos através de uma estreita relagdo que regula o débito cardiaco, volume e tonus
vascular. Nos seres humanos, as interacdes patoldgicas entre esses dois sistemas
organicos sdo cada vez mais definidas. O termo “sindrome cardiorrenal (SRC)” ¢
definido como “disturbios do coragdo e rins pelos quais a disfuncdo aguda ou cronica de
um 6rgdo pode induzir disfun¢do aguda ou cronica do outro”, vem sendo adaptado na
medicina para descrever essa interacdo patologica (RONCO et al., 2010).

As alteracOes fisiologicas sutis em um desses 6rgdos sdo compensadas pelo
outro. Essa comunicacdo ocorre por uma variedade de vias, incluindo pressao de
perfuséo, presséo de enchimento e atividade neuro-hormonal. Em particular alguns dos
principais mediadores incluem sistema nervoso simpatico, eixo renina-angiotensina-
aldosterona SRAA) e o peptideo natriurético atrial. Esses agentes tém receptores nos
rins, vasos e no coracgdo e afetam o estado de volume, tdnus vascular, débito cardiaco e
inotropia (VISWANATHAN; GILBERT, 2011).

Essa relacdo existe independentemente da doenca inicial ser cardiaca ou renal
(SCHRIER, 2007). O 6rgdo que esta afetado pode iniciar e perpetuar o distirbio dos
dois 6rgdos através de uma combinacdo complexa de mecanismos de feed-back neuro-
hormonais seja de forma direta ou indireta (RONCO et al., 2008c).

As causas da insuficiéncia renal associadas a insuficiéncia cardiaca sdo muitas,
entre elas, a diminuicdo da perfusdo renal leva a insuficiéncia do 6rgdo (HEYWOOD,
2004; RONCO et al.,, 2008c). Este suprimento sanguineo inadequado pode ser
secundario a hipovolemia (diminuicdo pré-carga), por vasoconstricdo mediada por
neuro-hormonios (aumento da pos-carga), hipotensdo com débito cardiaco preservado
(choque vasodilatador) ou sindrome com baixo débito (HEYWOOD, 2004). Quando
essa pressdo na perfusdo € diminuida, a ativacdo do SRAA leva a producdo de

angiotensina Il e consequente elevacdo da resisténcia da artéria eferente para preservar a
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pressdo hidrostatica intraglomerular e manter a taxa de filtracdo glomerular.
Simultaneamente, a artéria eferente, sob controle do mecanismo de retroalimentagédo
tubulo-glomerular e prostaglandinas, dilata para aumentar a pressdo de perfusdo no
glomérulo (VISWANATHAN; GILBERT, 2011).

Essas alteracGes promovem respostas compensatorias sistémica e intra-renais,
com o objetivo de reter fluidos e restaurar o débito cardiaco. Com a progressao da
disfuncdo cardiaca, esses mecanismos compensatorios se tornam deletérios, uma vez
que ndo sdo suficientes para restaurar o débito cardiaco e acabam por condicionar
disfuncéo renal (MARTINS et al., 2011). A ativacdo do SRAA faz com o que o sistema
nervoso simpatico seja ativado e como consequéncia leva a respostas como
vasoconstricdo e/ou aumento do débito cardiaco, com estimulo para secrecdo de renina
(REID, 1992). Além de estimular o recrutamento de células inflamatdrias
mononucleares através de processo mediado por quimiocina e fatores de transcricao
especificos (RUIZ-ORTEGA; LORENZO; EGIDO, 2000), ativacdio de NADH e
NADPH-oxidase, que estimulam a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(superoxido) (GRIENDLING et al., 1994) e expressdo de endotelina-1 (ET-1) no rim,
um potente peptideo vasoconstritor (RONCO, 2008a).

Embora haja comparacdo entre a medicina e a veterinaria, as manifestaces do
coragdo e renais diferem entre as espécies, 0 que limita assim a validade de derivar
informacdes de dados humanos para aplicacdo em veterinaria, bem como comparacfes
entre cées e gatos. As doencas cardiacas em humanos estdo relacionadas principalmente
a hipertensdo e doenca arterial coronariana, diferente dos cdes (priméria valvular,
cardiomiopatia dilatada e dirofilariose) e gatos (cardiomiopatia hipertrofica, outras
miopatias e, em menor grau, hipertensdo arterial sisttmica). Da mesma forma que as
doencas renais em humano (doenca glomerular, nefropatia diabética, nefrosclerose,
nefrite intersticial e doenca renal policistica (HOU et al., 2006), ndo se correlacionam
com o0s observados em cées (doenca glomerular, pielonefrite, necrose tubular aguda,
doenca tubulo-intersticial) e gatos (doenca renal crénica em fase terminal idiopatica,
caracterizada com mais frequéncia por fibrose tibulo-intersticial, tipicamente de origem
desconhecida (CHAKRABARTI et al., 2013). No entanto, existem alguns aspectos das
doencgas e sua fisiopatologia que justificam e aplicacdo de descobertas humanas em
medicina veterinaria (POUCHELON et al., 2015).

Com o objetivo de desenvolver defini¢cOes, recomendagdes, fornecer diretrizes
gerais para o tratamento de pacientes com SCR com énfase na interacdo potencial entre

os dois sistemas organicos e para aumentar a conscientizacdo sobre a SCR que merece
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mais pesquisas em caes e gatos, foi criado o Grupo consenso de SRC, composto por 16
instituicbes académicas e clinicas especialistas, incluindo nove cardiologistas
veterinarios e sete veterinarios nefrologistas da Europa e America do Norte. Optou por
se referir a SCR em pacientes veterinarios como distdrbios cardiovasculares renais
(DCVR). Prevé-se que 0 DCVR no céo e gato seja amplamente variada entre individuos e
entre espécies, 0 que impede desta maneira a descrigdo como uma sindrome clinica
unica (POUCHELON et al., 2015).

Pouchelon e colaboradores (2015) firmaram conceitos sobre a definicdo,
classificacéo e fisiopatologia dos DCVR. Em primeiro lugar, disturbios cardiovasculares
renais séo definidos como doenga, toxina ou dano estrutural e/ou funcional induzido por
droga para o rim e/ou sistema cardiovascular, levando a ruptura das interagcbes normais
entre esses sistemas, para 0 continuo detrimento de um ou de ambos; o DCVR inclui 0s
subgrupos que refletem (A) doenca renal/disfuncdo emanada de uma doenca que
envolve o sistema cardiovascular; (B) \doenca cardiovascular/disfuncdo secundaria a
doenga renal e comprometimento concomitante de ambos os sistemas causados por
doencas cardiovasculares primarias e doenca renal; (C) outros processos, drogas, toxinas
ou tdxicos que afetam ambos os sistemas. As trés categorias podem ser mais subdividida
em doenca estdvel ou doenca instdvel na apresentacdo clinica do paciente. Sobre
epidemiologia, aspectos clinicos e diagnostico da DCVR, apesar da falta de dados
especificos sobre a fisiopatologia em medicina veterinaria, a literatura sugere que em
animais se compartilha alguns padrdes comuns com a SRC humana, a saber, o complexo
interacdo de alteracfes hemodinamicas, ativacdo neuro-hormonal e espécies reativas de
oxigénio. No que se refere a lesdo renal ou disfuncdo emanada de um processo primario
de doenga envolvendo o sistema cardiovascular (A), 0s mecanismos potenciais da
DCVR incluem a diminuicdo da perfusdo renal secundario a diminuicdo do débito
cardiaco; ativacdo do sistema neuroenddcrino, nomeadamente a renina-angiotensina-
aldosterona sistema (SRAA) e sistema nervoso simpatico (SNS); geracdo de espécies
reativas de oxigénio por endoteliais anormais ou tecidos lesionados e congestdo venosa
passiva do rim (HAASE et al. 2013, MCCULLOUGH et al. 2013). Reducdo aguda no
débito cardiaco pode levar a diminuicdo da filtragdo glomerular, aumento da creatinina
sérica e nitrogénio da uréia no sangue e diminuicdo da producdo de urina. Em ambos
humanos e animais, 0 aumento da creatinina tdo pouco quanto 0,3 mg / dL (26,5 umol /
L) sdo considerados indicativos de lesdo renal aguda. No que refere-se a lesdo ou
disfuncéo cardiovascular que emana de um processo primario de doenga envolvendo o

rim, ha poucas evidéncias diretas em cées e gatos (WILSON et al., 2010), bem como
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visto em humanos (RONCO et al., 2008c). Existem em ambos, hipoteses meramente
suspeitas dos efeitos negativos da doenca renal no sistema cardiovascular (BAGSHAW
et al. 2013, TUMLIN et al., 2013, RONCO & DI LULLO, 2014). Dentre as deducdes,
as anormalidades eletroliticas, como hipercaliemia, pode complicar tanto a lesdo aguda
qguanto a DRC e estdo associados com arritmias cardiacas (BAGSHAW et al., 2013). A
lesdo renal também pode levar a sobrecarga de volume sistémico que contribui para o
congestionamento, especialmente em animais com doengas cardiacas coexistentes,
como valvopatia, cardiomiopatia dilatada, disfuncdo diastolica (cardiomiopatia
hipertréfica e doenca cardiaca hipertensiva) e a anemia grave (WILSON et al., 2010). A
anemia da DRC é pouco provavel que tenha um papel significativo, pois € tipicamente
de baixo grau. A hipertensdo arterial € uma sequela comum & DRC e pode resultar em
hipertrofia e disfuncdo do miocardio em gatos e cdes e a azotemia em si pode ter efeitos
adversos nos miocitos cardiacos (SAMPEDRANO et al., 2006). Finalmente a lesdo ou
disfuncdo renal e cardiovascular emanando de um processo primario de doenca fora dos
dois sistemas ou casos em que 0s rins e doencgas cardiovasculares coexistem, atualmente
essas interagdes sdo pouco definidas e ha falta de publicacdes e evidéncias para elas em
cdes e gatos (POUCHELON et al. 2015).

2.4 Biomarcadores celulares e plasmaticos na deteccdo de injurias cardiacas

Os biomarcadores tém como objetivo mensurar e avaliar a normalidade
bioldgica de processos patogénicos ou respostas farmacoldgicas a uma intervencédo
terapéutica (BIOMARKERS DEFINITIONS WORKING Grupo 2001), ou seja, qualquer
biomarcador em particular reflete a gravidade do processo patolégico e pode ser usado
para avaliar o risco de eventos adversos, prever resultados e orientar terapia. Na medicina
veterinaria, os biomarcadores se referem a substancias que podem ser medidas no sangue
ou na urina (POUCHELON et al., 2015).

A injuria cardiaca é seguida pela liberagcdo de constituintes celulares na corrente
sanguinea. Assim, marcadores podem ser mensurados na rotina clinica a fim de estimar
as extensdes dos danos celulares no miocardio (GODOY; BRAILE; NETO, 1998). A
existéncia de biomarcadores em doencas renais ou cardiovasculares pode ser usada
especificamente para diagnosticar, prever resultados ou orientar a terapia na DRC,
entretanto, atualmente, ndo existem biomarcadores especificos para DCvVR. As
consequéncias de doengas cardiacas ou terapia instituidas nas cardiopatias nos rins

devem ser avaliados com testes tradicionais da funcdo/dano renal, bem como
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biomarcadores cardiacos mais recentes, como peptideo natriurético do tipo N-terminal
pro-B (NT-proBNP) e troponina-lI cardiaca (cTnl) que podem ser U(teis para a
estabelecimento de doenga cardiaca ou lesdo cardiaca (POUCHELON et al., 2015).

Avaliacdo das taxas da enzima creatinaquinase (CK-MB) pode ser feita de forma
rapida e com baixo custo, para confirmar o diagnostico, monitorar a evolugédo e estimar
0 tamanho da lesdo no miocardio. O mesmo pode ser empregado ao uso da enzima
desidrogenase lactica (LDH) (GODOY; BRAILE; NETO, 1998).

No entanto, alguns fatores levam a limitacdo do uso desses marcadores. Os niveis de
creatinaguinase no soro de pacientes com infarto agudo do miocéardio (IAM) demoram a
ficar elevados, isso s6 ocorre algumas horas apds o aparecimento da dor, e o diagnostico
passa a depender de alteracdes eletrocardiogréficas que sdo inconclusivas em até 40%
dos pacientes. Além disso, a especificidade se torna comprometida, uma vez que o
aumento dos niveis séricos podem ocorrer também em casos de lesdo da musculatura
esquelética (GODOY; BRAILE; NETO, 1998).

A mioglobina é uma proteina globular heme de baixo peso molecular que transporta
oxigénio e estd presente nos musculos esquelético e cardiaco, e por isso a sua
quantidade é abundante em todas as fibras musculares, incluindo musculatura lisa,
esquelética e cardiaca. Desta maneira, caso ocorra algum dano muscular ou, mesmo,
insuficiéncia renal crénica, os niveis de mioglobina no soro podem estar aumentados.
Com isso devido a sua inespecificidade cardiaca, o diagnéstico diferencial torna-se um
problema (KENT, 1982).

A proteina ligada a &cidos graxos (H-FABP), que compreende 15 a 30% de todas
as proteinas citoplasmaticas, se assemelha a mioglobina no que diz respeito as variacdes
de concentracdo sérica, todavia, tem especificidade levemente maior. A glicogeno-
fosforilase € uma proteina cistosolica com grande cardio-especificidade, entretanto a
experiéncia clinica com esses marcadores ainda é limitada (GODOY; BRAILE; NETO,
1998).

Os Peptideos Natriuréticos (BNP e ANP) e fracdo amino terminal do proBNP (NT-
proBNP) sdo considerados biomarcadores padrdo na insuficiéncia cardiaca (IC) des-
compensada em humanos, bem como em outras patologias (sindrome isquémica aguda,
insuficiéncia renal, fibrilacdo atrial, doenca pulmonar obstrutiva cronica, embolia pul-
monar, idosos). Esses biomarcadores difundiram-se na medicina felina para diferencia-
cao de dispnéia de origem cardiogénica (WURTINGER et al., 2017). Os peptideos na-
triuréticos sdo neurohorménios que causam aumento da excrecao de sodio e agua, vaso-

dilatagéo por inibicdo da endotelina I e renina, e modulagdo do sistema nervoso simpati-
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co. Os mais conhecidos sdo o ANP (atrial natriuretic peptide) e o BNP (brain natriuretic
peptide). O ANP é sintetizado e armazenado no atrio, e liberado quando ha sobrecarga
de volume atrial causando estresse na parede. O BNP por sua vez € sintetizado como
proBNP no atrio, quando ha estresse na parede miocardica ou estimulo neuro-hormonal
(endotelina I ou angiotensina Il) hd aumento da sua producéo e ele é clivado por protea-
ses em sua forma ativa (BNP) e sua forma inativa (NT-proBNP) que tem meia vida
plasmética mais longa e em maiores concentracdes (PEMBERTON et al., 2000; VAN
KIMMENADE & JANUZZI, 2009; COTE, 2011).

Dentre outros marcadores plasmaticos de lesdo ao miocardio podemos citar 0s
plasméticos C5b-9 (ORTMANN; PFEIFFER; BRINKMANN, 2000a; CAMPOBASSO
et al.,, 2008), C4d (CHANTRANUWAT et al., 2004; JENKINS et al., 2010), C9
(DORAN et al., 1996; SILVA et al. 2002; JENKINS et al., 2010) e fibronectina (HU;
CHEN; ZHU, 1996; ORTMANN; PFEIFFER; BRINKMANN, 2000a; ORTMANN;
PFEIFFER; BRINKMANN, 2000b; SILVA et al. 2002; CAMPOBASSO et al., 2008).
Lagrand et al. (1997) sugeriram que a proteina C-reativa poderia ativar o sistema
complemento em humanos com infarto agudo do miocérdio. C4d e C5b-9 sdo alguns
dos produtos desta ativacdo do complemento (YASOJIMA et al., 1998).

2.4.1 Troponina

Troponinas sdo proteinas presentes nas musculaturas esquelética e cardiaca com
3 subunidades, troponina | (cTnl), troponina C (cTnC) e troponina T (cTnT), que
formam um complexo que regula a interacéo calcio-dependente da miosina com a actina.
Os genes codificadores da troponina C sdo idénticos nos musculos cardiaco e
esquelético, porém os que codificam as troponinas T e | sdo diferentes, por isso tem
recebido crescente atencdo como marcadores altamente especificos de injaria celular
cardiaca (GODOY; BRAILE; NETO, 1998).

A troponina T se liga a um complexo de trés proteinas com a tropomiosina, a
troponina | inibe 0 engate da actina com a miosina e a troponina C se liga ao célcio
induzindo a uma mudanca e invertendo a atividade inibitdéria da troponina | (ADAMS;
ABENDSCHEIN; JAFFE, 1993). Assim como a tropomiosina estd envolvida na
contratilidade como proteina moduladora, pois quem realmente exerce atividade

contréatil sdo a actina e a miosina (AIRES et al., 2008).
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2.4.2 Troponina |

A troponina | (cTnl) atualmente é descrita como mais sensivel e especifico
marcador de lesdo cardiaca em humanos. A troponina | cardiaca ndo se expressa no
musculo esquelético durante o desenvolvimento fetal, ap6s trauma muscular ou durante a
regeneracdo desse tipo de musculo. Ao contrario da CK-MB, ndo € detectavel no sangue
de pessoas sadias, mostra um aumento proporcionalmente bem maior acima dos valores
limite (pico até mais de 40 vezes o limite da detec¢do), enquanto CK-MB restringe a 6 a
9 vezes (GODOY; BRAILE; NETO, 1998). Por volta de 4 a 6 horas apés lesdo ou
necrose aguda do miocardio hd um aumento das concentracfes séricas de cTnl e cTnT
(NELSON; COUTO, 2006; JENKINS et al., 2010). Estudos em humanos demonstram
que nos casos de infarto do miocardio podem permanecer elevada por uma média de 7 a
10 dias apo6s o episodio agudo (ANTMAN et al., 1996; FONAROW, 1996; SLEEPER et
al., 2001). Devido ao seu tempo prolongado de liberacdo permitem a confirmacdo do
diagndstico em até trés semanas apos o inicio dos sintomas (GODOY; BRAILE; NETO,
1998). A especificidade da troponina | mostrou-se maior do que 0s outros marcadores,
incluindo a troponina T, em casos de doenca renal crbnica, doencas musculares
esqueléticas e traumas musculares. A troponina | ndo foi detectada nos casos de traumas
musculares graves ou rabdomiolise, o que resulta em 100% de especificidade (GODQY;
BRAILE; NETO, 1998). Em humanos a correlacdo dos niveis elevados de cTnl com
doenca ndo cardiaca, se correlacionam com a piora no prognostico, independentemente
do processo subjacente da doenca primaria (WOOD et al., 2003; AMMANN et al., 2009).

Como séo proteinas exclusivamente intracelulares de ceélulas cardiacas, a
presenca na circulacdo sanguinea significa lesdo em cardiomidcitos, para 0s quais
tornaram-se biomarcadores padrdo ouro para estas injarias. Embora muito seja
conhecido sobre troponinas no que diz respeito a sua funcéo, estrutura e liberacdo de
cardiomidcitos lesionados, processo de eliminacdo do organismo ainda ndo foi
esclarecido (LANGHORN et al., 2016).

Na medicina veterinaria, 0 aumento da concentracdo da tropinina | sérica, tem
sido associado a muitas doencas cardiacas clinicamente relevantes para espécie canina,
felina, e em equinos com ruptura ventricular esquerda (SLEEPER et al., 2001).

A correlagdo de muitas doencas sem envolvimento cardiaco ante-mortem com o
aumento de niveis séricos de cTnl, limita o uso desta como auxilio no diagnostico e
identificacdo de doenca cardiaca primaria, caso outra doenca substancial esteja presente.

Entretanto tem alta aplicacdo em seu uso como biomarcador clinico altamente
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especifico de lesdo ou dano miocéardico, que pode ou nao estar relacionado a disturbios
cardiacos primarios. Para a espécie canina, os valores de referéncia normais para cTnl
sérica variam de 0.03 a 0.07ng/mL, enquanto que para a espécie felina varia de < 0,16
ng/ml. (PORCIELLO et al., 2008).

2.4.3 Troponina | sérica em gatos e cdes com DRC

Em humanos as troponinas cardiacas estdo elevadas em alguns pacientes com
insuficiéncia renal, mesmo na auséncia de isquemia clinicamente suspeita (MCLAURIN
et al., 1997; ESCALON et al., 1996). Nesses pacientes diagnosticados com insuficiéncia
renal cronica, as doencas cardiovasculares representam cerca de 50% dos o6bitos. Varias
condi¢cdes ndo cardiacas em pessoas, que inclui além da insuficiéncia renal grave, a
diabetes e doenca critica inespecifica podem causar elevacBes de cTnl, embora o
mecanismo exato pelo qual ocorre é controverso (ATABEK et al., 2004).

Em um estudo retrospectivo de Porciello e colaboradores (2008), foi
demonstrado que cdes e gatos com insuficiéncia renal geralmente apresentam niveis
elevados de cTnl. Além disso, h& similarmente cTnl elevada tanto em cdes com
insuficiéncia renal e doenca sistémica nao renal grave. Em 78% dos cées e 72% dos gatos
com insuficiéncia renal apresentaram niveis de cTnl elevados. Em caninos e felinos com
insuficiéncia renal e sem quadro clinico aparente de doenca cardiaca priméria, 0s niveis
de cTnl geralmente estdo aumentados, entretanto, a clinica, a relevancia e a causa desse
aumento permanecem indeterminadas (PORCIELLO et al., 2008).

Apesar da troponina ser eliminada pelo sistema renal, a gravidade da
insuficiéncia deste 6rgdo ndo se correlaciona com a concentracdo de cTnl sérica
(PORCIELLO et al., 2008), semelhante aos achados em pacientes humanos com
insuficiéncia renal (DE ZOYSA et al., 2004; LAMB et al., 2004).

Porciello e colaboradores (2008), descrevem em seu estudo que cées e gatos com
insuficiéncia renal e hipertensdo ndo apresentaram maior probabilidade de ter
concentragdes aumentadas de cTnl do que pacientes normotensas, onde foram observados
numeros semelhantes de pacientes hipertensos e normotensos que apresentaram niveis
normais de cTnl e elevados de cTnl.

Um estudo de Nelson e Couto (2006), defende que em cées uma disfuncéo do
miocardio em doengas sistémicas graves apoia a observacdo que a lesdo miocardica
histologicamente aparente ndo é necessaria para produzir disfuncdo miocéardica detectavel

ecocardiograficamente e, potencialmente, elevacdes da cTnl sérica. Na espécie felina
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estudos ndo documentaram disfuncdo cardiaca esquerda marcada em paciente com
insuficiéncia renal, o que sugere que gatos com insuficiéncia renal crbnica ndo
complicada, ndo se tém consistentemente evidéncia de doenca cardiaca estrutural
(RISHNIW et al., 2002).

Entretanto como a troponina cardiaca s6 pode aumentar secundéaria a lesdo ou
dano miocardico, outros estudos fornecem um correlato antemortem que identificaram
doencas miocéardicas clinicamente e necrose em muitos pacientes com doenca nao
cardiaca e sugere que a incidéncia de lesdo miocéardica (necrética ou ndo necrotica) em
pacientes com doenca sistémica pode ser consideravelmente maior do que se pensava
anteriormente (DRIEHUYS et al., 1998; KIDD et al., 2000; PORCIELLO et al., 2008).
O estudo de Langhorn e colaboradores (2018) documentou o aumento da concentragao
sérica de cTnl em gatos com funcdo renal comprometida e sem evidéncias de leséo
cardiaca estrutural o que confirma seu possivel indicador progndstico em gatos com DRC,
independentemente do mecanismo subjacente.

Com base nos resultados de Langhorn e colaboradores (2018), é considerado
altamente provavel que o aumento da cTnl sérica em pacientes felinos com
comprometimento funcdo renal reflita lesdo miocardica, ou pelo menos parcialmente,
onde a lesdo miocardica é induzida por lesbes de uma doenca nao cardiaca. Na co-
dependéncia do sistema cardio-renal, sua interacdo envolve mecanismos compartilhados
que séo relacionados ao volume e pressdo arterial (RONCO et al., 2014; KELLER et al.,
2016). As causas para a remodelacdo cardiaca pela DRC incluiria a ativacdo do sistema
renina-angiotensina-aldosterona, sistema nervoso simpatico ap6s um declinio da TFG, os
quais induzem doencas cardiacas e fibrose, além de toxinas urémicas, bem como
hiperfosfatemia e anemia ndo regenerativa, sao hipoteses levantadas (LANGHORN et al.,
2018).

2.4.4 Causas de troponinemia em gatos

O significado da lesdo do miocérdio na doencga cardiaca e doencas ndo cardiacas
ficaram em evidéncia nos ultimos anos (LANGHORN et al., 2016; MARKOU et al.,
2011). Tendo como procedimento padrdo avaliar biomarcadores hepaticos e renais como
parte da investigacao clinica do paciente e a analise do coracdo através de diagnostico por
imagem e eletrocardiograma (ECG), atualmente os biomarcadores cardiacos estdo
ganhando maior visibilidade na medicina veterindria e sua interpretacdo correta é
essencial (LANGHORN et al., 2018).
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Estudos demonstram originalmente que cdes e gatos com doenca renal
frequentemente tém cTnl sérico aumentado, entretanto, esse aumento pode ser acarretado
por diversas causas possiveis, dentre elas doencas cardiacas, caso em que cTnl pode
refletir com seguranca lesdo primaria do miocardio; toxinas urémicas e hemodinamica
alterada podem causar lesdo miocardica secundaria, ou seja, lesdo miocardica induzida
por doenca nédo cardiaca, como observada com doenga sistémica grave (MARKOU et al.,
2011; LANGHORN et al., 2013); co-dependéncia do coragdo e dos rins um no outro,

descrito como sindrome cardiorrenal (RONCO et al., 2014).

2.5 Imunohistoquimica com anticorpo antitroponina

Em Medicina Veterinaria, sdo escassos 0s trabalhos que relatam o uso da
imunohistoquimica com anticorpo antitroponina na deteccdo de lesdes cardiacas.
Carreton e colaboradores (2012) avaliaram o coracdo de 24 cdes que apresentaram
resultado positivo para antigenos circulantes de Dirofilaria immitis; 13 desses com
elevados niveis plasmaticos de troponina | e cinco com elevados niveis plasmaticos de
mioglobina. Macroscopicamente, nenhum coracdo apresentou lesdo, porém
microscopicamente houve necrose focal no ventriculo direito e, em outras areas, focos
hipereosinofilicos e necroticos eram frequentemente observados e, ocasionalmente,
inflamac&o neutrofilica. Na avaliagdo imunohistoquimica, houve perda ndo uniforme de
mioglobina e cTnl nos cardiomidcitos necroticos, ou seja, algumas fibras demonstraram
completa auséncia desse componente e outras apresentaram variados graus de perda.

Recentemente, foram avaliadas as lesGes cardiacas secundérias a doenga renal
em cédes por meio da técnica de imunohistoquimica com anticorpo antitroponina C
humano. No coracdo de 22 caninos observaram-se diversos grupos de midcitos com
diminuicdo significativa ou auséncia de imunorreatividade para o anticorpo anti-
troponina C, essas areas, via de regra, correspondiam aos mesmos grupos de midcitos
na coloracdo de Hematoxilina e Eosina (H.E). que apresentavam alteragcbes que
variavam de leve tumefacdo celular a aumento da eosinofilia, perda de estriagéo, lise
celular e caridlise, por vezes, acompanhadas de infiltrado inflamatério misto.
Adicionalmente, havia, no coracdo de 10 cdes, lesdo vascular, que variou de leve
tumefacdo das ceélulas endoteliais a necrose destas, com deposicdo de material
eosinofilico na parede vascular e mineralizagio (D’AVILA, 2016).

Em um estudo com bovinos intoxicados naturalmente por Amorimia exotropica,

todos os cardiomidcitos com caracteristicas histologicas (discretas a severas) de dano
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celular, apresentaram diminuic¢éo ou auséncia de marcacdo pelo anticorpo anti-troponina
C (PAVARINI et al.,, 2012; BANDINELLI et al., 2014). Esse anticorpo também
apresentou bons resultados em estudos com ovinos intoxicados por Amaranthus
spinosus. As fibras cardiacas hipereosinofilicas ou necréticas exibiram diminuicdo ou
perda da imuno-marcacdo (COSTA et al., 2014).
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3. METODOLOGIA GERAL
Declaracdo ética. Os animais foram incluidos no estudo somente ap6s o
consentimento prévio dos proprietarios para realizacdo do exame clinico, colheita de
material e necropsia. Estes assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido. O
presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica e Uso Animal (CEUA), da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), sob o nimero do processo
7430260817 (em anexo).

Coleta de material. A coleta de dados foi realizada no Setor de Clinica Médica de
felinos do Hospital \Veterinario de Pequenos Animais da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (HVPA-UFRRJ), no municipio de Seropédica, RJ. Os exames de
histopatologia e imunohistoquimica foram realizados nos Laboratérios de
Histopatologia e Imunohistoquimica do Setor de Anatomia Patoldgica (SAP) do Anexo
| do Instituto de Veterinaria da UFRRJ. Os exames laboratoriais (hemograma,

bioquimica e Troponina | sérica) foram realizados em laboratério particular.

Selecdo dos animais e amostras de tecido. Neste estudo, foram selecionados, 20
felinos (Felis catus), doze fémeas e oito machos, 18 diagnosticados com DRC,
independentemente de raga, sexo, idade e dois animais controle. Foram realizadas
necropsias nos 20 animais que vieram a 6bito e fragmentos de todos os 6rgaos avaliados

macroscopicamente, colhidos e processados para histopatologia.

Critérios de inclusdo e exclusdo de gatos com doenca renal crénica. Como
critério de inclusdo, os pacientes apresentaram exame de perfil bioquimico que
demonstraram estado azotémico estavel, ou seja, encontravam-se no estadio Il ou
superior da IRIS (concentragdes de creatinina sérica maiores do que 1,6mg/dL) (IRIS,
2019), e ainda registro dos sinais clinicos pertinentes. Todos os dados clinicos dos
animais foram descritos na ficha clinica elaborada para este estudo. Foram excluidos do
estudo animais que apresentavam doencas cardiacas primarias ou outras condicdes que
pudessem levar ao aumento da troponina sérica, tais como cardiomiopatia hipertrofica,

hipertireoidismo, neoplasia cardiaca primaria ou metastatica.

Avaliagdo clinica. Foi realizada uma analise retrospectiva do historico clinico-
laboratorial do paciente por meio do prontuario médico ou de relatos do proprio tutor,
para coletas dos seguintes dados: tempo de evolucdo da doenca, manifestacdes clinicas,
resultados de exames de sangue (ureia, creatinina, calcio e fosforo) e de imagem

(ultrassonografia abdominal), seguida de posterior associagdo aos resultados
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encontrados na andlise das amostras de tecido. Os animais foram submetidos a
avaliacdo clinica geral que consistiu em anamnese e exame fisico, incluindo parametros
vitais sisteméaticos com uso de métodos de exploracdo clinica (inspecdo, palpacao,
percussdo e auscultacdo). Foram incluidos nesse estudo, pacientes que apresentaram
sintomatologia clinica tais como perda de apetite, apatia, emagrecimento progressivo,
halito urémico, desidratacdo, episddios de vomito, sintomas estes que variavel em cada

animal, e resultados dos exames laboratoriais compativeis com doenca renal.

Exames laboratoriais. Foram utilizados os dados contidos nas fichas individuais
dos exames laboratoriais de bioguimica, hemograma e troponina serica. Para a
realizacdo da dosagem de cTnl e T4 livre, o material colhido foi encaminhado pelo
clinico responsavel em tubos contendo heparina de sodio. O plasma foi separado e
armazenado em ependorf de 1 mL a em tubos sem anticoagulante, padrdo para
bioquimica. Em seguida, o material foi armazenado a 4°C por um periodo maximo de
oito semanas e encaminhado para um laboratorio localizado na cidade de Petrépolis, RJ,
onde foi analisado pelo método de quimioluminescéncia.

Exame macroscépico. Foi realizado o exame macroscopico nos 20 animais que
vieram a 6bito durante o estudo. Durante a necropsia todos os 6rgdos foram avaliados de
forma detalhada e as alteracGes foram registradas em fichas individuais utilizadas para
este estudo. Os rins direito e esquerdo foram analisados e coletados separadamente.

Mapeamento macroscopico do coracdo. Os coracdes de todos os animais foram
separados do sistema respiratorio e colhidos inteiros para avaliagdo macroscopica,
segundo a técnica descrita por Bandinelli et al. (2014), nos quais foram seccionados
transversalmente, em um total de quatro seccdes completas equidistantes entre si. De
cada coragdo foram colhidos separadamente, oito fragmentos de regides distintas em
frascos previamente identificados e fixados em solucdo de formalina a 10% tamponada
por 24h. Foram coletadas as regifes do apice, septo interventricular, ventriculo esquerdo,
ventriculo direito, musculo papilar esquerdo, musculo papilar direito, atrio esquerdo e
atrio direito. Foram utilizados como controles fragmentos de coragdo de um felino sem
lesbes miocardicas.

Exame histopatoldgico. Para o exame histopatolégico, cada amostra apds fixada
foi processada rotineiramente para histologia. Os fragmentos foram desidratados em
quatro banhos utilizando alcool etilico P.A. (dois minutos em cada), diafanizados em
dois banhos de xilol (quinze minutos em cada), incluida em blocos de parafina
(aproximadamente 60°C) e cortada a 3u de espessura. Os cortes foram corados pela
hematoxilina e eosina (HE) e as laminas examinadas em microscépio optico.
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Exame imuno-histoquimico. Para realizacdo da técnica de imunohistoquimica
anti-troponina C humana, foram obtidas laminas silanizadas com cortes seriados das
oito regides do coracdo. Para controle negativo, foi utilizado fragmento de coracdo de
um gato sem alteracdes clinico-patoldgicas de cardiopatia. Na utilizacdo do controle
positivo, foi empregado fragmento de coracdo de animal diagnosticado com cardiomio-
patia hipertréfica. As seccOes histologicas do coracdo foram desparafinadas em dois
banhos de xilol (20 minutos em cada), hidratadas em quatro banhos de alcool (cinco
minutos em cada), e incubadas por 15 minutos em perdxido de hidrogénio a 3% diluido
na hora. Em seguida, permaneceram por mais 15 minutos na mesma solucao porém dilu-
ida ap6s o término dos primeiros 15 minutos para bloqueio de peroxidases enddgenas.
Apos a lavagem das laminas com &gua destilada, estas ficaram em banho maria com
tampdo citrato (pH 6,0) em temperatura aproximada de 98°C por 15 minutos para recu-
peracdo antigénica. O bloqueio de reagdes inespecificas foi realizado com leite desnata-
do a 5 % (Molico® - Industria Brasileira) por 30 minutos. Os cortes foram incubados
“overnight” com o anticorpo anti-troponina C humana (Novocastra® - monoclonal) na
diluicdo 1:100 (1l de anticorpo para 100ul de PBS ou de diluente ADS-125 Antibody
Diluent). Utilizou-se o sistema de deteccdo REVEAL polimero-HRP, livre de biotina
(Spring) e como cromédgeno a Diaminobenzidina (DAB). Todas as se¢fes foram contra-
coradas com hematoxilina de Harris e avaliadas em microscopio 6tico (Nikon — Eclipse
E200) e fotografadas (Moticam 2500, 5.0 M pixel).

Metodologia estatistica. Realizou-se um estudo observacional descritivo,
composto por 19 pacientes portadores de DRC e um animal controle. Foram registrados:
idade, sexo, raca, pelagem, estadio IRIS, creatinina, ureia, hematocrito, leucograma e
troponina. A creatinina e ureia foram mensuradas em até cinco momentos diferentes e o
maior valor observado para cada felino foi denominado de creatinina maxima e ureia
maxima, respectivamente. Na analise imunohistoquimica foram observadas diminuicéo
da expressao para anticorpo-cTnC e contabilizados os nimeros de regides afetadas por
felino. Foi realizada analise descritiva da distribuicdo de frequéncia das variaveis
categoricas e da média e desvio-padrdo da idade. Para a analise de correlacdo entre as
variaveis de exames laboratoriais e o niUmero de regides com diminui¢do da expressao
para anticorpo-cTnC utilizou-se o coeficiente de correlacdo de Spearman, que mede o
grau de associacdo das variaveis. Como classificagdo do grau de correlacdo, ou seja, da
forca entre as varidveis, utilizou-se o seguinte pardmetro®: fraco quando 0 < r < 0,4;
moderado quando 0,4 <r < 0,7 e forte quando 0,7 <r < 1,0. Foram correlacionadas as

variaveis com grau de correlagéo forte (r>0,4) e o respectivo nivel de significancia.
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O teste exato de Fisher foi utilizado para avaliar se a troponina € independente
dos estadios IRIS. Todas as anélises estatisticas foram realizadas utilizando o software R
3.6.12 e foi adotado o nivel de significancia de 5%.
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RESUMO

Objetivo A doenca renal crbnica é caracterizada por lesdes morfoestruturais
irreversiveis, que podem evoluir progressivamente para insuficiéncia renal cronica e
faléncia renal. Sabe-se que, 0 coracao e 0s rins mantém estreita relacdo e a comunicagéo
entre esses 0rgdos ocorre por uma variedade de vias; alteracdes fisiologicas sutis em um
desses Orgaos sdo compensadas pelo outro. As coloragdes rotineiras sdo limitadas para
identificar lesGes especificas ou discretas em cardiomiocitos em avaliacdes. O presente
trabalho teve como objetivos avaliar os niveis séricos de troponina em gatos com DRC,
associados aos achados clinico-patolégicos, bem como correlacionar as lesGes cardiacas
morfoestruturais, a fim de determinar a distribuicdo destas, por meio da avaliacdo
macroscopica, histoldgica e imunohistoquimica com anti-cTnl.

Metodos Neste estudo foram selecionados, 18 animais da espécie felina diagnosticados
com doenca renal crénica. Foram realizadas necropsias e, de cada coracdo foram
coletadas separadamente oito regies para realizacdo da técnica de imunohistoquimica
anti-troponina C humana. Fragmentos do coragdo de um animal saudavel foram
utilizados como controle.

Resultados No exame de troponina sérica foram encontrados dados acima dos valores
de referéncia em 11 animais (55%). Foram observadas diminui¢do da expressdo para
anticorpo-cTnC em cardiomidcitos individuais em nove felinos (45%). Notou-se que 0
nimero de regides com diminuicdo da expressdo para anticorpo-cTnC em
cardiomidcitos esta significativamente correlacionado com a Troponina serica.

Concluséo e relevancia O anticorpo anti-TnC humano se mostrou eficaz para detectar
lesbes cardiacas e demonstrou diminuicdo da expressdo nos cardiomidcitos de gatos
com doenca renal cronica. Houve correlacdo entre o aumento da CTnl sérica e perda da
imunorretividade na avaliagdo imunohistoquimica com anticorpo anti-TnC em felinos
com doenca renal cronica o que comprova danos em cardiomiocitos secundarios a
doenca renal.
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INTRODUCAO

A doenga renal cronica (DRC) é caracterizada por lesdes morfoestruturais
irreversiveis, que podem evoluir progressivamente para insuficiéncia renal cronica
(IRC) e faléncia renal (POLZIN; OSBORNE; ROSS, 2005). A insuficiéncia renal leva a
ruptura de fungdes metabolicas e endocrinas, bem como a distarbios hidroeletrolitico e
acido bésico (RIBEIRO et al., 2008), além de alteracfes na funcéo cardiaca (MARTIN;
FRANCO, 2005).

Sabe-se que, o coracdo e os rins mantém estreita relagdo e a comunicacdo entre
esses Orgdos ocorre por uma variedade de vias; alteraces fisiologicas sutis em um
desses o6rgdos sdo compensadas pelo outro (VISWANATHAN; GILBERT, 2011). As
alteracdes cardiacas em seres humanos portadores de insuficiéncia renal cronica foram
descritas pela primeira vez em 1947. Macroscopicamente, havia acentuada hipertrofia
ventricular e fibrose e, ao exame histolégico do miocardio, observou-se edema
intersticial intenso. Nesse estudo, sugeriu-se que a causa da morte havia sido a uremia,
tendo em vista que a didlise clinica rotineira ndo era disponivel na época
(LANGENDORF; PIRANI, 1947). As cardiopatias, quando associadas as nefropatias,
podem ter evolucdo mais rapida e de dificil controle. A DRC pode provocar anemia,
descontrole dos niveis de colesterol e triglicerideos e dificultar o controle da presséo
arterial. Em humanos acelera o processo de aterosclerose, com posterior calcificacdo e
formacdo de placas ateromatosas nas artérias cerebrais e coronarianas, o que pode
ocasionar infarto do miocardio (RONCO; HOUSE; HAAPIO, 2008b).

As coloragdes rotineiras sdo limitadas para identificar lesdes especificas ou
discretas em cardiomiécitos (STIGGER et al., 2001; CARMO et al., 2011). Diversas
técnicas imunohistoquimicas com alta especificidade e sensibilidade tém sido
desenvolvidas no intuito de se detectar danos aos cardiomiocitos. Entre essas, a
troponina cardiaca tem apresentado bons resultados em bovinos (ORTMANN;
PFEIFFER; BRINKMANN, 2000a; PAVARINI et al., 2012; BANDINELLI et al., 2014;
SANTOS et al., 2014), ovinos (COSTA et al., 2014) e em cdes (D’AVILA, 2016). Os
cardiomidcitos necréticos, detectaveis ou ndo pelos exames rotineiros de microscopia
Optica, apresentam imunomarcagdo negativa, enquanto os ndo-afetados sdo positivos
para a troponina (JENKINS et al.,, 2010 BANDINELLI et al., 2014; COSTA et al.,
2014; SANTOS et al., 2014; D’AVILA, 2016).

Até o momento, ndo ha estudos que avaliem a imunohistoquimica com anti-cTnl
na deteccéo de lesbes cardiacas em gatos domesticos. Dessa forma, o presenta trabalho

teve como objetivos avaliar os niveis séricos de troponina em gatos com DRC,
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associados aos achados clinico-patoldgicos, bem como correlacionar as lesfes cardiacas
morfoestruturais, a fim de determinar a distribuicdo destas, por meio da avaliacdo

macroscopica, histologica e imunohistoquimica com anti-cTnl.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica e Uso Animal (CEUA),
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), sob 0 nimero do processo
7430260817 .

A coleta de dados foi realizada no Setor de Clinica Médica de Felinos do
Hospital Veterinario de Pequenos Animais da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (HVPA-UFRRJ), bem como os exames de necropsia, histopatologia. O exame
de imuno-histoquimica de todos os animais foi realizado no Laboratorio de
Histopatologia e Imuno-histoquimica do Setor de Anatomia Patoldgica (SAP) do Anexo
| do Instituto de Veterinaria da UFRRJ. Os exames laboratoriais (hemograma,
bioquimica e Troponina I) foram realizados nos laboratorios de patologia de clinicas
particulares.

Neste estudo, foram selecionados, 20 gatos (Felis catus), 12 fémeas e 8 machos, 18
diagnosticados com DRC, independentemente de raca, sexo, idade e 2 animais controle.
As necropsias foram realizadas e fragmentos de todos os érgdos foram avaliados
macroscopicamente, coletados e processados para histopatologia.

Como critério de inclusdo, os gatos apresentaram exame de perfil bioguimico
gue demonstraram estado azotémico, ou seja, encontravam-se no estadio Il ou superior da
International Renal Interest Society (IRIS), ou seja, concentracBes de creatinina sérica
maiores do que 1,6mg/dL (IRIS, 2019) e ainda registro dos sinais clinicos e exames
complementares condizentes com o diagnostico de DRC. Foram excluidos do estudo
animais que apresentavam doencas cardiacas primarias ou outras condicGes que
pudessem elevar a troponina sérica, tais como cardiomiopatia hipertrofica,
hipertireoidismo, neoplasia cardiaca primaria ou metastatica. Esta exclusdo foi baseada
em avaliacdo clinica minuciosa, bem como auxilio de exames de imagem e laboratoriais,
para o diagndstico de DRC. Foi realizada analise histoldgica da glandula tireoide em
todos os 20 animais, e observou-se morfologia usual, sem evidéncias de hiperplasia ou
quaisquer outras alteracdes. O exame de presséo arterial foi realizado em 12 dos 18 gatos
portadores de DRC.

Os exames laboratoriais de bioquimica, hemograma e troponina sérica foram

realizados em todos os gatos deste estudo. Para cada gato foram realizadas coletas de
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sangue para a realizacdo de exames de hemograma e bioquimica em todas as consultas
dentro do periodo de coleta de amostras deste estudo até seu ébito. A coleta para a
dosagem da troponina sérica foi realizada nos animais que apresentaram resultados que
enguadravam o gato nos estadios I, 111 ou IV da DRC.

Durante este estudo, 18 gatos com DRC e 2 animais controles foram necropsiados e,
ao exame macroscopico, diversos 6rgaos foram avaliados de forma detalhada e os dados
registrados em fichas elaboradas para esta pesquisa. A necropsia, os coracdes foram
coletados inteiros para avaliagdo macroscopica, segundo a técnica descrita por
Bandinelli et al. (2014). Em seguida foram seccionados transversalmente, em um total
de quatro seccOes completas equidistantes entre si. De cada coragdo foram coletados
separadamente, 8 fragmentos de regides distintas em frascos previamente identificados
contendo solucdo de formalina a 10% tamponada. Foram coletadas as regifes do apice,
septo interventricular, ventriculo esquerdo, ventriculo direito, muasculo papilar esquerdo,
musculo papilar direito, atrio esquerdo e atrio direito. Foram utilizados como controle
fragmentos de coracdo de 2 gatos sem lesGes renal e cardiaca. Para 0 exame
histopatoldgico, cada amostra foi fixada e processada rotineiramente para histologia, os
cortes foram corados pela hematoxilina e eosina (HE) e as laminas examinadas em
microscopio optico.

Para realizacdo da técnica de imuno-histoquimica anti-troponina C humana, foram
obtidas laminas silanizadas com cortes seriados das 8 regides do coracdo. As secgdes
histoldgicas do coracdo foram desparafinadas em 2 banhos de xilol (20 minutos em
cada), hidratadas em quatro banhos de alcool (5 minutos em cada), e incubadas por 15
minutos em peroxido de hidrogénio a 3% diluido na hora. Em seguida, permaneceram
por mais 15 minutos na mesma solucdo, porém diluida ap6s o término dos primeiros 15
minutos para bloqueio de peroxidases enddgenas. Apos a lavagem das laminas com agua
destilada, estas ficaram em banho maria com tampdao citrato (pH 6,0) em temperatura
aproximada de 98°C por 15 minutos para recuperacao antigénica. O bloqueio de reacgdes
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® clone 1A2) na diluigdo 1:100 (1ul de anticorpo para 100ul de
PBS ou de diluente ADS-125 Antibody Diluent). Utilizou-se o sistema de deteccdo
REVEAL polimero-HRP, livre de biotina (Spring) e como cromégeno a
Diaminobenzidina (DAB). Todas as se¢bes foram contracoradas com hematoxilina de

Harris e avaliadas em microscépio dptico.
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Para mensurar a relacdo entre as variaveis laboratoriais € 0 nimero de regides com
diminuicdo da expressdo para anticorpo-cTnC em cardiomiocitos individuais foram
calculados coeficientes de correlagcdo de Spearman. O teste exato de Fisher foi utilizado
para avaliar se a troponina é independente dos estadios IRIS. Todas as analises
estatisticas foram realizadas utilizando o software R 3.6.12 e foi adotado o nivel de
significancia de 5%.

RESULTADOS

Obteve-se um total de 20 felinos incluidos em nosso estudo (18 diagnosticados
com DRC e dois controles (numero 20), entre o periodo de marco de 2016 a novembro
de 2018. Destes 20 gatos analisados, 11 (55%) eram fémeas e 9 (45%) eram machos,
com idades variando entre 3 a 23 anos e média de 10,3 (5,9) anos. Foi mensurado o
peso de 13 (65%) gatos, cujo peso médio resultou em 3,4 kg (0,9 kg), peso minimo de
1,7 kg e maximo de 4,8 kg, utilizou-se a escore corporal com escala de 1 a 5 (1-
caqueético; 2- abaixo do peso; 3- ideal; 4- sobrepeso; 5- obeso). No que diz respeito a
pelagem e raga, foram observados padrfes variados e a maioria dos gatos era SRD
(75%), dois eram Persas (10%), um Maine Coon (5%), um Sagrado da Birmania (5%) e
um Siamés (5%).

Na analise de creatinina e ureia foram encontrados parametros acima dos
valores de referéncia nos 18 animais com DRC. No exame de troponina sérica foram
encontrados dados acima dos valores de referéncia em 11 animais (55%). O maior valor
referente aos exames de creatinina e ureia, bem como os valores de troponina sérica, a
classificacdo dos animais de acordo com a IRIS e presenca ou ndo da visualizacdo de

lesdo cardiaca em HE e perda de troponina na IHQ estdo expostos no Quadro 1.

Quadro 1: Classificacdo da IRIS e exames laboratoriais

Gato IRIS Creatinina Ureia Troponina Lesdo Perda de
Estddio | 0,5-1,6 mg/dL | 42,8 -54,2 mg/dL 0,03 a0,16ng/L cardiaca troponina
(referéncia) (referéncia) (referéncia) presente (HE) (IHQ)

1 1 2,0 53,0 0,03 Néo Né&o

2 i 2,91 72,7 0,09 Sim Sim

3 v 13,0 130,0 0,673 Néo Né&o

4 v 6,81 308,2 39,497 Sim Sim

5 v 6,6 152 0,11 Néo Néo

6 v 11,3 430,6 0,120 Nao Né&o

7 ] 1,65 73,0 0,11 Néao Néo

(Controle)
8 1l 2,2 188,5 1,558 Sim Sim
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9 v 6,33 206,1 0,448 Sim Sim

10 v 6,8 226 0,990 Sim Sim
11 \Y} 8,8 241 0,085 Nao Néo
12 \Y} 8,2 325 0,023 Nao Néo
13 \Y} 17,0 276,0 0,166 Sim Nao
14 1 2,8 - 9,332 Sim Nao
15 \Y} 8,40 226 1,237 Sim Sim
16 \Y} 9,4 276 51,019 Sim Sim
17 v 8,0 200,0 0,046 Nao Né&o
18 v 10,9 309 0,206 Sim Sim
19 1 2.8 47 0,131 N&o Né&o
20 - - - - Né&o N&o
(Controle)

Avaliagdes clinica, macroscépica, microscopica e imunohistoquimica.

Clinicamente observou-se 14/18 animais com reducdo do apetite (77,7%), 16/18
com emagrecimento (88,8%) e 6/18 com episodios de vémito (33,33%). Em todos 0s
gatos em que a pressao arterial foi aferida (12/18), os valores encontravam-se dentro dos
parametros normais, que variavam de 120 a 140 mmHg.

Na analise macroscopica, obtiveram-se como principais achados mucosas
hipocoradas em 8/18 gatos (44,44%), rins diminuidos de tamanho em 13/18 (72,2%) e
com superficie capsular irregular em 15/18 (83,3%). As lesbes histoldgicas principais
em rins incluiram infiltrado inflamat6rio predominantemente linfoplasmocitéario difuso
intersticial em regido corticomedular em 18/18 gatos (100%), espessamento da capsula
de Bowman em 15/18 (83,3%), atrofia e esclerose glomerular em 16/18 (88,8%),
mineralizacdo em 9/18 (50%), degeneracdo vacuolar das células epiteliais tabulos
contorcidos em 6/18 (33,3%) e fibrose insterticial em 5/18 animais (27,7%).

A andlise histopatolégica do coracdo revelou aumento da eosinofilia de
cardiomidcitos 9/18 gatos (50%), onde 7 apresentaram em cardiomidcitos isolados
(38,8%) (Fig. 3) e 2 em éreas extensas (11,11%) (Fig. 5); focos de fibrose em 3/18
(16,6%), mineralizacdo de midcitos e intima de vasos do coragdo também em 3/18
animais (16,6%) e deposito de substancia eosinofilica amorfa com reducdo do limen
vascular que caracteriza arterioesclerose em 1/18 gato (5,5%). Animais controle nédo
apresentaram alteracOes dignas de nota (Fig. 1 e 2).

Foram excluidas causas que levassem ao aumento da cTnl sérica pela lesdo de
cardiomidcitos. Esta exclusdo foi baseada em avaliacdo clinica minuciosa, bem como

auxilio de exames de imagem e laboratoriais, para o diagnéstico de DRC. Foi realizada
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analise histologica da glandula tireoide em todos os animais, e observou-se morfologia

usual, sem evidéncias de hiperplasia ou quaisquer outras alteragdes.

O historico, alterac6es clinicas, macroscopicas e microscopica dos rins e demais

orgdos estdo destacados no Quadro 2.

Quadro 2: Histdrico, sinais clinicos, macroscopicos e microscopicos

Gato

IRIS
Estadio
1

Histérico e Sinais
clinicos

Reducéo de apetite e
perda de peso

Animal apresentou
perda de  peso
progressivo,

diminuicéo de

apetite. Episodios de
vOmito e diarreia.
Dificuldade de
locomocéo, andando

em circulos
tendendo para
direita.

Animal com
hiporexia, apatia ha
um més com
dificuldade de

locomocéo, mucosas
hipocoradas,
hipotermia (36,3°C),
halito urémico,
perda de  peso,
episodios de vomito,
ingestdo de 4gua
aumentada.
Palpacéo renal
dolorosa, rim direito
diminuidos a
palpacéo, e esquerdo
com hipertrofia
compensatoria, com

Alteracgdes macroscopicas

Escore corporal: 2

Rins: ambos encontravam-se com a
coloracdo esbranquicada na regido
medular e a juncdo cortico medular
apresentava-se avermelhada. O rim
direito apresentava-se diminuido e com
a superficie irregular

Pulmao: lobo apical com enfisema ++

Bexiga: no interior encontrou-se
pequenos granulos levemente
amarronzados

Duodeno/Jejuno/ileo: mucosa

apresentava-se edemaciada e superficie
irregular +

Presenca de um exemplar de parasita
compativel com Dipylidium spp. por um
liquido translucido.

Sistema reprodutor feminino: cornos
uterinos distendidos e preenchidos por
muco ++ (mucometra)

Demais 6rgdos sem alteracdes dignas de
nota

Escore corporal: 2

Rins: superficie irregular +++

Mucosas: hipocoradas +++

Figado:  superficie irregular  ++;
evidenciagdo do padrédo lobular +; areas
multifocais avermelhadas e deprimidas
em parénquima

Bago: nodulos brancos, milimétricos
multifocais (hiperplasia da polpa branca)
Estdbmago: areas de erosfes e Ulceras
medindo aproximadamente 0,4 cm de
diametro

Demais 6rgdos sem alteragdes dignas de
nota

Escore corporal: 1

Rins: diminuidos de tamanho; direito +;
esquerdo +++; superficie irregular +
Mucosas: hipocoradas ++

Demais drgdos sem alteracdes dignas de
nota

Histopatologia

Rins: infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario  multifocal em
regido cortical (+); Atrofia e esclerose
glomerular, espessamento da capsula
de Bowman

Demais 6rgdos sem alteragdes dignas
de nota

Rim direito: degeneragdo vacuolar
difusa dos tdbulos contorcidos +++;
focos  aleatérios de infiltrado
inflamatério linfoplasmocitario desde
a regido cortical a pelve renal ++;
vasos reativos com células endoteliais
ativadas. Atrofia de alguns glomérulos
e focos de necrose e mineralizagdo em
pelve (+)

Rim esquerdo: focos de infiltrado
inflamatério  linfoplasmocitario em
cortex com focos de mineralizagéo
+++; atrofia glomerular e
espessamento da capsula de Bowman;
degeneragdo vacuolar dos tdbulos
renais +++; focos de fibrose na
cortical e necrose em pelve +

Demais 6rgdos sem alteracOes dignas
de nota

Rins: infiltrado inflamatério misto
com predominio de linfoplasmocitério
e alguns neutrdfilos difuso em cortex
e medular +++; dilatagdo da luz dos
tubulos renais, atrofia e esclerose
glomerular

Demais 6rgdos sem alteragdes dignas
de nota
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7

(Controle)

superficie irregular e
dor abdominal
Apitico,
emagrecimento,
normocorado, ndo se
alimenta e ndo bebe
agua Hipotermia
(35,0°C).

Animal apresentou
prostracdo,  apetite
reduzido

Animal apresentou
convulséo, sem
comer,  emagreci-
mento progressivo e
fragueza, Mucosas
hipocoradas, au-
mento de ingestdo
de &gua, linfonodos
submandibulares

aumentados, sialor-
reira, vOmitos,
enjoo, caquexia,
héalito urémico, rins
diminuidos a palpa-
¢do e irregulares

Animal apresentou
episodios de
diarreia, e

emagrecimento.
Apresenta quadro de
alopecia.

Animal com quadro
de anorexia, perda
de peso.

Escore corporal: 1

Rins: diminuidos; direito +++; esquerdo
++; superficie irregular ++; proporgdo
da regido cortico-medular 1:4 em direito
Demais drgdos sem alteragdes dignas de
nota

Escore corporal: 2

Rim direito: diminuido +++, medindo
1,3 x 1,9 cm, de consisténcia firme e
rangendo ao corte, correspondendo a
acentuada éarea de mineralizagdo e
superficie externa irregular.

Rim esquerdo: diminuido +, medindo
3,0 x 3,2 cm. Area de depressdo em
superficie externa e regides
esbranquicgadas

Demais drgéos sem alteracdes dignas de
nota

Escore corporal: 2

Coragao: areas milimétricas
esbranquigadas em AP (mineralizacéo)
Rins: superficie irregular +++ formando
nodulacdes e areas deprimidas

Mucosas: hipocoradas +++
Mdsculos  intercostais:
mineralizacéo ++
Traqueia: liquido espumoso por toda
sua extenséo +

Pulmé&o: edema +; enfisema de borda
Figado:  superficie ~ com  é&reas
amarronzadas +

focos de

Baco: aumentado (+)

Demais 6rgdos sem alteragdes dignas de
nota

Escore corporal: 3

Coragdo: extensas areas palidas em VE
e AP

Rins: superficie irregular +++, com
cistos milimétricos em regido medular
Boca: dlcera em comissura labial
medindo 0,3 x 05 cm e bordos
hiperémicos

Mucosas: hipocoradas +

Pulm@o: areas de enfisema em bordos,
ao corte fluindo liquido espumoso +
Demais 6rgdos sem alteragdes dignas de
nota

Escore corporal: 3

Coracdo: difusamente palido (+), com
area de equimose em VE

Rins: superficie  irregular  ++;
diminuidos ++; éareas deprimidas e
esbranquicadas

Mucosas: cianéticas +

Cavidade abdominal: drenado 10mL de
liquido sanguinolento com fibrina
Figado: superficie irregular, padrdo
lobular evidenciado +++; multiplos
nodulos milimétricos esbranquigados;
fluindo sangue ao corte +

Bagco: superficie irregular; hiperplasia da
polpa branca

Pancreas: aumentado +
Estbmago: espessado +;
Ulceras  milimétricas  com
hiperémicos

Demais drgdos sem alteracdes dignas de
nota

maltiplas
bordos

Rins: Degeneracdo vacuolar difusa
em tubulos renais +++; presenca de
infiltrado inflamatério
linfoplasmocitério difuso do cortex a
medular ++; Focos de mineralizagéo
(+); espessamento da membrana da
capsula de Bowman e atrofia e
esclerose  glomerular. Areas de
necrose em regido medular +. Col6nia
bacteriana em pelve +

Demais 6rgéos sem alteracdes dignas
de nota

Rins: infiltrado inflamatério
linfolplasmocitario difuso e moderado
em regido cortical. Focos de fibrose
discreta e aleatdria em regido cortical.
Espessamento da membrana da
capsula de Bowman. Atrofia e
esclerose glomerular

Demais 6rgéos sem alteracdes dignas
de nota

Rim: infiltrado inflamatério
linfocitério difuso cortex a pelve renal
+++; fibrose +++, atrofia glomerular,
focos difusos de mineralizacdo (+);
colbnias bacterianas em pelve +;
espessamento  da membrana da
capsula de Bowman, esclerose
glomerular; degeneragéo vacuolar dos
tlbulos renais ++

Demais 6rgdos sem alteragoes dignas
de nota

Rins: infiltrado inflamatério
linfoplasmocitério difuso ++; atrofia
glomerular, espessamento da capsula
de Bowman, degeneracdo vacuolar
difusa ++; fibrose ++

Demais 6rgaos sem alteracdes dignas
de nota

Rins: infiltrado inflamatério
linfoplasmocitério difuso desde a
regido do cortex a pelve renal ++;
focos aleatérios de degeneragdo
vacuolar em tdbulos contorcidos;
atrofia e esclerose glomerular com
espessamento da capsula de Bowman
Demais 6rgéos sem alteracOes dignas
de nota
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10

11

12

13

14

15

v

\

Né&o informado

Quadro de apatia,
hiporexia e tenesmo

Quadro de
hiporexia, vOmitos,
emagrecimento
progressivo

Quadro de anorexia,
perda de peso.

Apetite  reduzido,
com episédios de
vOmito

Quadro de
emagrecimento
progressivo,
prostragdo, fraqueza,
mucosas
hipocoradas.  Felv
positivo.

Episddios de
vOmito, perda de

Escore corporal: 3

Coracao: difusamente palido +++

Rins: superficie irregular ++; estrias
esbranquicadas em cortical e medular;
direito diminuido ++; esquerdo com
extensas area enegrecida

Mucosas: hipocoradas ++

Traqueia:  presenga de  liquido
espumosos em toda sua extenséo +
Figado: aumentado  ++;  bordos
abaulados; superficie irregular +; fluindo
sangue ao corte ++

Demais drgdos sem alteragdes dignas de
nota

Escore corporal: 3

Rim direito: presenca de urdlitos de 0,1
cm de didmetros

Mucosas: hipocoradas e equimoses
multifocais em regido de pelve

Ambos os rins: superficie irregular com
areas deprimidas e avermelhadas
Mdsculos intercostais: &rea de 0,5 cm
de didmetro irregular, esbranquicada,
rangendo ao corte na altura da 102
costela

Traqueia: liquido
avermelhado em ter¢o médio +
Pulméo: esbranquicados,
milimétricos em superficie
Figado: superficie irregular, palido +
Demais 6rgdos sem alteragdes dignas de
nota

espumoso

firmes,

Escore corporal: 2

Rins: superficie irregular, com presenga
de inimeros cisto milimétricos
Mucosas: hipocoradas +

Figado: aumentado +, presenca de cistos
em parénquima

Estdbmago: presenca de Ulcera em
mucosa medindo 0,6 x 0,4 cm

Ovario: presenca de inimeros cisto.
Demais 6rgdos sem alteragdes dignas de
nota

Escore corporal: 2

Rins: diminuidos de tamanho, com
aspecto irregular. Rim direito: com area
de depressdo em parénquima. Rim
esquerdo: com moderada dilatagdo
pélvica.

Demais 6rgdos sem alteragdes dignas de
nota

Escore corporal: 2

Necropsia estética

Rins: diminuidos de tamanhos, com
superficie irregular

(coletados somente rins e coracdo para
exame histopatol4gico)

Escore corporal: 2

Rins: diminuidos de tamanhos, com
superficie irregular

(coletados somente rins e coracdo para
exame histopatolégico)

Escore corporal: 2
Rins: diminuidos, presenca de inimeros

Rins: infiltrado inflamatério difuso
desde a regido do cortex a medular
++; atrofia e esclerose glomerular com
espessamento da cdpsula de Bowman;
focos de mineralizagdo distréfica e
aleatérios em cortex e medular ++;
vasos apresentando parede espessada
(reatividade); focos de fibrose
aleatdria ++

Demais 6rgéos sem alteracdes dignas
de nota

Rins: infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario difuso desde a
regido do cértex a medular +++;
atrofia e esclerose glomerular com
espessamento da capsula de Bowman;
congestdo difusa +

Figado:  focos  aleatérios  de
degeneragdo vacuolar compativel com
degeneragdo gordurosa +

Demais 6rgaos sem alteragoes dignas
de nota

Rins: infiltrado inflamatorio
linfoplasmocitario difuso desde a
regido do cortex a medular +; atrofia e
esclerose glomerular com
espessamento da capsula de Bowman;
formacdo de indmeros cistos de
variados tamanhos em regido de
cortex

Estdmago: focos de mineralizacéo
aleatorios em mucosa e lamina prépria
+

Figado: formagBes cisticas de
variados tamanhos (doenga hepética
policistica)

Demais 6rgdos sem alteracoes dignas
de nota

Rins: infiltrado inflamatério
linfoplasmocitéario difuso em regido
de cortex e medular ++; atrofia
glomerular com espessamento da
capsula de Bowman

Demais 6rgdos sem alteracdes dignas
de nota

Rins: focos de infiltrado inflamatdrio
linfoplasmocitério ++; focos
aleatérios de mineralizagdo  +;
aumento do filtrado glomerular,
spessamento da capsula de Bowman.
Figado: degeneragao difusa ++
Demais 6rgdos sem alteracoes dignas
de nota

Rins: focos de infiltrado inflamatdrio
linfoplasmocitario em cortex ++;
atrofia glomerular com espessamento
da cépsula de Bowman; pequenos
cistos distribuidos de forma aleatdria
em cortex renal

Figado: focos  de infiltrado
inflamatério  linfoplasmocitario ao
redor dos canaliculos biliares

(colangite) ++
Demais 6rgdos sem alteracOes dignas
de nota

Rins: infiltrado
linfoplasmacitério

inflamatério
distribuido  de
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peso  progressivo,
apatia e falta de
apetite.

cistos

Estdmagos: mucosa com aspecto rugoso
Demais 6rgdos sem alteracdes dignas de
nota

forma aleat6ria em cértex renal (+);
focos de mineralizagdo +; atrofia e
espessamento da capsula de Bowman,
com auséncia de glomérulo em alguns
€asos

Demais 6rgdos sem alteracOes dignas
de nota

16 v Quadro de anorexia, = Escore corporal: 2 Rins: in0meros cistos de diversos
prostragéo, Rins: ambos policisticos tamanhos presentes desde a regido
emagrecimento. Demais 6rgéos sem alteragdes dignas de = cortical a pelve, que comprimem o
Histérico de rins nota parénquima renal; focos difusos e de
policisticos. mineralizagdo em intersticio  ++,

tubulos e capsula de Bowman. Nota-
se a presenca de raros glomérulos.
Figado: infiltrado  inflamatério
linfoplasmocitério (+)

Demais 6rgdos sem alteracOes dignas
de nota.

17 v Quadro de apatia, = Escore corporal: 1 Rins: infiltrado inflamatorio
anorexia e Rins: diminuidos de tamanho ++ linfoplasmocitéario difuso em cortex.
emagrecimento Mucosas: hipocoradas + +++; focos de mineralizagdo difuso
progressivo Figado: padréo lobular evidenciado ++, = ++; atrofia glomerular; espessamento

areas amareladas da cépsula de Bowman; focos de

Bago: areas de infarto mineralizagéo em pelve +

Demais 6rgdos sem alteragdes dignas de = degeneragdo vacuolar moderada e

nota aleatéria em cortex e medular +
Demais 6rgdos sem alteragOes dignas
de nota

18 v Quadro de apatia, Escore corporal: 2 Rins: infiltrado inflamatério
emagrecimento, Rins: diminuidos de tamanhos, com | linfoplasmocitario difuso em cortex +;
Presenca de liquido @ superficie irregular focos de mineralizagdo difuso ++;
em abddémen (coletados somente rins e coracdo para = atrofia glomerular.

exame histopatologico) Intestino: proliferagdo neoplasica de
origem mesenquimal de células
redondas compativel com linfoma.
Demais 6rgéos sem alteracdes dignas
de nota

19 1l Quadro de apatia Escore corporal: 3 Rins: infiltrado inflamatério

Rins:  diminuidos  ++, superficie linfoplasmocitario difuso em cdrtex
irregular, areas com depressdo na @ ++; atrofia glomerular; espessamento
superficie externa da capsula de Bowman

Mucosas: hipocoradas + Demais 6rgéos sem alteracdes dignas
Traqueia: liquido espumoso = de nota

esbranquicado ++

Bago: diminuido +

Coldn: dilatado +++

Demais 6rgdos sem alteragdes dignas de

nota

20 - Quadro emergencial | Escore corporal: 3 Rins: sem alteragdo
de dispneia Baco: aumentado + Demais 6rgdos sem alteracoes dignas

(Controle) Estdmago: erosdes multifocais em | de nota

regido de piloro
Traqueia: liquido espumosos,

esbranquigado ++
Demais 6rgdos sem alteragdes dignas de
nota

Legenda: (+) intensidade leve; (++) intensidade moderada; (+++) intensidade acentuada.

Observou-se diminuicdo da expressdo para anticorpo-cTnC em cardiomiocitos
(4reas afetadas) em 9/18 gatos (50%), onde 7 apresentaram diminuicdo de
cardiomidcitos isolados (38,8%) (Fig. 4) e 2 confirmaram perda em areas extensas
(11,11%) (Fig. 6). Destes 18 animais, 11 apresentaram aumento de troponina | sérica,
dos quais, 6/11 (66,7%) apresentaram apenas 1 regido afetada e 3/11 (33,3%)
apresentaram 2 regides afetadas. Das 8 areas observadas, a regido do coragdo mais
frequentemente acometida foi o apice (27,8%), seguida por ventriculo esquerdo

(16,7%), musculo papilar direito (11,1%), musculo papilar esquerdo (5,6%) e ventriculo
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direito (5,6%). A avaliacdo microscopica do coracdo mapeado por areas e 0s resultados

da analise imunohistoquimica estdo resumidos no Quadro 3

Quadro 3: Avaliagdes microscopica e imunohistoquimica do coracéo

Gato

5
6
7

(Controle)

8
9

10
11
12
13

14

15

16

17
18

19
20

(Controle)

Avaliacdo microscépica (coloragéo H.E)

Sem alteragdes

VD: aumento eosinofilia de alguns cardiomidcitos

SIV: foco de infiltrado inflamatdrio discreto em meio aos
cardiomidcitos.

MPE: foco leve de fibrose perivascular

MPD: aumento da eosinofilia em cardiomidcitos
individuais e fibrose

MPE: fibrose

SIV: espessamento vascular

AP: foco moderado de fibrose, aumento da eosinofilia em
cardiomidcitos individuais

Sem alteracoes

AP: foco de mineralizacéo

Sem alteracédo

VE: aumento da eosinofilia em cardiomiécitos individuais
SI: aumento da eosinofilia em cardiomiécitos individuais
VE: focos discretos de mineralizagéo distréfica

MPD: focos discretos de mineralizagdo distrofica e
aumento da eosinofilia em cardiomidcitos individuais

VE: foco discreto de fibrose.

AP: aumento da eosinofilia em cardiomidcitos individuais
Sem alteracédo

Sem alteragdes

SIV. aumento da eosinofilia cardiomidcitos
individuais
AP: aumento da eosinofilia em cardiomidcitos individuais

em

VE: aumento da eosinofilia em cardiomiécitos individuais
SIV: aumento da eosinofilia em cardiomiécitos
individuais

AP: aumento da eosinofilia em cardiomidcitos individuais
AE: foco de mineralizagcdo

VE: aumento da eosinofilia
individuais/ focos de mineralizacdo
ME: mineralizacio em intima das artérias

SIV: mineralizagdo em intima de artérias

AP:aumento da eosinofilia em cardiomiécitos individuais/
mineralizacdo de intima de artérias e cardiomidcitos
individuais

AD: focos moderados de mineralizagao.

em cardiomiécitos

MPE: aumento da eosinofilia em cardiomidcitos
individuais

Sem alteragoes

Congestéo difusa e moderada

Imunorreatividade com anticorpo anti-
troponina C
Sem alteracéo

Variagdo sutil do padrdo de marcacdo de raros
cardiomidcitos isolados em VD.

Sem alteracdo
Variagdo marcada no padrdo de marcacdo; alguns

midcitos isolados apresentam perda marcada da
imunorreatividade em MPD e AP

Sem alteracéo
Sem alteracéo

Sem alteracédo

Variagdo sutil do padrdo de marcacdo de
cardiomidcitos isolados em VE

Variagdo sutil do padrdo de marcacdo de raros
cardiomidcitos isolados em MPD

raros

Variagdo sutil do padrdo de marcacdo de raros
cardiomidcitos isolados em AP
Sem alteracéo

Sem alteragdo

Sem alteragdo

Variagdo leve no padrdo de marcagdo; alguns miécitos
isolados apresentam perda marcada da
imunorreatividade em AP

Variagdo leve no padrdo de marcagdo; alguns miécitos
isolados VE/AP

Variagdo marcada no padrdo de marcacdo; alguns
midcitos isolados apresentam perda marcada da
imunorreatividade em VE/AP

Sem alteragdo

Variagdo discreta no padrdo de marcacdo; alguns
midcitos isolados apresentam perda moderada da
imunorreatividade em MPE

Sem alteracéo

Sem alteracéo.

Observou-se que o numero de regides com diminuicdo da expressao para

anticorpo-cTnC em cardiomidcitos esta forte e significativamente correlacionado apenas
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com a troponina | serica. Ndo foram observadas correlacdes significativas com as outras

variaveis dos exames laboratoriais (Quadro 4).

Quadro 4: Diminuicdo da expressdo para anticorpo-cTn C em cardiomiocitos por
regido do coracao (%)

Diminuicéo da expressdo para anticorpo anti-

troponina C
Regido do coragéo Discreto Leve Moderado  Acentuado Total
Atrio direito 0 0 0 0 0
Atrio esquerdo 0 0 0 0 0
Ventriculo direito 1 (8,3%) 0 0 0 1 (8,3%)
Ventriculo esquerdo 1 (8,3%) 0 0 2 (16,7%) 3 (25%)
Musculo papilar direito 1 (8,3%) 0 0 1(8,3) 2 (16,7%)
Musculo papilar esquerdo 0 0 1 (8,3%) 0 1 (8,3%)
Septo interventricular 0 0 0 0 0
Apice 1 (8,3%) 2 (16,7%) 0 2 (16,7%) 5 (41,7%)

N&o foram observadas correlacBes significativas com as outras variaveis de

exames laboratoriais (Quadro 5).

Quadro 5: Coeficiente de correlacédo de Spearman da relagdo do nimero de
regides com diminuicdo da expressdo para anticorpo-cTnC em cardiomidcitos de
gatos com DRC com variaveis de exames laboratoriais

Correlagéo de p- N
Exames laboratoriais Spearman valor
Creatinina Maxima -0,0310 0,8998 19
Ureia Maxima 0,2435 0,3302 18
Hematdcrito 0,2092 0,4048 18
Leucograma 0,2134 0,4109 17
Troponina 0,7651 0,0001 19
Creatinina 1 0,1778 0,4667 19
Creatinina 2 -0,2848 0,3457 13
Creatinina 3 -0,2062 0,6242 8
Creatinina 4 -0,2236 0,7177 5
Creatinina 5 -1,0000 1,0000 2
Ureia 1 0,3706 0,1301 18
Ureia 2 -0,1927 0,5938 10
Ureia 3 -0,4743 0,4195 5
Ureia 4 0 1,0000 3
Ureia 5 * * 1

N: nimero de gatos que realizaram o exame; *Nd&o foi possivel calcular por existir apenas uma

observag&o.
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Dos 18 gatos, 5 (27,77%) estavam no estadio Il, 1/18 (5,55%) no estadio 1l e
13/18 (72,2%) no estadio 1V da IRIS. Obteve-se um p-valor igual a 0,6984 no teste
exato de Fisher, sugerindo independéncia entre estadio IRIS e numero de regides com
diminuicdo da expressdo para anticorpo-cTnC em cardiomidcitos, isto é, a quantidade

de regides afetadas nédo esta relacionada ao estadio da IRIS (Quadro 6).

Quadro 6: Numero de gatos (percentual) classificados por Estadio IRIS e nimero
de regides com perda da eosinofilia em cardiomiocitos

Estadio IRIS
Numero de regides afetadas Nao observado I i v Total
0 1 (5%) 3 (15%) 0 7(35%) 11 (55%)
1 0 2(10%) 1(5%) 3(15%) 6 (30%)
2 0 0 0 3(15%)  3(15%)
Total 1 (5%) 5(25%) 1(5%) 13 (65%) 20 (100%)
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Figura 3. Area delimitada com poucos cardiomidcitos individuais hipereosinofilicos.
Coloracdo H&E, Objetiva 20X.

Figura 4. Diminuicéo discreta da expressao para o anticorpo anti-cTnC correspondente
a area de hipereosinofilia de cardiomidcitos. Objetiva 20X.
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Figura 5. Area extensa com cardiomidcitos hipereosinofilicos. Coloragdo H&E,
Objetiva 63X.

Figura 6. Diminuicdo da expressdo para o anticorpo anti-cTnC correspondente a area
de hipereosinofilia de cardiomiécitos. Objetiva 20X.
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DISCUSSAO

A Sindrome Cardiorrenal (SCR) é muito estudada na Medicina (Martin &
Franco 2005) e, na Medicina \Veterinaria, a Sindrome Cardiovascular e Renal (SCvR)
ganhou notoriedade. De acordo com a classificacdo de Pouchelon e colaboradores (2015),
animais deste estudo desenvolveram o tipo da doenga cardiovascular/disfuncéo
secundaria a doenca renal priméria e comprometimento concomitante de ambos 0s
sistemas.

O uso de cTnl sérica como biomarcador de lesdo cardiaca neste estudo auxiliou
na identificacdo de lesdes em cardiomidcitos na espécie felina. Langhorn e colaboradores
(2019) observaram aumento da concentracdo sérica de cTnl em gatos com fungéo renal
comprometida e sem evidéncias de lesdo cardiaca estrutural o que confirma seu possivel
indicador prognostico em gatos com DRC. Este dado corrobora o verificado em nosso
trabalho, em que gatos com DRC apresentaram aumento significativo de cTnl sérica.
Com base nos resultados de Langhorn e colaboradores (2019), é altamente provavel que o
aumento do comprometimento da funcdo renal reflita lesdo miocardica, ou pelo menos
parcialmente, onde a lesdo no midcito é induzida por uma doenca ndo cardiaca. Este dano
é correlacionado a co-dependéncia do sistema cardiorrenal, onde sua interacdo envolve
mecanismos compartilhados (Ronco et al. 2014; Keller et al. 2016), bem como as causas
para a remodelacdo cardiaca pela DRC incluiria a ativacdo do sistema renina-
angiotensina-aldosteroa (SRAA) do sistema nervoso simpatico apos um declinio da TFG,
0s quais induzem doencas cardiacas e fibrose, além de toxinas urémicas, hiperfosfatemia
e anemia ndo regenerativa, hipdteses levantadas recentemente (Langhorn et al. 2019).

Nesses animais realizou-se uma dosagem de cTnl sérica, devido a custos elevados e
disponibilidade dos proprietarios para colheita de material. Entretanto, segundo a
literatura, 0 aumento da concentracdo sérica de cTnl ocorre 4 a 6 horas apos lesdo ou
necrose aguda do miocardio de humanos (Nelson & Thompson, 2006; Jenkins et al.
2010), e que podem permanecer elevada por uma média de 7 a 10 dias ap6s o episodio
agudo (Sleeper et al. 2001), e demonstra que seu tempo prolongado de liberagéo
permitem a confirmag&o do diagnostico em trés semanas (Godoy et al. 1998).

Em um estudo retrospectivo de Porciello e colaboradores (2008), demonstrou-se
que cées e gatos com insuficiéncia renal aguda ou cronica geralmente apresentam niveis
elevados de cTnl, com média de 72% dos gatos com insuficiéncia renal e sem quadro
clinico aparente de doenca cardiaca primaria. Tanto em estudos anteriormente

mencionados, como em nosso, justificaria a viabilidade e aplicacdo do uso da dosagem
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sérica de cTnl em gatos diagnosticados com DRC priméria para possivel auxilio e
verificagdo de lesBes cardiacas secundérias precoces.

Dentre as principais lesdes histolégicas no coragdo de gatos diagnosticados com
DRC, além de necrose de cardiomiocitos, observaram-se focos de fibrose e
mineralizacdo, tanto de midcitos, quanto de intima de vasos do coracdo, ambas as
alteracOes, vistas em 3/18 animais, além de arterioesclerose em apenas 1/18 gato.
Embora esses achados tenham ocorrido de forma aleatdria, a fibrose intersticial e/ou
perivascular é relatada de forma secundaria em animais com disfuncédo renal e pode ser
explicada pelo desequilibrio na homeostasia (Bagshaw et al. 2013), onde a sobrecarga
de volume contribui para elevacdo da pré-carga, alteragdes no débito cardiaco e
aumento da pos-carga, assim como ativagdo do sistema nervoso simpético (SNS) e
sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA), que levam ao desenvolvimento de
hipertensdo arterial sistémica (Bagshaw et al. 2013) e a angiotensina Il pode induzir a
fibrose cardiaca (Kawano et al. 2000).

Neste estudo, ambos os animais que apresentaram focos de fibrose intersticial e/ou
perivascular encontravam-se no estadio IV da IRIS, com sinais classicos de uremia de
uma DRC avancada. Em gatos (Langendorf & Pirani 1947), o que contrasta com 0s
achados de d’Avila e colaboradores (2016), onde grande parte dos cdes com DRC
apresentaram fibrose intersticial e/ou perivascular em diferentes estadios da IRIS.

A mineralizacdo tanto em midcitos quanto em intima de vasos, observada em 3/18
animais, pode ser correlacionada a deposicdo de minerais em tecidos submetidos a
lesdo prévia de necrose, ou seja, a mineralizacdo do tipo distrofica (Alfrey et al. 2004;
Cardoso et al., 2019). No trabalho de d’Avila e colaboradores (2016), 100% dos cies
avaliados apresentaram lesGes endoteliais em diferentes intensidades, o que foi
observado em apenas 1/18 gato de nosso estudo, todavia converge por sua vez com
Dantas e colaboradores (1997), onde apenas 18% dos cdes apresentaram lesdes
extrarrenais de uremia, como alteracdo vascular associada a necrose miocardica e
mineralizacdo. Foram observados ainda necrose de coagulacdo e mineralizacdo
distrofica cardiaca em 43,7% e 25% cdes com DRC, respectivamente no estudo de
Cardoso e colaboradores (2019). As lesdes desta natureza foram atribuidas a alteracbes
nos vasos cardiacos em gatos com uremia e/ou alteracbes metabolicas e
hemodindmicas oriundas da SCvR, um vez que reforca a hipotese de que uma lesdo
distrofica precede a mineralizagdo nos casos de lesGes degenerativas, inflamatorias ou

necroticas em cées urémicos.
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Em 9/18 gatos com DRC verificou-se reducdo dos niveis e até mesmo perda total
de expressdo da cTnC no sarcoplasma de grupos de cardiomidcitos ou midcitos
isolados. Diminuicdo significativa na imunorreatividade ocorreu, sobretudo, em
cardiomidcitos que apresentavam, ao exame histopatologico, aumento da eosinofilia
citoplasmatica, associado a picnose/cariorrexia nuclear. Nos midcitos remanescentes e
intactos dos animais com leséo renal e daqueles utilizados como controle negativo,
observou-se marcada imunorreatividade. S&o escassos 0s trabalhos que relatam o uso da
técnica de imuno-histoquimica com anticorpo anti-troponina para detectar lesbes
cardiacas em medicina veterinaria. Recentemente, verificaram-se, através da imuno-
histoquimica para o anticorpo cTnC humano, lesdes degenerativo-necréticas no coragéo
de bovinos intoxicados por Amorimia exotropica (Pavarini et al. 2012; Bandinelli et al.
2014) e ovinos intoxicados por Amaranthus spinosus (Costa et al. 2016). Em cdes,
observaram-se, no miocardio de animais infectados por Dirofilaria immitis, focos de
cardiomidcitos hipereosinofilicos, com necrose de coagulacdo, inflamacéo neutrofilica e
variacdo de sutil a leve no padrdo de marcacdo de algumas fibras, com parte delas
demonstrando perda total da troponina | (Carreton et al. 2012). Em 2016, d’Avila ¢
colaboradores realizaram a técnica de imuno-histoquimica em fragmentos de coracdo de
22 cées com diagnostico prévio de DRC. No coracdo de 16 animais observaram-se
grupos de cardiomidcitos hipereosinofilicos com citoplasma de aspecto homogéneo e,
em alguns casos, havia perda de estriacdo e picnose e a avaliacdo imuno-histoquimica
revelou, em todos os cées, diversos grupos de midcitos com reducdo significativa ou
auséncia de imunorreatividade para o anticorpo cTnC.

Este trabalho demonstra a relacdo do aumento da cTnl sérica, 0 aumento da
eosinofilia citoplasmatica de cardiomidcitos e confirma a lesdo cardiaca incipiente pela
perda da imunorreatividade para o cTnC no sarcoplasma e cardiomidcitos de gatos
diagnosticados com DRC. Houve aumento da eosinofilia em cardiomidcitos,
confirmada pela perda da troponina de midcitos cardiacos através da técnica de imuno-
histoquimica com uso do anticorpo ¢TnC humano e estes achados corroboram o0s
observados em cées com DRC e dirofilariose (D’avila et al. 2016; Carreton et al. 2012),
em ovinos com lesdo nefrotdxica aguda e subaguda (Costa et al. 2016) e bovinos
(Pavarini et al. 2012; Bandinelli et al. 2014) com lesGes cardiacas, 0 que confirma a
viabilidade da técnica para essas especies. Com relacédo a extensao da leséo cardiaca nos
gatos, observaram-se pequenos focos de necrose isolados ou em cardiomidcitos
individuais, o que demonstra que mesmo em estadios avancados da DRC, as lesGes

cardiacas manifestam-se de forma diferente nessa espécie, o que pode ser explicado pela
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diferente fisiopatogenia e consequente comportamento clinico-patologico para espécie
felina (Braam et al. 2014). Na literatura h& poucas evidéncias tanto em cdes e gatos
(Sampedrano et al. 2006, Wilson et al. 2010), quanto em humanos (Ronco et al. 2008),
sobre a fisiopatogenia principalmente no que diz respeito a DRC como doenca primaria.
Dentre as hipoteses abordadas, a hipertensdo sistémica secundaria a doenca renal é
relatada como uma das principais causas de lesdes cardiacas e pode afetar o coracéo de
gatos através de lesdes adaptativas ao aumento da pressdo da carga no coragdo que em
alguns casos promove a isquemia do midcito e consequente necrose (Carr & Egner
2009).

Neste estudo avaliou-se separadamente cada regido do coragéo, para realizacdo do
mapeamento das principais areas afetadas, onde em 9/18 animais (50%) apresentaram
areas especificas com necrose incipiente de cardiomidcitos em coloracdo de rotina,
confirmadas pelo exame de imuno-histoquimica, com a perda da marcacdo com o
anticorpo ¢cTnC humano. Dentre as observacdes obteve-se o apice (41,7%) como
principal &rea afetada, seguida por ventriculo esquerdo (25%), muasculo papilar direito
(16,7%), musculo papilar esquerdo (8,3%) e ventriculo direito (8,3%), 0 que sugere uma
maior pré-disposicdo da espécie a danos nessas regides do coracdo. No estudo de
Bandinelli e colaboradores (2014), ao mapear as areas dos coracGes dos bovinos
intoxicados por Amorimia exotropica verificou-se a &rea mais afetada como masculo
papilar esquerdo como predisposta a esta doenca. Nos estudos anteriores com utilizacdo
do anticorpo cTnC em fragmentos de miocardio de cies (D’Avila et al. 2016) e ovinos
(Costa e al., 2016) , nédo foi realizado mapeamento das areas do coracéo.

No presente trabalho, os animais foram enquadrados nos diferentes estadios da IRIS
mediante ao estabelecimento do histdrico, anamnese e sinais clinicos compativeis com
DRC com mais de trés meses de evolucdo, bem como exames laboratoriais, dosagens
séricas de creatinina e ureia, realizadas em diferentes momentos ao longo da evolucgédo
clinica de cada gato. A creatinina foi utilizada como marcador principal para a classifi-
cacdo da IRIS, uma vez que é a substancia mais utilizada para avaliacdo bioquimica da
filtracdo glomerular (Junior & Williams 2010). Obtiveram-se 4/18 animais (2,25%) no
estadio 11, 1/18 (5,6%) no estadio Il e a grande maioria 13/18 (72,2%) encontrava-se no
estadio 1V. Os sinais clinicos, bem como achados laboratoriais para cada animal confir-
mam os padrdes estipulados pela IRIS para cada categoria. O predominio do estadio 1V
da DRC caracteriza-se pela presenca de intensa azotemia (creatinina sérica superior a
5,0mg/dL), com importante perda da funcdo renal e diversas manifestacdes sistémicas

de uremia. Entretanto ndo foi observada correlagdo entre os estadios da IRIS com o au-

46



mento da cTnl sérica e a perda da imunorreatividade na IHQ mediante a analises estatis-
ticas (p-valor igual a 0,5252 no teste exato de Fisher), o que sugere independéncia entre
estadiamento da IRIS e ao nimero de regides com diminuigdo da expressdo para anti-
corpo-cTnC em cardiomidcitos, isto €, a quantidade de regibes afetadas nao esta relaci-
onada ao estadiamento da IRIS. Além da diferente fisiopatogenia de cada espécie para a
DRC e SCvVR, Porciello e colaboradores (2008) também sugerem que essa resposta seja
individual, o que justifica a independéncia e a resposta a doenga e consequente dados ao

sistema cardiovascular para cada animal.
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CONCLUSOES

O aumento da cTnl sérica ocorre em gatos com comprometimento da funcgéo
renal independentemente dos estadios da IRIS e seu aumento esta correlacionado a
extensdo da lesdo cardiaca observada na analise imuno-histoquimica;

O anticorpo anti-TnC humano demonstrou consideravel viabilidade para
utilizacdo na espécie felina e avaliacdo imuno-histoquimica e se revelou uma ferramenta
eficaz para auxiliar na deteccdo e extensdo da lesdo cardiaca em gatos diagnosticados
com DRC,;

Este estudo € inédito em correlacionar troponina | sérica com lesdes histologicas
através da técnica de imuno-histoquimica com a utilizacdo do anticorpo ¢TnC, que
demonstrou ser uma ferramenta capaz de auxiliar médicos veterinarios patologistas na

deteccdo e extensdo da lesdo cardiaca, na rotina e na pesquisa cientifica.
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Legendas das Figuras

Figura 1. Corte histoldgico de coracdo. Animal controle. Coloracdo H&E, Objetiva 20X.

Figura 2. Corte histolégico de coracdo com expressdo para o anticorpo anti-cTnC. Animal controle.
Objetiva 20X.

Figura 3. Area delimitada com poucos cardiomidcitos discretamente hipereosinofilicos. Colora¢do H&E,
Objetiva 20X.

Figura 4. Diminuicdo discreta da expressdao para o anticorpo anti-cTnC correspondente a area
hipereosinofilia de cardiomidcitos. Objetiva 20X.

Figura 5. Area extensa com cardiomidcitos hipereosinofilicos. Coloracdo H&E, Objetiva 63X.

Figura 6. Diminuicdo da expressao para o anticorpo anti-cTnC correspondente a area hipereosinofilia de
cardiomidécitos. Objetiva 65X.
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ANEXO A

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

Curso de Pés-Graduacdo em Medicina Veterinaria - Patologia e Ciéncias Clinicas

Termo de Consentimento

Termo de consentimento dos proprietarios dos gatos para inclusdo dos animais no

protocolo de estudo.

TESE: avaliac@es clinico-patoldgicas e imunohistoquimica de lesdes cardiacas em
gatos (Felis catus) com doenca renal crbnica
Responsavel: Gabriela de Carvalho Cid

Eu, :
residente
a

, proprietario (a) do gato , da
raga , de pelagem , autorizo a incluséo

do meu animal no estudo acima mencionado.

Rio de Janeiro, de de 201 .

Assinatura
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ANEXO B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO NECROPSIA

Pelo presente instrumento, eu, ,

portador do CPF n° residente a rua
n° ,  bairro do  municipio  de
, Estado , telefone ; declaro ser

proprietario e responsdvel pelo animal :

especie Sexo pelagem :

raca , idade peso

Autorizo a realizacdo do exame de necropsia e declaro ter sido informado (a)

claramente sobre o procedimento de realizagdo de necropsia do animal solicitado.

O exame de necropsia consiste na inspecdo externa e na avaliacdo interna dos 6rgaos.
Para maiores conclusdes diagnosticas o Meédico Veterinario pode precisar retirar uma
amostra dos 6rgdos para posterior exame histologico dos tecidos no microscépio. Os
termos médicos foram explicados e todas as minhas davidas foram esclarecidas pelo
Médico Veterinario Responsavel. Neste mesmo ato, declaro estar ciente e concordo com
todos os procedimentos necessarios para a boa realizacdo e conclusdo do exame
solicitado. Por fim, expresso minha concordancia e € de livre e espontanea vontade que
autorizo o procedimento de necropsia, assumindo a responsabilidade e os eventuais

riscos decorrentes.

Rio de Janeiro, de de 201 .

Assinatura
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FICHA DE IDENTIFICACAO DO ANIMAL

Registro:

Proprietario:

Tel:

Endereco:

Cel:

Nome:

Raca:

Pelagem:

Peso:

Sexo:-M F MC FC
Idade:

Histérico e Anamnese

ANEXO C

Data:

Apetite estd diminuido/ausente?

Notou perda de peso?
\Vomitou?

Ingestdo de 4gua aumentada?
Urinando mais que o usual?
Disuria?

Hematdria?

Polaquiuria?

Peridria?

Constipacao?

Inicio dos Sinais ha mais de 2 meses?

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Néo
Néo
Néo
Néo
Néo
Néo
Né&o
Néo
Né&o
Néo
Né&o

Exame clinico

Halito Urémico?
Estomatite/ Ulcera bucal?
Sopro?

Desidratagéo?

Magro/ Caquético?

Rins diminuidos a palpagédo?
Rins Simétricos?

Superficie renal irregular?
Palpacéo renal dolorosa?
Bexiga dilatada?

Palpacdo da bexiga dolorosa?
Febre?

Hipertensdo?

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Néo
Nao
Néo
Nao
Néo
Nao
Néo
Nao
Néo
Nao
Néo
Nao
Néo

PA:

mmHg

ANEXO D
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Exames hematoldgicos/bioquimicos/Dosagem de troponina

Glicemia:
Hematdcrito:
Leucograma total:
Uréia:

Creatinina:
Creatina quinase:

Troponina sérica:

Classificacdo na IRIS

De acordo com a Creatinina Sérica

Estadio | (<1,6) Estadio Il (1,6-2,8) Estadio Il (2,9-5)  Estadio IV (>5)

De acordo com a Proteina/Creatinina Urinaria

N&o Proteindrico (<0,2) Limitrofe (0,2-0,4) Proteinurico (>0,4)

De acordo com a Pressdo Arterial Sistélica em mmHg

Estadio 0 (<150) Estadio 1 (150-159) Estadio 2 (160-179) Estadio 3 (>180)
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ANEXO E

FICHA DE NECROPSIA

DEPARTAMENTO DE EPIDEMIOLOGIA E SAUDE PUBLICA
ANATOMIA PATOLOGICA SAP

LAUDO DE NECROPSIA

l ESPECIE I NOME lRACA
REGISTRO
l IDADE SEXO x PELAGEM
| PORTE | | PROCEDENCIA |

ENDERECO DATA E HORA DA MORTE
DATA E HORA DA NECROPSIA

ANAMNESE / HISTORICO CLINICO / DADOS EPIZOOTIOLOGICOS:

SUSPEITA / DIAGNOSTICO CLINICO:
Estado nutricional:

Pele/ pelos:

Olhos:

Boca:

Narinas:

Orelhas:

Mucosas:

Glindula Mamdria:
Vulva/ Prepacio:

Anus:

Tecido subcutineo:
Linfonodos superficiais:
Faringe / Laringe:
Tireoides / Paratireoides:
Pleura ¢ Cavidade Toricica:
Esbfago:

Traqueia:

Pulmio:

Coragdo:
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Periténio e Cavidade Abdominal:
Omento:

Bago:

Estomago:

Pincreas:

Ruamen:

Reticulo:

Omaso:

Abomaso:

Figado:

Adrenal:

Linfonodos Mesentéricos:
Duodeno:

Jejuno:

{leo:

Ceco:

Célon:

Reto:

Rins:

Bexiga:

Sistema Reprodutor Masculino / Feminino:

Ossos:

Misculos:

Tendoes / Articulagdes:

SNC:

OUTRAS OBSERVACOES:
ALTERACOES CADAVERICAS:

MATERIAL COLETADO:

DIAGNOSTICO (S) ETIOLOGICO(S) / MORFOLOGICO (8)
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ANEXO F

Quadro: identificacéo e dados do animal.

Gato Idade Sexo Raca Pelagem  Peso (Kg)
1 6 anos F SRD Amarela NI
2 5 anos M SRD Preta 2,860
3 7 anos M SRD Cinza/Branco NI
4 12 anos M Persa NI NI
5 16 anos F SRD Tigrado 2,700
6 10 anos M SRD Branca 4,000
7 3 anos M Maine coon Tigrada/Branca 4,500
8 20 anos F Siamés Tipica 3,400
9 15 anos F SRD NI NI
10 15 anos F Sagrado da NI 3,380
Birménia

11 11 anos F SRD NI NI
12 23 anos M SRD Amarelo/Branco 3,420
13 6 anos F SRD Marrom 3,800
14 17 anos M SRD Preto/Branco 3,300
15 4 anos F SRD Branco/Amarelo 2,000
16 10 anos F SRD Branco/Preto 1,700
17 6 anos F Persa NI NI
18 9 anos M SRD Amarelo 4,800
19 11 anos F SRD NI NI
20 11 meses M SRD NI 4,000

Legenda: M: macho/F: fémea/SRD: sem raca definida/NI: ndo informado
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ANEXO G

Quadro: exames realizados para cada animal

Gato ID Exame = Creatinina Ureia Hg Presséo Troponina = ECO | US = Necropsia H.E IHQ

clinico arterial séria
1 15/16 - X X X - X - - X X X
2 106/16 X X X X X X - - X X X
3 197/16 X X X X X X - - X X X
4 263/16 X X X X X X - - X X X
5 33835 X X X X X X X X X X X
6 63/17 X X X X - X - - X X X
7 93/17 X X X X X X X X X X
8 133/17 X X X X X X - X X X X
9 300/17 X X X X - X - - X X X
10 326/17 X X X X X X - - X X X
11 358/17 - X X X X X - - X X X
12 34757 X X X X X X X - X X X
13 34839 X X X X - X - X X X X
14 34842 X X X X - X - X X X X
15 34952 X X X X X X X X X X
16 34953 X X X X X X X X X X X
17 01/18 - X X X X X - - X X X
18 34071 X X X X - X - X X X X
19 85/18 X X X X - X - X X X X
20 N77/18 X - - - - - - - X X X

Legenda: ID: Identificacdo /HG: Hemograma/ ECO: Ecocardiograma/HE: Hematoxilina e Eosina//IHQ: Imunohistoquimica
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ANEXOH

Quadro: valores dos exames de creatinina realizados nos gatos em cada consulta.

Gato Creatinina Creatinina Creatinina Creatinina Creatinina
mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL
(12consulta) ~ (22consulta)  (3*consulta)  (42consulta) (5% consulta)

1 14 17 2,0 13 -

2 2.4 2,3 2,9 1,8 2,9

3 10,8 8,7 13,0

4 6,8 - - - -

5 5,60 4,20 4,70 5,00 6,00

6 83 10,4 11,3 - -

7 1,65 - - - -

8 1,99 2,2 - - -

9 6,33 - - - -

10 6,8 5,0 - - -

11 8,8 - - - -

12 35 4.9 8,2 5,6 -

13 9,2 17,4 ; } }

14 1,8 2,8 - ) )

15 8,4 2,6 6,0 2.1 -

16 9,40 7.7 6,6 ; ;

17 8,0 - - - -

18 10,9 - - - -

19 1,53 2.8 - - -

20 - - - - -

Legenda: destacado em vermelho os maiores valores de creatinina obtidos por animal.
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ANEXO |

Quadro: valores dos exames de ureia realizados nos gatos em cada consulta.

Gato Ureia Ureia Ureia Ureia Ureia
(12 consulta) (22 consulta) (32 consulta) (4@ consulta) (52 consulta)

1 39,0 53,0 - 45,0 -

2 73,9 77,1 67,9 52,1 72,7

3 130 104 130 - -

4 308,2 - - - -

) 112,0 152,0 - - -

6 430,6 231 - - -

7 73,0 - - - -

8 81,1 188,5 - - -

9 206,1 - - - -
10 226 - - - -
11 241 - - - -
12 125 205 325 320 -
13 252 276 - - -
14 - - - - -
15 226 149,0 53,0 - -
16 276 159 218 - -
17 200 - - - -
18 309 - - - -
19 47 - - - -
20 - - - - -

Legenda: destacado em vermelho os maiores valores de ureia obtidos por animal.



ANEXO J

Quadro: regido com perda da eosinofilia em cardiomidécitos individuais.

Gato N° de regides afetadas Regilbes afetadas
1 0 0
2 1 VD
3 0 0
4 2 MPD/AP
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 2 VE/SIV
9 1 MPD
10 1 AP
1 0 0
12 0 0
13 1 SIv
14 1 AP
15 3 VE/SIVIAP
16 2 VE/AP
17 0 0
18 1 MPE
19 0 0
20 1 SIV

Legenda: AD: atrio direito/AE: atrio esquerdo/VD: ventriculo direito/VE: ventriculo esquerdo/ MPD:

musculo papilar direito/MPE: musculo papilar esquerdo/SIV: septo interventricular/AP: apice



ANEXO K

UFRRJ Comisséo de Etica no C".'F_

Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria U A

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Estudos clinico-patolégico e imunohistoguimico (Troponina) de lesdes cardiacas em gatos
com doenca renal crénica", protocolada sob o CEUA n® 7430260817 (o oooesz), sob a responsabilidade de Vivian de Assuncao
Nogueira Carvalho e equipe; Gabriela de Carvalho Cid - que envolve a producao, manutencdo efou utilizagao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com
0s preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais da Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA/UFRRJ) na reunido de 10/05/2018.
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ANEXO L

LesGes macroscopicas e microscopicas gerais dos animais incluidos no estudo

Figura 7. Trato urogenital. Rim direito diminuido e com a superficie irregular. Cornos uterinos
moderadamente distendidos e preenchidos por um liquido translicido (mucometra). Gato 1.
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Figura 8. Superficie lateral. Rim direito medindo 1,3 x 1,9 cm com severa atrofia. Rim esquerdo
medindo 3,0 x 3,2 cm. Ambos os rins com perda de sua arquitetura habitual, apresentando-se
arredondado. Gato 5.

O L U T LT
9‘ "1| l1\1 \ 1\2 1ls

Figura 10. Corte sagital mediano. Rim direito com atrofia renal e alteracdo de proporgdo cortex
medular. Gato 4.
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Figura 11. Superficie lateral. Rim direito com severa atrofia renal e com superficie externa irregular.
Rim esquerdo com atrofia e area de depressdo em superficie externa . Gato 5.

Figura 12. Corte sagital mediano. Rim direito com perda da arquitetura habitual ao corte. Nota-se area
esbranquicada irregular, correspondente a area de mineralizag&o. Gato 5.
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Figura 13. Superficie lateral. Rins com superficie acentuadamente irregular e perda da arquitetura do
6rgdo. Gato 6.

Figura 14. Corte sagital mediano. Ambos os rins com perda da arquitetura habitual do 6rgéo. Gato 6.
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Figura 15. Focos estria¢ces esbranquicadas na musculatura intercostal correspondentes a mineralizacéo.
Gato 6.

Figura 16. Superficie lateral. Ambos os rins com atrofia e superficie capsular irregular. Rim direito
apresentando area em depressao no parénquima. Gato 12.
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Figura 17. Corte sagital mediano. Rim esquerdo apresentando dilatacdo moderada da pelve renal.
Gato 12.

Figura 18. Superficie lateral . Ambos os rins com atrofia. Gato 15.
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Figura 19. Estémago apresentando-se levemente edemaciado com areas arenosas e aspecto ladrilhado em
mucosa. Gatol5.

Figura 20. Corte sagital mediano. Ambos 0s rins apresentando inimeros cistos com destrui¢do do
parénquima renal. Gato 16.
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Figura 21. Corte sagital mediano. Rim policistico em detalhe. Gato 16.

Figura 22. Corte sagital mediano. Ambos os rins com atrofia. Rim direito com presenca de cistos. Gato
19.
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Figura 23: Coracdo sendo seccionados transversalmente.

Figura 24A: Coragdo seccionado transversalmente em quatro sec¢oes equidistantes.
Figura 24B: Oito fragmentos de regides distintas dpice, septo interventricular,
ventriculo esquerdo, ventriculo direito, musculo papilar esquerdo, musculo papilar
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Figura 25 Infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario difuso e moderado intersticial (nefrite cronica).
Coloracdo H&E, Objetiva 10X. Gato 6.

Figura 26. Atrofia glomerular com espessamento da capsula de Bowman. Coloracéo de H&E, Objetiva
40X. Gato 8.
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Figura 28. Degeneracao vacuolar dos tibulos contorcidos. Coloracdo de H&E, Objetiva 20X. Gato 2.
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