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Resumo

Delineamento experimental para a extracdo e medicio da concentracio de microRNA

através de amostras de sangue.

A doenca degenerativa mixomatosa da valvula mitral ¢ a doenca cardiovascular
adquirida mais comum em caes, sendo também a causa mais frequente de insuficiéncia
cardiaca. Esta patologia apresenta varias semelhancas com o prolapso da vélvula mitral em
humanos. Como os meios de diagndstico necessdrios nem sempre estdo disponiveis,
biomarcadores como os microRNA sdo cada vez mais estudados como potenciais novas formas

de diagnostico e terapéutica.

Este trabalho propos-se a desenvolver um delineamento experimental para a extragao e
medi¢do da concentragdo de microRNA, neste caso o miR-146a, através de amostras de sangue,
que pudesse ser utilizado noutras investigacdes que tenham como propdsito a andlise de

microRNA no sangue.

Para tal, procedeu-se a recolha de amostras de sangue de 47 cdes e a realiza¢do de
exames ecocardiograficos, apos os quais foi possivel dividir os animais em quatro grupos, o
grupo de controlo, estadio B1, B2 e C. As amostras foram recolhidas em duas fases, a primeira

foi desenvolvida entre 2020/2021 e a segunda entre 2021/2022.

Até a data, ndo foi possivel obter os resultados da concentracdo do miR-146a das
amostras recolhidas durante a segunda fase, no entanto, as amostras da primeira fase do estudo
revelaram pela primeira vez uma relacdo entre este microRNA e a doenca degenerativa
mixomatosa da valvula mitral em caes. Espera-se que os resultados da segunda fase corroborem

os da primeira.

Palavras-chave: doenga mixomatosa da valvula mitral; protocolo experimental;

biomarcadores; miR-146a.
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Abstract

Trial design for extraction and measurement of microRNA concentration in blood

samples.

Myxomatous mitral valve disease is the most common acquired cardiovascular disease

in dogs and the most frequent cause of heart failure.

This pathology has various similarities with mitral valve prolapse in humans. And since
complementary means of diagnosis aren’t always available, biomarkers like microRNA have

started to be studied as a new potential way of diagnosing and treating these diseases.

This project proposed to develop a trial design for extraction and measurement of
microRNA concentrations, in this case miR-146a, using only blood samples, that could be used

in future investigations that aim to analyze microRNA in blood samples.

To this end, blood samples were collected, and echocardiographic examinations
performed to 47 dogs that where then divided in four groups: control group, stage B1, B2 and
C. The study was divided in two phases, the first phase took place between 2020/2021 and the
second phase in 2021/2022.

Till this date it was not yet possible to acquire miR-146a concentration results from the
second phase samples, however the samples from the first phase of this study revealed for the
first time a relation between this microRNA and myxomatous mitral valve disease in dogs. It is

expected that the second phase results corroborate the first phase.

Palavras-chave: Myxomatous mitral valve disease; trial design; biomarkers; miR-146a.
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Lista de Abreviaturas

bpm — Batimentos por minuto

CRI — Infusdo continua (do inglés, Continuous rate infusion)
DLST - Dihidrolipoamida succinil transferase

DDMVM - Doenga degenerativa mixomatosa da valvula mitral
DNA - Acido desoxirribonucleico

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético

FMUP - Faculdade de medicina da universidade do porto
gradMR — Gradiente de pressdo da regurgitacdo mitral
gradTR - Gradiente de pressdo da regurgitagdo tricuspide
HVP — Hospital Veterinario do Porto

ICC — Insuficiéncia cardiaca congestiva

IECA - Inibidores da enzima de conversao da angiotensina
AE:AO — Réacio atrio esquerdo:aorta

LVIDDN - Diametro interno do ventriculo esquerdo em diastole normalizado para o peso

corporal (do inglés, left ventricular end-diastolic internal diameter normalized for body weight)
miRNA — MicroRNA

MRYV — Velocidade maxima de regurgita¢do mitral

NF-kB - Fator nuclear kappa B

NT-ProPNB - por¢do aminoterminal do peptideo natriurético tipo-B

PNB - Peptideo natriurético tipo-B

PO — Pela boca (da locugao latina, Per 0s)

RISC - Complexo indutor do silenciamento do RNA

RNA - Acido ribonucleico

TRV - Velocidade méxima de regurgitacao tricuspide
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Lista de Unidades e Simbolos
ml — Mililitros

mg — Miligramas
IM - Intramuscular
IV — Intravenoso
Kg — Quilograma

G — Gauge

pug — Micrograma
°C — Graus celsius
% - Percentagem

® - Marca registada
> - superior a

< - inferior a
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Parte 1 — Casuistica e Descricdo do Estagio Curricular

Com vista a conclusdo do Mestrado Integrado de Medicina Veterindria, a autora
realizou o estagio curricular no Hospital Veterinario do Porto (HVP), sob a orientacdo do

Professor Doutor Luis Lobo, entre 20 de Setembro de 2021 e 20 de Marco de 2022.

Durante este periodo, a autora teve a oportunidade de trabalhar em regime de
rotagdo, acompanhando médicos, enfermeiros e auxiliares nas suas mais variadas fungdes,
prestando auxilio em consultas, internamento, cirurgias e anestesia. Os turnos realizados

obedeceram as 40 horas semanais, divididas em turnos diurnos, noturnos e fins-de-semana.

Ao longo destes seis meses, foi possivel adquirir novos conhecimentos e
consolidar muitas das competéncias teoricas e praticas aprendidas previamente ao longo dos

cinco anos de formag¢ao académica.

Durante as semanas de rotacao nas consultas, foi possivel acompanhar os médicos
veterinarios do HVP nas mais diversas areas, assistindo as consultas e ajudando na realizagao
de exames complementares de diagnostico, como exames ecograficos; radiograficos; recolhas
de sangue para a realizag¢do de analises sanguineas e em muitas outras tarefas como preparagao
e administracdo de fairmacos. Algumas semanas de consultas eram exclusivamente destinadas

7

a area de cardiologia.

Nas semanas de rotag@o no internamento, a autora prestou assisténcia aos médicos,
enfermeiros e auxiliares do internamento nas suas tarefas diarias. Estas consistiam na realiza¢ao
de exames fisicos aos animais internados; recolha de sangue e processamento das respetivas
analises laboratoriais; realizagdo de meios complementares de diagndstico para monitorizagao

da evolugdo dos pacientes; preparagdo e administracdo de medicacdo e ainda, internamento de

novos animais e colocagao de cateteres.

A casuistica das areas abrangidas durante as semanas de internamento e consulta
estd dividida em patologias médicas de cardiologia; dermatologia; doencas do sistema
respiratorio;  doencas infeciosas; doencas  musculo-esqueléticas;  endocrinologia;
gastroenterologia e glandulas anexas; hematologia; imunologia/alergologia; neurologia;
odontoestomatologia; oftalmologia; oncologia; otorrinolaringologia;
reproducao/ginecologia/andrologia; toxicologia; urologia e medicina preventiva apresentando-

se descriminada no grafico a baixo com a frequéncia relativa de animais vistos (Grafico 1).
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FREQUENCIA RELATIVA DE ANIMAIS POR PATOLOGIA

Grdfico 1 - Casuistica das diferentes patologias médicas, em percentagem

Relativamente aos meios complementares de diagndstico, os exames realizados
consistiram em exames radiograficos; endoscopicos; ecograficos; ecocardiograficos;
tomografias computorizadas e ressonancias magnéticas. A frequéncia relativa da realizagdo

destes exames esta presente no grafico abaixo apresentado (Grafico 2).
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Grdfico 2 - Casuistica dos diferentes exames realizados, em percentagem
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Nas rotacdes de cirurgia e anestesia, a autora pode participar em diferentes cirurgias
como ajudante do cirurgido e/ou como ajudante do médico anestesista em todo o processo de
preparacdo do animal, preparacdo e execucdo do protocolo anestésico, entubagdo e
monitoriza¢do do animal durante a cirurgia. Por fim, foi possivel auxiliar durante o periodo de

recobro do paciente.

A autora, durante estas rotagdes, participou ou assistiu a diferentes tipos de cirurgia,
como cirurgias ortopédicas, cirurgias de tecidos moles, cirurgias oftalmolégicas, cirurgias
minimamente invasivas e cirurgias cardiotoracias. No grafico seguinte ¢ possivel ver a

casuistica das diferentes cirurgias observadas com a sua respetiva frequéncia relativa (Grafico
3).

m Cirurgia Ortopédica

H Cirurgia de Tecidos Moles
Cirurgia Oftalmologica

m Cirurgia Minimamente Invasiva

m Cirurgia Cardiotoracica

Grafico 3 - Casuistica das cirurgias observadas, em percentagem

No total, a autora pdde acompanhar 489 animais em todas as rotagdes acima

mencionadas entre caes, gatos e exoticos.
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Parte 2 — Introduciao
1. Doenca Degenerativa Mixomatosa da Valvula Mitral

Segundo Borgarelli e Haggstrom (2010), Bionda et al. (2020) e Bagardi et al. (2022), a
doenga degenerativa mixomatosa da valvula mitral (DDMVM), como resultado da degeneragao
mixomatosa, ¢ a doenca cardiovascular adquirida mais comum em caes, representado 75% das
doengas cardiovasculares. Esta doenca ¢ também a causa mais frequente de insuficiéncia
cardiaca congestiva em cdes (Chetboul et al., 2017; Lam et al., 2021; O’Brien et al., 2021). A
DDMVM ¢ uma doenga particularmente prevalente em racas pequenas e em animais de idade
mais avangada (Bionda et al., 2020). Ainda que seja mais frequente em ragas pequenas, também

pode afetar ragas grandes (Borgarelli & Haggstrom, 2010).

Esta ¢ uma doenga caracterizada por um longo periodo pré-clinico, e muitos dos animais
acabam por falecer por outros motivos, sem nunca avangarem para insuficiéncia cardiaca
congestiva (ICC) (Borgarelli & Haggstrom, 2010). O tempo de sobrevivéncia dos animais que
progridem para ICC esta relacionado com vérios fatores, como a adesao a terapéutica por parte
do tutor, a terapéutica em si, outras complica¢des cardiovasculares (hipertensao pulmonar ou
rutura das cordas tendineas) e ainda a existéncia de doencas concomitantes (Borgarelli &

Haggstrom, 2010).

Estudos sugerem, que caes com ICC severa a moderada, causada por DDMVM, podem
ter uma esperanca média de vida relativamente longa com maneio médico (Borgarelli &

Haggstrom, 2010).

1.1. Etiologia

Segundo Smith et al. (2016) e Keene et al. (2019), a causa da DDMVM continua a ser
desconhecida, no entanto, a doenga tem uma componente hereditaria em algumas ragas. A raga
Cavalier King Charles Spaniel tem uma predisposi¢do para o desenvolvimento de DDMVM
em animais mais jovens, sem que a progressao da doenca seja diferente da que acontece noutras
racas pequenas (Keene et al., 2019; Meurs et al., 2019; Bionda et al., 2020). Estima-se que 90%
dos animais desta raca desenvolvam DDMVM até aos 10 anos de idade (Parker & Kilroy-
Glynn, 2012). Segundo um estudo de Menciotti et al (2018), existem varias diferencas
estruturais entre a valvula mitral de caes da raga Cavalier King Charles e caes de outras racas,
o que pode explicar a maior incidéncia de DDMVM nestes animais. E assim, a raga com mais

problemas de bem-estar relacionados com a DDMVM (O’Brien et al., 2021).
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Numa recente avaliagdo do genoma da raga Cavalier King Charles Spaniel, foi possivel
identificar duas regides cromossomicas associadas a DDMVM, no entanto, ndo se conseguiu

especificar quais sdo os genes envolvidos (Smith et al., 2016).

E frequente o diagnéstico de DDMVM em ragas condrodistroficas, sendo comummente
diagnosticada em animais com doengas como a broncomaldcia e doengas dos discos
intervertebrais, o que sugere que a DDMVM poderad ser uma expressdo de uma doenca

sistémica dos tecidos, no entanto esta relagdo ainda nao foi provada (Smith et al., 2016).

Investigacdes recentes sobre a biologia molecular da doenga e a sua biomecanica
sugerem que existe uma interagdo complexa entre o stress mecanico e as cadeias de sinalizagao
celular. Estas levam a alteragcdes da expressdo genética e a indugdo de fatores de crescimento,
no entanto, ainda ndo foi possivel encontrar uma explicagdo quanto a degenerescéncia

mixomatosa que ocorre na valvula (Smith et al., 2016).

As evidéncias sugerem que a existente predisposicdo genética ndo se trata apenas de
uma simples herangca mendeliana, mas sim de uma caracteristica poligénica ou monogénica
sujeita a alteragdes por parte de fatores genéticos e/ou ambientais (Smith et al., 2016; Meurs et

al., 2019; Bionda et al., 2020).

Assim sendo, o estudo e a aplicacdo de tecnologia genética avancada, com o objetivo
de esclarecer os mecanismos patogenéticos e a identificacao do locus da predisposi¢ao genética,
terdo um papel importante no futuro, fornecendo informagdes que podem ter impacto no

tratamento, prevaléncia e severidade da DDMVM (O’Brien et al., 2021).

1.2. Incidéncia e Fisiopatologia

A DDMVM ¢ uma doenga cronica cuja apresentacdo ¢ variavel. Alguns doentes sdo
completamente assintomaticos, enquanto outros desenvolvem edema pulmonar (Borgarelli &
Haggstrom, 2010). A DDMVM afeta mais comummente a valvula mitral, no entanto, em pelo

menos 30% dos casos também afeta a valvula tricuspide (Keene et al., 2019).

A doenga ¢ aproximadamente 1,5 vezes mais prevalente em machos do que em fémeas
e também mais prevalente em animais com menos de 20 quilogramas (kg) (Keene et al., 2019).
Ainda assim, animais com mais de 20 kg podem ser afetados, e quando o sdo, normalmente
apresentam uma progressao de doenga mais rapida com mais disfuncdo do miocérdio, tendo um

progndstico mais reservado (Keene et al., 2019).
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A prevaléncia da DDMVM aumenta significativamente com o avango da idade em
animais de ragas pequenas, sendo que 85% dos caes a partir dos 13 anos tém sinais de lesao
valvular (Keene et al., 2019). A maioria dos animais com DDMVM apresenta um sopro anos

antes de desenvolver insuficiéncia cardiaca (Keene et al., 2019).

Relativamente a valvula mitral, esta € constituida por seis componentes que garantem o
seu funcionamento: a parte posterior esquerda da parede atrial; o anel fibroso; os folhetos da
valvula mitral; as cordas tendineas; os musculos papilares do ventriculo esquerdo, assim como
as paredes do ventriculo esquerdo (Fox, 2012). A valvula ¢ uma estrutura dindmica cujo

tamanho e formato muda ao longo do ciclo cardiaco (Fox, 2012).

A vélvula mitral normal assegura que todo o sangue que se encontra dentro do ventriculo
esquerdo ¢ expelido através da aorta, no entanto, quando a valvula estd incompetente, uma
fracdo deste volume de sangue (fragdo de regurgitacdo) passa pelo orificio da valvula até ao

atrio esquerdo (Smith et al., 2016).

A doenga comega com a formacdo de pequenos nodulos nos folhetos valvulares, que
vao aumentando progressivamente de tamanho, até se comegarem a agregar € a envolver as
cordas tendineas, finalizando com a deformagdo dos folhetos e com espessamento, ou
eventualmente, rutura das cordas tendineas (Markby et al., 2017). A incompeténcia da valvula
acontece devido a mudangas nos constituintes celulares, assim como na matriz intercelular do
aparelho valvular, incluindo os folhetos valvulares e as cordas tendineas (Keene et al., 2019).
As alteracdes envolvem ndo sé o alinhamento das fibras de colagénio da valvula, como também
o conteudo do colagénio (Keene et al., 2019). A expansdo da camada esponjosa da valvula ¢
caracterizada por alteracdes a nivel dos proteoglicanos, que constituem esta mesma camada
(Keene et al., 2019). A desregulacdo da matriz extracelular parece ser a causa de todas as
alteracdes acima mencionadas (Keene et al., 2019). O que também pode influenciar a
progressdo da lesdo valvular sdo as catecolaminas enddgenas, bem como as citoquinas
inflamatorias, levando a subsequente remodelagdao do miocardio e disfuncdo ventricular (Keene

etal., 2019).

Sequencialmente, comega a haver uma deformagao da estrutura valvular acabando por
haver regurgitacdo, que progressivamente aumenta o débito cardiaco resultando em
remodelagdo ventricular, neste caso, hipertrofia excéntrica do ventriculo e atrio esquerdos,
culminando em disfungdo ventricular (Keene et al., 2019). A medida que a regurgitacio da

valvula progride, a remodelagdo estrutural e funcional do coracdo descrita anteriormente leva a
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um aumento da sobrecarga de volume, culminando em insuficiéncia cardiaca congestiva (Jung

& Bohan, 2018).

A severidade da regurgitagdo mitral ¢ determinada principalmente pelo tamanho do
orificio de regurgitagdo e pela relagdo entre a pressao sistdlica do atrio e do ventriculo esquerdo
(Smith et al., 2016). A longo prazo, a regurgitagdo mitral aumenta a pressao no atrio esquerdo,
o que faz com que este acabe por dilatar (Smith et al., 2016). A regurgitagdo mitral severa pode
aumentar a pressao de enchimento do ventriculo esquerdo, que por sua vez se ira refletir num
aumento da pressdo da veia pulmonar, podendo dar inicio ao desenvolvimento de edema

pulmonar (Smith et al., 2016).

A tosse, como consequéncia do edema pulmonar, € um possivel sinal de ICC, no entanto,
¢ também um sinal geral de doenga respiratoria e a sua presenga num animal com sopro nao
deve ser um motivo para se iniciar qualquer terapia para ICC (Borgarelli & Haggstrom, 2010).
Caes geriatricos de raca pequena apresentam comummente doencas traqueobronquicas
concomitantes com a DDMVM, sendo que nestes, a tosse deve-se a doenga respiratoria primaria
e ndo a doenca cardiaca (Borgarelli & Haggstrom, 2010). Por isto, todos os animais que
apresentem tosse e sopro tipico de DDMVM ou sinais de ICC, devem realizar uma radiografia
toracica (Borgarelli e Haggstrom, 2010; Keene et al., 2019). Em animais com DDMVM, a tosse
pode ser provocada por compressao do bronquio priméario esquerdo, devido ao aumento do atrio

esquerdo (Borgarelli & Haggstrom, 2010).

Segundo Keene et al. (2019), a progressao de alargamento do coragdo, o aumento da
velocidade do sangue na onda E transmitral, o aumento da concentracdo sérica da por¢ao
aminoterminal do peptideo natriurético tipo-B e o aumento da frequéncia cardiaca em descanso
sdo fatores que anteveem o nivel de progressdo da doenga, conseguindo identificar cdes em
risco de insuficiéncia cardiaca. O grau de mudanca nas variaveis dos exames ecocardiograficos
e radiograficos pode também permitir identificar animais em ricos de insuficiéncia cardiaca ou

morte por causa cardiaca (Keene et al., 2019).

Apesar das interagdes de todos os fatores acima mencionados, assim como o impacto
das alteracdes na geometria anular da valvula mitral e o stress mecanico, a patogenia e

progressdao da DDMVM ainda nio ¢ completamente compreendida (Keene et al., 2019).
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1.3. Classificagao

Em 2009, o painel de médicos veterinarios pertencentes ao consensus do Colégio
Americano de Medicina Interna Veterinaria, criou uma classificagdo para a DDMVM que

continua a ser utilizada nos dias de hoje, apenas com algumas alteracdes.

Segundo Keene et al. (2019), esta classificagdo tem varios objetivos, como a realizagdo
de exames imagiologicos a animais com alto risco de desenvolvimento de DDMVM; a
implementagdo de intervengdes que diminuam o risco do desenvolvimento e/ou progressao da
doenca; identificagcdo precoce dos animais assintomaticos e sintomaticos, para que haja um

melhor maneio clinico.

De acordo com esta abordagem, ¢ expectavel que os doentes passem de um estadio para
o estadio seguinte, a medida que a doenga evolui, sem que voltem a ser classificados com o
estadio anterior, independentemente da sua resposta a terapéutica implementada (Keene et al.,

2019).

A tabela 1 descreve os quatro estadios de doenga, segundo Keene et al. (2019).

Tabela 1 - Tabela resumo da classificagdo dos estadios da Doenga Degenerativa Mixomatosa da Valvula Mitral. pomvy - poenca

Degenerativa Mixomatosa da vitula Minal. (Adaptado de Keene et al. (2019)).

o Caes com maior risco de desenvolver DDMVM, mas que ainda nio tém
Estadio A o ) )
alteracdes estruturais identificaveis.

Caes  assintomaticos, sem

evidéncia  radiografica  ou
Cdes com alteragdes | Estadio B1 _

. . ecocardiografica de
estruturais compativeis

Estadio B com DDMVM, mas que

remodelagdo cardiaca.

Caes  assintomaticos  com
ndo apresentam sinais
. regurgitagdo mitral e que
clinicos. Estadio B2

apresentam sinais de

remodelagdo cardiaca.

Caes que apresentam, ou ja apresentaram sinais de insuficiéncia cardiaca

causados por DDMVM.

Estadio C

Caes em estadio terminal de DDMVM em que a insuficiéncia cardiaca ¢
Estadio D )
refrataria ao tratamento standard.
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1.4. Diagnostico

Segundo Borgarelli e Haggstrom (2010), pode-se suspeitar de DDMVM quando a
auscultagdo ¢ audivel um sopro sistélico de maior intensidade no &pex cardiaco esquerdo,
resultante da regurgitagdo da valvula mitral. Em ragas pequenas, segundo Ljungvall et al.
(2014), a maior intensidade do sopro ndo ¢ proporcional a severidade da doenga, mas sopros de
baixa intensidade sdo altamente sugestivos de doenca ligeira. Em ragas grandes/gigantes,
nenhuma das relagdes anteriores prevalece, pois nestas a DDMVM est4 associada a fibrilhagao
atrial e enfarte do miocardio, sendo que ambas as condi¢des podem afetar a intensidade do

sopro (Borgarelli e Haggstrom, 2010).

Em casos mais severos, o sopro ¢ audivel no hemitérax direito e na base cardiaca
esquerda, como consequéncia do aumento do atrio e ventriculo esquerdo e, em alguns pacientes,

ha presenga de regurgitagdo da tricuspide (Borgarelli e Haggstrom, 2010).

Ainda que a presenga de um sopro sistolico apical esquerdo em ragas tipicamente
afetadas pela doenca seja altamente sugestivo de DDMVM, ¢ necessaria a confirmagdo do
diagnostico por exame ecocardiografico para descartar a presenca de outras doengas
cardiovasculares que levam ao desenvolvimento de regurgitacdo mitral, como a displasia da
valvula mitral (Borgarelli e Haggstrom, 2010). O exame ecocardiografico deve ser feito para
responder a questdes relativas a causa do sopro de regurgitacdo mitral e para verificar se existe

ou ndo aumento das camaras cardiacas (Borgarelli e Haggstrom, 2010).

Os achados ecocardiograficos compativeis com DDMVM incluem o prolapso ou o
aumento da espessura de um ou mais folhetos da véalvula mitral (Borgarelli e Haggstrom, 2010;
Keene et al., 2019). A ecocardiografia pode ainda fornecer informagdes importantes relativas a
severidade da doencga, tais como, o grau de aumento das camaras cardiacas, a presenga de
disfuncao sistolica ou diastolica e ainda o diagndstico de hipertensdo pulmonar (Borgarelli &
Haggstrom, 2010). Recorrendo as medi¢des realizadas no exame ecocardiografico, sao
executados varios calculos, entre eles, o racio atrio esquerdo/aorta, que deve ser inferior a 1,6;
quando ¢ igual ou superior indica-nos que o atrio esquerdo estd aumentado (Baron Toaldo et
al., 2016; Smith et al., 2016; Keene et al., 2019). Outro calculo efetuado ¢ o diametro interno
do ventriculo esquerdo em diéstole normalizado para o peso corporal (LVIDDN). Este célculo
¢ importante devido a heterogeneidade da populacdo canina, sendo uma maneira de ter as

diferengas de tamanho dos animais em consideracao (Smith et al., 2016). Quando o LVIDDN
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¢ superior a 1,7 indica-nos que o ventriculo esquerdo esta aumentado (Smith et al., 2016; Keene

etal., 2019).

Em suma, o exame ecocardiografico com vista ao diagnostico e avaliagao da severidade
da DDMVM ¢ baseado na remodelacao cardiaca, na quantificagcdo da regurgitacdo mitral e na
pressdo de enchimento ventricular (pressdo diastolica) (O’Brien et al., 2021; Vezzosi et al.,

2021).

E ainda recomendado fazer radiografias toracicas para avaliar a significancia
hemodindmica da regurgitagdo mitral, e para obter uma imagem de referéncia de quando os

animais ainda sdo assintomaticos (Borgarelli e Haggstrom, 2010; Keene et al., 2019).

Ainda que se recomende a ecocardiografia como meio de diagnostico definitivo e de
estadiamento, esta ndo estd disponivel nem ¢ monetariamente acessivel a todos os animais,
principalmente em clinicas generalistas (Lam et al., 2021). Por isso, ¢ recomendado o uso de
radiografias toracicas nestes casos, recorrendo a medi¢do do indice cardiaco vertebral para

identificar animais no estadio B2 (Lam et al., 2021).

Segundo Keene et al. (2019), as recomendagdes de diagnostico variam consoante o

estadio da doencga, podendo ser resumidas na Tabela 2.

Tabela 2 - Tabela resumo do diagnostico de Doenga Degenerativa Mixomatosa da Valvula Mitral nos diferentes estadios.

DDMVM — Doenca Degenerativa Mixomatosa da Valvula Mitral; AE:AO — Récio Atrio Esquerdo:Aorta; LVIDDN — Diametro Interno do Ventriculo Esquerdo em Didstole Normalizado para o peso corporal; NT-proBNP -

porciio aminoterminal dos peptideos natriuréricos ripo-5 (Adaptado de Keene et al. (2019)).
Animais com predisposi¢do genética para o desenvolvimento de
Estadio A .
DDMVM devem fazer exames cardiacos anuais.
Caes sem alteragdes nas
Auscultagdo de sopro dimensdes das camaras
cardiaco; cardiacas e indice cardiaco
Realizagao de | Estadio B1 vertebral normal;
radiografia toracica; Caes com aumentos das
Estadio B Medicdo da pressdo camaras cardiacas esquerdas,
arterial; mas inferiores ao estadio B2.
Realizagdo de exame Sopro cardiaco de grau superior
ecocardiografico; ou igual a trés em seis;
Estadio B2 ) o
Racio AE:AO no inicio da
diéstole superior ou igual a 1,6;
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LVIDDN superior ou igual a
1,7;
Indice cardiaco vertebral

superior a 10,5;

Sintomatologia clinica compativel com insuficiéncia cardiaca esquerda

como: taquipneia, intolerancia ao exercicio, dificuldade respiratoria e

tosse;

Realizacdo de hemograma, analises bioquimicas e a urina para avaliar a
Estadio C

funcao renal;

Ecocardiografia com Doppler;

Concentragdo sérica de NT-proBNP;

Medi¢ao da pressao arterial.

E recomendado o mesmo processo de diagnostico que no estadio C, sendo
Estadio D necessario comecar o tratamento para perceber que o doente nao responde

a terapéutica, avancando assim para o estadio D.

1.4.1. Biomarcadores

Os biomarcadores sdo caracteristicas objetivas que podem ter um papel importante no
diagnéstico, quantificagdo de risco, avaliacdo da progressao da doenca e responsividade do

doente a terapéutica implementada (Smith et al., 2016).

Ao longo dos anos tem-se vindo a investigar a relagdo entre varios biomarcadores
sanguineos como a endotelina, a troponina I, peptideos natriuréticos atriais, o peptideo
natriurético tipo-B (PNB) e a doenca mitral ou a insuficiéncia cardiaca nos caes (Smith et al.,

2016).

O PNB ¢ libertado pelos cardiomidcitos atriais e ventriculares em resposta ao aumento
da pressdo de enchimento dos ventriculos (Smith et al., 2016). Sao, por isso, biomarcadores
importantes para a avaliacdo da presenga e severidade da insuficiéncia cardiaca (Smith et al.,
2016). Para além disso, a concentragdo do PNB esta relacionada com a presenca e severidade
da DDMVM (Smith et al., 2016). A diminuicdo da concentracio do PNB em animais ja
medicados para a DDMVM ¢ preditivo da eficdcia do tratamento (Smith et al., 2016). O
aumento da concentragdo de PNB distingue também os animais com dificuldade respiratoria

causada por insuficiéncia cardiaca, dos animais com dificuldade respiratdria causada por
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doencas do trato respiratorio com uma sensibilidade e especificidade superiores a 80% (Smith

etal., 2016).

Também tem sido estudado a relagdo entre o PNB e o progndstico, existindo uma
relacdo ndo so relativamente a severidade da doenca, como também entre a concentracao da
por¢do aminoterminal do peptideo natriurético tipo-B (NT-ProPNB) e a mortalidade do animal

(Smith et al., 2016).

Em humanos, o PNB tém sido considerados ndo s6 um excelente biomarcador para
identificar a presenca de ICC, como também para identificar doentes em risco de
desenvolvimento de ICC ou morte (Borgarelli & Haggstrom, 2010). Estudos provaram que a
NT-proBNP estd relacionada com a severidade da regurgitagdo mitral (Borgarelli &
Haggstrom, 2010). Isto acontece porque o aumento da sobrecarga de volume (relacionada com
a severidade da regurgita¢do) provoca tensao na parede do miocérdio, que por sua vez aumenta

a producdo de PNB nos cardiomiécitos (Jung & Bohan, 2018).

A troponina I ¢ uma proteina reguladora do miocérdio que ¢ libertada aquando de lesao
nos cardiomiocitos (Smith et al., 2016). O aumento da sua concentragdo no sangue ¢

normalmente um indicador de necrose (Smith et al., 2016).

No entanto, por vezes, outras doengas sistémicas podem afetar a producdo e excre¢do
destes biomarcadores (troponina I ¢ NT-proBNP), resultando em falsos positivos ou falsos
negativos diagnosticos de ICC (Jung & Bohan, 2018). Por este motivo, biomarcadores
especificos de cada estadio da doenca cardiaca sdo necessarios para determinar o estadio de
DDMVM do animal, aumentar a precisao do diagnostico e prever mais fielmente o prognostico

(Jung & Bohan, 2018).

Os microRNA sdo conhecidos como reguladores cruciais da expressdao genética, tanto
no desenvolvimento do coragdo como nas patologias cardiacas (Jung & Bohan, 2018). Estes
sdo extremamente resistentes e circulam no sangue, o que sugere que possam ser excelentes

biomarcadores para varias doengas cardiacas (Jung & Bohan, 2018).

1.5. Tratamento

Segundo Keene et al. (2019), as recomendagdes de tratamento para a DDMVM variam
consoante o estadio, devendo ser ajustadas a cada caso. Nos estadios C e D, as recomendagdes
dividem-se em tratamento hospitalar, para situagdes agudas, e em tratamento cronico, que ¢é

feito em casa (Keene et al., 2019; Bagardi et al., 2022).
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1.5.1. EstadioA

Para este estadio, ndo estd recomendado nenhum tratamento farmacologico ou dietético,
recomendando-se apenas, que estes animais ndo sejam utilizados como reprodutores, caso
apresentem evidéncias de sopro ou regurgita¢do mitral detetada ecocardiograficamente (Keene

etal., 2019).
1.5.2. Estadio B1

Nao ¢ recomendado nenhum tipo de tratamento, uma vez que ndo existe evidéncia de
que seja eficaz neste estddio, mas recomenda-se a repeticdo do exame ecocardiografico em 6 a

12 meses (Keene et al., 2019).
1.5.3. Estadio B2

Para este estadio, os especialistas recomendam terapia farmacoldgica com pimobendan
(0,25 - 0,3 mg/Kg PO q12h) (Keene et al., 2019). O tratamento com pimobendam vai atrasar o
desenvolvimento de ICC, e reduzir a taxa de mortalidade (Haggstrom et al., 2013; Boswood et
al., 2016; Lam et al., 2021). Ainda que ndo seja consensual, alguns especialistas recomendam
adicionalmente a administragdo de IECAS (inibidores da enzima de conversao da angiotensina)
(Smith et al., 2016; Keene et al., 2019). A utilizagdo de espironolactona por rotina, ndo esta
recomendada para atrasar a insuficiéncia cardiaca (Keene et al.,, 2019). Em casos mais
avangados, e em circunstancias especificas, alguns especialistas recomendam a utilizagao de

amlodipina e beta-bloqueadores (Keene et al., 2019; Bagardi et al., 2022).

Como tratamento dietético, estd recomendado uma ligeira redu¢do do sodio, oferecendo
ao animal uma alimentagdo bastante palatavel para manter a condi¢do corporal (Keene et al.,

2019).

Alguns especialistas recomendam a utilizacdo de antitissicos quando os doentes
apresentam tosse causada pela pressdo que a cardiomegalia inflige sobre os bronquios (Keene

etal., 2019).
1.5.4. Estadio C

Segundo Keene et al. (2019), para o estddio C existe a recomendagdo de tratamento
dietético. A caquexia cardiaca ¢ definida como a perda de musculo ou massa magra, associada
a insuficiéncia cardiaca (Keene et al., 2019). Tem um mau progndstico, sendo mais facil de

prevenir do que de tratar (Keene et al., 2019). Por isso, para prevenir a perda de peso, deve-se
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manter um consumo caldrico adequado, que neste estadio devera ser cerca de 60 kcal/kg por
dia (Keene et al., 2019). Para aumentar o apetite, devem ser aplicadas estratégias como: aquecer
a comida, oferecer racdo humida juntamente com racao seca e variar de alimentacao (Keene et
al., 2019). Deve-se ainda assegurar que o animal ingere uma quantidade apropriada de proteina,
evitando ragdes com baixo teor proteico, comummente utilizadas no tratamento da insuficiéncia
renal (Keene et al., 2019). O consumo de sodio deve ser reduzido em todos os alimentos

oferecidos ao animal (Smith et al., 2016; Keene et al., 2019).

Caso o doente sofra de anorexia, devem ser feitos esforgos para tratar todas as causas
que a possam estar a provocar (Keene et al., 2019). Nas consultas, deve ser mantido um registo
da condicao corporal e peso do animal, por forma a monitorizar e avaliar possiveis causas para

alteracdes significativas em ambos os indicadores (Keene et al., 2019).

Em todos os doentes com diminuicao de apetite, perda de musculo ou arritmias, deve-
se considerar a suplementacdo com acidos gordos 6mega-3 (Keene et al., 2019; Nasciutti et al.,

2021).
1.5.5. Estadio C — Tratamento Hospitalar

O tratamento para a insuficiéncia cardiaca aguda que acontece neste estadio, tem como
principais objetivos: regularizacdo da oxigenac¢do dos tecidos e regularizacdo do estado
hemodinamico do doente (Keene et al., 2019). Com estes objetivos, devemos monitorizar e
otimizar a pré-carga, a pos-carga, a frequéncia cardiaca, a contratilidade e a oxigenagao (Keene

etal., 2019).

Para o tratamento agudo/hospitalar dos animais no estddio C, os especialistas
recomendam furosemida (2 mg/kg IV ou IM) de hora a hora, até¢ melhoria da sintomatologia

respiratéria, ou até 8§ mg/kg ao fim de quatro horas (Smith et al., 2016; Keene et al., 2019).

Em casos de edema pulmonar associados a dispneia severa, recomenda-se iniciar
infusdo continua (CRI) de furosemida (0,66 - 1 mg/kg/hora), apds o bolus inicial (Keene et al.,
2019). Durante o tratamento com furosemida, o animal deve ter sempre dgua a sua disposi¢ao

(Keene et al., 2019).

Estd recomendada a adimistra¢do de pimobendan (0,25 - 0,3 mg/kg PO q12h) (Smith et
al., 2016; Keene et al., 2019).

Para animais que ndo respondam adequadamente aos diuréticos, nem ao pimobendam,

recomenda-se a adicdo de dobutamina (2,5 - 10 pg/Kg/minuto) em infusdo continua, com
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aumento progressivo da dose, para melhorar a fungdo do ventriculo esquerdo (Keene et al.,
2019). Durante a infusdo, recomenda-se a monitorizagdo do paciente, recorrendo a um
eletrocardiograma (Keene et al., 2019). A dose de dobutamina deve ser reduzida caso se

verifique taquicardia ou batimentos ectopicos (Keene et al., 2019).

Alguns especialistas recomendam adicionalmente a administragdo de IECAs, como o
enalapril ou o benazepril (0,5 mg/kg PO q12h) no tratamento agudo, ainda que, a sua evidéncia

cientifica remeta ao tratamento cronico da doenca (Keene et al., 2019).

Caso seja necessario sedagdo em animais dispneicos, para melhor controlo da sua
sintomatologia, os especialistas recomendam a utilizagdo de butorfanol (0,2 - 0,25 mg/kg IM

ou IV) (Keene et al., 2019).

Para auxiliar na diminui¢ao de efusdes que estejam a causar dificuldade respiratoria e
desconforto, recomenda-se a realizagcdo de toracocentese e/ou abdominocentese (Keene et al.,

2019).
1.5.6. Estadio C — Tratamento Cronico

Para o tratamento crénico de caes em estadio C, os especialistas recomendam a juncao

de quatro farmacos: furosemida/torasemida, espironolactona, IECA e pimobendan.

Recomenda-se a administragao de furosemida (2 mg/Kg PO q12h), ou a dose necessaria
para manter o doente confortdvel (Smith et al., 2016; Keene et al., 2019; Bagardi et al., 2022).
Alguns especialistas preferem substituir a furosemida por torasemida (0,1 — 0,3 mg/Kg PO q24h
ou aproximadamente 5 a 10 % da dose de furosemida) (Chetboul et al., 2017; Keene et al.,

2019; Besche et al., 2020).

No entanto, um animal que necessite de fazer uma dose de furosemida superior ou igual
a 8 mg/Kg PO em 24h (ou o equivalente em torasemida) para se manter confortdvel, mesmo
com doses apropriadas dos restantes trés farmacos (pimobendan, IECAs e espironolactona),

indica progressao da doenga para o estadio D (Keene et al., 2019).

Os especialistas recomendam a administragdo de enalapril ou benazepril (0,5 mg/Kg PO
ql2h), espironolactona (2 mg/Kg PO q12/24h) e pimobendan (0,25 — 0,30 mg/Kg PO ql12h)
(Keene et al., 2019; Guillot et al., 2021; Bagardi et al., 2022).

Recomenda-se a realizagdo de ionograma e a medi¢do da creatinina e ureia séricas entre

3 a 14 dias apo6s o inicio do tratamento (Keene et al., 2019; Besche et al., 2020).
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E muito importante que os tutores realizem em casa medi¢des regulares da frequéncia
respiratdria em repouso, pois o aumento da mesma pode significar a descompensacao do doente

(Keene et al., 2019).

Em casos em que haja presenca de fibrilhagdo atrial, recomenda-se a administragdo de
diltiazem, muitas vezes em combina¢do com digoxina (Keene et al., 2019; Bagardi et al., 2022).
A dose de diltiazem deve ser a menor possivel, devendo ser ajustada gradualmente até ao
controlo da frequéncia cardiaca (Keene et al., 2019). A digoxina deve ser administrada

oralmente, a cada 12 horas, numa dose de 0,0025 a 0,005 mg/kg (Keene et al., 2019).

Pode ser necessario a utilizagao de antitissicos ou broncodilatadores (Smith et al., 2016;

Keene et al., 2019).
1.5.7. EstadioD

Devido aos poucos ensaios clinicos e a diversidade de sintomatologia clinica
apresentada pelos pacientes deste estadio, ¢ dificil apresentar indicagdes terapéuticas

especificas (Keene et al., 2019).

O estadio D requer uma dose diaria de furosemida superior a 8 mg/kg, ou o equivalente
em torasemida, para controlo dos sinais clinicos, associados a insuficiéncia cardiaca, em
conjunto com: enalapril ou benazepril (0,5 mg/Kg PO ql2h), espironolactona (2 mg/Kg PO
q12/24h) e pimobendan (0,25 — 0,30 mg/Kg PO q12h) (Keene et al., 2019; Guillot et al., 2021).

1.5.8. Estadio D — Tratamento Hospitalar

Para os doentes no estadio D em tratamento hospitalar que estejam dispneicos, pode ser
administrada mais furosemida, comec¢ando com boélus de 2 mg/kg IV, seguido de mais doses de
bolus ou uma infusdo continua de 0,66 a 1 mg/kg/h até normalizagdo da frequéncia respiratoéria,
ou até um maximo de quatro horas (Keene et al., 2019). E importante ter em atencio a fungao

renal destes animais (Besche et al., 2020).

Doentes que ja nao sdo responsivos a furosemida devem passar para torasemida (0,1 —
0,2 mg/Kg q12/24h), uma vez que a diurese induzida pela torasemida provoca menor ativagao
do sistema renina-angiotensina-aldoesterona, comparativamente com mais doses de furosemida
(Keene et al., 2019). Apos a diurese comegar ¢ importante que o animal tenha acesso livre a

agua (Keene et al., 2019).
Neste estadio, recomenda-se a reducdo da pos-carga, recorrendo a farmacos como a
amlodipina (0,05 - 0,1 mg/kg até efeito desejado PO) (Smith et al., 2016; Keene et al., 2019).
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Quando o animal ndo esta estavel o suficiente para conseguir esperar pelos efeitos da medicagao
oral, recomenda-se iniciar infusdo continua de dobutamina, comecando numa dose de 1
pg/kg/minuto, e aumentado gradualmente a cada 15 a 30 minutos, até obter o melhor resultado
com a minima dose possivel, num maximo de 10 a 15 pg/kg/minuto (Keene et al., 2019). As

doses podem ser mantidas durante 12 a 48 horas (Keene et al., 2019).

Recomenda-se a administracdo destes farmacos em associagdo com pimobendam e
benazepril/enalapril, sendo que, a dose de pimobendam pode ser aumentada, passando a 0,3
mg/kg q8h PO (Keene et al., 2019). Alguns especialistas recomendam ainda uma dose adicional
de pimobendam no momento de admissao do doente, independentemente da hora a que o animal

tenha feito a Gltima dose (Keene et al., 2019).

Em animais que apresentem sinais clinicos de hipertensdo pulmonar, recomenda-se

sildenafil (1 — 2 mg/Kg PO g8h) (Brown et al., 2010; Keene et al., 2019).

Devem ser realizadas técnicas de abdominocenteses e/ou toracocenteses, sempre que

necessario, para diminuir o desconforto e o stress respiratorio (Keene et al., 2019).
Broncodilatarores podem ser necessarios (Keene et al., 2019).

Recomenda-se, por fim, a medicao da concentragdo de creatinina sérica, no maximo até

72 horas ap0s o inicio do tratamento (Keene et al., 2019).
1.5.9. Estadio D —Tratamento Crénico

No tratamento cronico do estadio D, a dose de furosemida/torasemida deve aumentar
progressivamente, até ao necessario para diminuir a acumula¢do de liquido, monitorizando a
ureia e creatinina 12 a 48 horas ap6s o aumento da dose para avaliar a fun¢do renal (Keene et
al., 2019). Como no estadio C, animais ndo responsivos a furosemida devem substituir a mesma

por torasemida (Keene et al., 2019; Besche et al., 2020).

Recomenda-se a administragdo de espironolactona, para o tratamento de doentes

cronicos (Smith et al., 2016; Keene et al., 2019; Guillot et al., 2021; Bagardi et al., 2022).

Alguns especialistas recomendam também o aumento da dose de pimobendan (0,3

mg/kg PO TID) (Keene et al., 2019).

Para redugdo da pos carga, recomenda-se a utilizagdo de amlodipina, que pode ter
beneficios hemodinamicos, e ainda ajuda a reduzir a frequéncia da tosse que os animais possam

apresentar (Smith et al., 2016; Keene et al., 2019).

28

Universidade Lus6fona — Centro Universitario de Lisboa | Faculdade de Medicina Veterinaria



Em caso de fibrilhagdo atrial, alguns especialistas recomendam a administracdo de
digoxina (0,0025 — 0,005 mg/Kg PO q12h), assim como acontece no estadio C (Smith et al.,
2016; Keene et al., 2019).

Em animais com sinais clinicos de esfor¢o fisico e ascite provocados por hipertensio
pulmonar, recomenda-se sildenafil (1-2 mg/Kg PO g8h) (Brown et al., 2010; Keene et al.,
2019).

Assim como no estddio C, alguns especialistas recomendam iniciar antitissicos e
broncodilatadores para a tosse cronica, que esta muitas vezes presente em animais deste estadio

(Smith et al., 2016; Keene et al., 2019).

Relativamente ao tratamento dietético, devem ser tidas em conta as mesmas

recomendacodes descritas no estadio C (Keene et al., 2019).

A tabela 3 apresentada em baixo, comtempla um resumo das recomendacdes
terapéuticas, para cada estadio, desenvolvido pelo consensus do Colégio Americano De

Medicina Interna Veterinaria em 2019.

Tabela 3 - Tabela resumo do tratamento recomendado para cada estadio da Doenga Degenerativa Mixomatosa da Valvula

Mitral. CRI — Infusao continua,; IECAS - Inibidores da Enzima de Conversdo da i ina; mg il Kg PO — administragdo oral; IV — intravenoso; IM — intramuscular; q — a cada; h — hora; pg

micrograma. (Adaptado de Keene et al. (2019)).

Estadio A Nao ¢ recomendado nenhum tipo de tratamento.

Nao ¢ recomendado nenhum tipo de tratamento;
Estadio Bl = Repeticdo do exame ecocardiografico em 6 a 12
meses.

Pimobendan (0,25 - 0,3 mg/Kg PO q12h);

Metade do painel de especialistas recomenda
utilizacdo de IECAS;
Estadio B . )
A utilizagdo de espironolactona e betabloquadores
Estadio B2  por rotina ndo ¢ recomendada;
Alguns especialistas utilizam amlodipina em casos
especificos;

Alguns especialistas recomendam a utilizagdo de

antit(ssicos.
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Estadio C

Tratamento

Hospitalar

Furosemida (2 mg/kg IV ou IM) de hora a hora, até
melhoria dos sinais respiratdrios, ou até se atingir 8
mg/kg em quatro horas;

Pimobendan (0,25 - 0,3 mg/kg PO q12h);

CRI de dobutamina (2,5 a 10 pg/Kg/minuto);

IECAs (0,5 mg/kg PO q12h);

Caso seja necessario sedacdo, usar butorfanol (0,2 -
0,25 mg/kg IM ou 1V);

Acesso livre a agua;

Oxigenoterapia, quando necessario;

Colocar o animal em decubito external, com a cabeca
elevada com almofadas;

Toracocentese e/ou abdominocentese, para ajudar a
diminuir efusdes;

Monitorizagdo do ritmo cardiaco, recorrendo a um

eletrocardiograma.

Tratamento

Cronico

Furosemida (2 mg/Kg PO q12h) ou torasemida (0,1 —
0,3 mg/Kg PO q24h ou aproximadamente 5 a 10 % da
dose de furosemida);

Enalapril ou benazepril (0,5 mg/Kg PO q12h);
Espironolactona (2 mg/Kg PO q12/24h);
Pimobendan (0,25 - 0,3 PO q12h);

Recomenda-se a realizagdo de analises sanguineas, 3
a 14 dias apds o inicio do tratamento;

Medi¢ao da frequéncia respiratoria em repouso;

Se houver fibrilhagdo atrial, administrar diltiazem e
digoxina (0,0025 — 0,005 mg/Kg PO q12h);

Pode ser necessario a utilizagdo de antitissicos ou

broncodilatadores.

Estadio D

Tratamento

Hospitalar

Em pacientes dispneicos pode ser administrado mais
furosemida, comecando com bolus de 2 mg/kg 1V,
seguido de mais doses de bolus, ou uma infusdo

continua de 0,66 a 1 mg/kg/h;
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Doentes nao responsivos a furosemida devem passar
para torasemida;

Redugdo da pos-carga recorrendo a amlodipina (0,05
- 0,1 mg/kg até efeito desejado PO), ou uma infusdo
continua de dobutamina, comeg¢ando com 1
pg/kg/minuto, e aumentando a cada 15 a 30 minutos
num maximo de 10 a 15 pg/kg/minuto;

A dose de pimobendam pode ser aumentada (0,3
mg/kg PO q8h);

Recomenda-se sildenafil (2 mg/kg PO q8h) para
hipertensao pulmonar;

Abdominocenteses e/ou toracocenteses sempre que
necessario;

Oxigenoterapia;

Broncodilatarores podem ser necessarios;

Medi¢ao da concentragdo de creatinina sérica;

Acesso livre a agua.

A dose de furosemida/torasemida deve aumentar
progressivamente, até ao necessario para diminuir a
acumulac¢ao de liquido;
Recomenda-se a administragdo de espironolactona;
Recomenda-se o aumento da dose de pimobendan

Tratamento
para 0,3 mg/kg q8h;

Cronico .

Para redug@o da pos carga usar amlodipina;
Em caso de fibrilhacdo atrial, recomenda-se a
administracdo de digoxina (0,0025 - 0,005 mg/kg PO
ql2h);

Iniciar antitussicos e broncodilatadores se necessario.

2. MicroRNA

Nos humanos, apenas 1 a 2% do genoma codifica proteinas, a restante e maior parte da

origem ao acido ribonucleico (RNA) ndo codificante, do qual faz parte o microRNA (miRNA)

31

Universidade Lus6fona — Centro Universitario de Lisboa | Faculdade de Medicina Veterinaria



(Condorelli et al., 2014; Siddeek et al., 2018). Estima-se que mais de 60% dos genes
codificadores de proteinas sejam regulados por miRNAs em humanos, no entanto, até a data,

apenas 453 foram identificados em caes (Li et al., 2015; Jung & Bohan, 2018).

Os miRNAs sdo pequenos RNA reguladores ndo codificantes, constituidos por 19 a 24
nucledtidos, que se ligam ao RNA inibindo ou regulando a sua expressao (Maegdefessel, 2014;
Li et al.,, 2015; Beg et al., 2017; Jung & Bohan, 2018; Siddeek et al., 2018; Ro et al., 2021).
Foram descobertos em 1993, e nessa altura, pensava-se que s6 tinham uma fung¢do relevante
noutras espécies que ndo em mamiferos (Pillai, 2005; Van Rooij, 2011). Nesse projeto foi
descrito o primeiro miRNA, o /in-4 que controlava o desenvolvimento do nematode C. elegans
(Azevedo & E. Sunkel, 2012). A descoberta destes miRNAs mudou a perce¢do que se tinha do

desenvolvimento de doengas, especialmente das doencgas cardiovasculares (Fiedler et al., 2018).

Existem varias vias de formac¢ao dos miRNA maduros, no entanto, a mais conhecida ¢é
a que estd dependente da Drosha (Azevedo & E. Sunkel, 2012). A formag¢dao dos miRNA
comeca com a transcri¢do de uma sequéncia de acido desoxirribonucleico (DNA), que por a¢ao
da RNA polimerase II forma um transcrito primario: pri-miRNA; por sua vez, o pri-miRNA
passa por um processo de clivagem composto por dois principais componentes, a Drosha (uma
endorribonuclease) e a DGCR8/Pasha (uma proteina de dupla cadeia de ligagcdo a RNA), dando
origem ao pre-miRNA. Seguidamente, o pre-miRNA passa para o citoplasma através da
exportina-5, onde ¢ clivado pela Dicer (uma endorribonuclease), transformando-se por fim em

miRNA maduro (Azevedo & E. Sunkel, 2012; Siddeek et al., 2018).

Como mencionado anteriormente, os miRNA vao inibir ou regular a expressdo do RNA,
e isto acontece através de um mecanismo chamado silenciamento pos-transcricional (Azevedo
& E. Sunkel, 2012). Estes vao causar a degradagdo ou reprimir a tradu¢cdo dos mRNA, podendo
somente um miRNA afetar varios mRNA (Azevedo & E. Sunkel, 2012). Este processo acontece
quando hd associacdo de uma cadeia de miRNA com uma proteina da familia argonauta,
formando o complexo enzimatico ao qual se d4 o nome de complexo indutor do silenciamento
do RNA (RISC) (Azevedo & E. Sunkel, 2012). Ap6s a formagao do complexo, o miRNA vai
emparelhar com a sequencia complementar no mRNA alvo, provocando assim a degradacao

desse mesmo mRNA, ou inibindo a sua tradugdo (Azevedo & E. Sunkel, 2012).

Ainda que a maior parte do miRNA se encontre no interior do citoplasma, este pode sair
das células, podendo ser encontrado no sangue, plasma, urina e na saliva (Min & Chan, 2015;

Sanchis-Gomar et al., 2021). O miRNA pode sair das células ativamente, através de exossomas,
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ou de forma passiva quando os tecidos sofrem danos, quando ha morte celular ou durante
processos inflamatorios (Beg et al., 2017; Dlouha et al., 2021). Contrariamente aos miRNAs
que circulam livremente, os miRNAs que se encontram em exossomas sdo normalmente

libertados para atuarem num 6rgdo especifico (Beg et al., 2017).

Em estudos recentes, os miRNAs em circulagdo extracelular t€ém sido descritos como
muito estaveis, e por isso podem ser considerados potenciais biomarcadores sanguineos de
doengas, incluindo as doengas cardiacas (Li et al., 2015; Min & Chan, 2015; Beg et al., 2017;
Jung & Bohan, 2018; Siddeek et al., 2018; Dlouha et al., 2021). Estes conseguem suplantar
condi¢des extremas como: ebuli¢do, meios com pH 4cido ou bdsico, armazenamento a
temperatura ambiente por longos periodos de tempo e varios ciclos de
congelagdo/descongelagdo (Min & Chan, 2015; Reis-Ferreira et al., 2022). A sua resisténcia
deve-se ao facto de se ligarem a moléculas, (por vezes, proteinas) que lhes concedem prote¢ao

contra fatores de degradacdo (Min & Chan, 2015; Reis-Ferreira et al., 2022).

Em humanos, muitos miRNAs t€ém como fun¢do o desenvolvimento e funcionamento
do coragcdo e dos vasos sanguineos, promovendo ou inibindo a proliferacio de células
sanguineas (Zidar et al., 2011; Min & Chan, 2015; Siddeek et al., 2018; Cakmak & Demir,
2020). Isto acontece, dado o facto de os miRNAs terem como func¢do regular a expressao
genética (Siddeek et al., 2018). O papel dos miRNAs no desenvolvimento do miocardio foi
primeiramente descrito em drosoéfilas, nas quais foi identificado o miR-1, agora conhecido

como um dos miRNA mais expressados pela musculatura cardiaca (Condorelli et al., 2014).

Outros estudos mostram que os miRNA estdo envolvidos ndo sé no desenvolvimento
cardiaco, como também tém um papel crucial na fisiopatologia das doengas cardiovasculares
(Zidar et al., 2011; Min & Chan, 2015; Arroyo et al., 2018; Siddeek et al., 2018; Ro et al.,
2021). Em 2006 foi publicado o primeiro estudo que correlacionava a alteragcao da concentragao

de miRNAs com a remodelagdo cardiaca em ratos e em humanos (Van Rooij, 2011).

Até a data, varios estudos mostram que caes com DDMVM apresentam uma alteragao
da concentragdo dos miRNAs circulantes no sangue (Ro et al., 2021). O mesmo nao se verifica
em animais com cardiomiopatia dilatada (Ro et al., 2021). No entanto, s6 existe um estudo que
relaciona miRNAs com a cardiomiopatia dilata em caes, e a auséncia de significancia estatistica

pode dever-se ao numero reduzido da amostra (apenas oito animais) (Steudemann et al., 2013).

As alteragcdes que ocorrem na expressdo dos genes e dos miRNAs em animais em

estadios avancados da doenga s@o a chave para melhor se compreender a patogenia da DDMVM
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(O’Brien et al., 2021). Até ao momento, varios genes ¢ miRNAs tém sido identificados com
expressoes diferentes em animais saudaveis e animais com DDMVM (O’Brien et al., 2021).
Também tém sido identificadas alteragdes nas concentragdes de miRNAs nos musculos do atrio
e do ventriculo antes e depois do animal desenvolver ICC, como por exemplo, o aumento da
concentragdo do miR-21 e do miR-146b (Yang et al., 2017). Segundo o estudo realizado por
Yang et al. (2017), a desregulacdo de dois miRNAs especificos, 0 miR-9 e o miR-599 precede
a insuficiéncia cardiaca. Segundo Yang et al. (2017), alguns miRNAs vao diminuindo a sua
concentracdo com o avancar da idade, o que pode ter implicacdes no desenvolvimento da
DDMVM, uma vez que esta ¢ uma doenca cuja prevaléncia aumenta com o aumento da idade

dos animais.

Para além do seu importante papel no desenvolvimento cardiaco e na fisiopatologia das
doencas cardiovasculares, como descrito anteriormente, os miRNA podem ainda ser
importantes agentes terapéuticos, podendo afetar varios genes ao mesmo tempo (Siddeek et al.,
2018; Cakmak & Demir, 2020). A sua utilizagdo no tratamento pode acontecer de duas formas:
administrando miRNAs por forma a diminuir a expressdo de outros miRNAs; administrando
miRNAs exdgenos para aumentar a expressao de miRNAs cuja concentragao esta diminuida
(Condorelli et al., 2014; Cakmak & Demir, 2020). Investigar o potencial terapéutico dos
miRNA ¢ extremamente importante na DDMVM, dada a elevada taxa de mortalidade que a
doenca apresenta em animais idosos ¢ em animais que desenvolveram ICC com a terapéutica

convencional (Yang et al., 2017).

2.5. MiR-146a

Em humanos, a familia do miR-146 pertencem dois genes, o miR-146a e o miR-146b,
que estdo localizados em cromossomas diferentes, € na maioria dos casos regulam processos
diferentes (Paterson & Kriegel, 2017). No entanto, estes tém sequéncias praticamente iguais, €

por isso, pensa-se que tenham os mesmos genes alvo (Paterson & Kriegel, 2017).

Os pri-miRNA sdo transcritos de 2 genes, o MIR146A e o MIR146B, sendo que em
humanos, o 146a esta localizado no MIR3142HG, que por sua vez se localiza no cromossoma
5q33.3 (Paterson & Kriegel, 2017). A forma madura dos miR-146 a/b mantém-se constante
entre as diferentes espécies (Paterson & Kriegel, 2017). Ainda que seja possivel encontrar o
miR-146a em varias células cardiacas, este parece ser mais frequente nas células endoteliais,
sendo que varios estudos sugerem que pode ser transmitido entre células através de exossomas
(Demkes & van Rooij, 2017).
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Em animais, o miR-146 foi descrito pela primeira vez em 2002, no tecido cardiaco de
ratos; em humanos s6 foi descrito quatro anos depois, tendo sido possivel descrever pela
primeira vez a sua localizagdo gendmica (Paterson & Kriegel, 2017). Nesta altura, a familia
miR-146 foi identificada como um regulador da resposta imunitaria e inflamatoria controlada

pelos recetores do tipo Toll (Wang et al., 2012; Arroyo et al., 2018).

A maioria da literatura escrita sobre os miR-146 estd centrada no papel destes na
regulacdo do sistema imunitario e na resposta inflamatoria, no entanto, comec¢a a haver cada
vez mais artigos que demonstram o papel do miR-146 na doenga cardiovascular e renal

(Paterson & Kriegel, 2017).

Um dos primeiros estudos que relacionavam o miR-146 e patologias cardiacas descrevia
o aumento de ambos os miR-146 a e b em doentes com doenga arterial coronaria (Paterson &
Kriegel, 2017). Uma meta-analise realizada em humanos sugere que o polimorfismo no miR-

146a esta associado ao risco de desenvolvimento de doencgas coronarias (Siddeek et al., 2018).

Alguns estudos demonstram que parece haver uma relagdo direta entre o enfarte do
miocardio e a expressdo do miR-146a, havendo um aumento deste miRNA no tecido cardiaco
de doentes autopsiados com enfarte do miocardio (Paterson & Kriegel, 2017). No entanto, ndo
se sabe 0 mecanismo que leva ao seu aumento, nem se o facto do miRNA estar aumentado tem
como proposito proteger o coragdo ou se ¢ prejudicial para o mesmo (Paterson & Kriegel,
2017). Existem, porém, estudos que comprovam que a resposta inflamatéria e imunitaria
mediada pelos recetores tipo Toll, controlados pelos miR-146, tém um papel ativo no
mecanismo fisiopatologico da lesdo de isquemia/reperfusdo do miocardio (Wang et al., 2012).
Segundo Wang et al. (2012) e Ntelios et al. (2021), o aumento do miR-146a exerce um papel
de prote¢do do miocardio, reduzindo significativamente a drea de enfarte e melhorando a fungao
cardiaca apds lesdo de isquemia/reperfusdo. Parece ainda haver um aumento crénico do miR-
146a no tecido cardiaco de doentes com hipoxia cronica, o que sugere novamente que este

miRNA pode ter um papel cardioprotetor (Paterson & Kriegel, 2017).

Outros estudos examinam o potencial da utilizagdo da concentragdo sérica do miR-146a
como biomarcador preditivo da remodelacdo do ventriculo esquerdo, como consequéncia de
enfarte do miocardio (Paterson & Kriegel, 2017; He et al., 2019). Estes estudos provam que ha
um aumento da concentracdo do miR-146a em circulagdo em doentes com sinais de
remodelagdo do ventriculo esquerdo, comparativamente com doentes sem remodelacdo,

mostrando que o miR-146a podera constituir um fator preditivo independente de remodelagao
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do ventriculo esquerdo (Paterson & Kriegel, 2017; He et al., 2019). Segundo Demkes e van
Rooij (2017), o miR-146a regula a expressao da dihidrolipoamida succinil transferase (DLST),
uma proteina mitocondrial tendo por isso um efeito no metabolismo de energia dos
cardiomidcitos, o que afeta a hipertrofia e a disfun¢do na insuficiéncia cardiaca. Os resultados
de He et al. (2019) e de Ntelios et al. (2021), demonstram que o miR-146a induz a remodelagao

cardiaca e que a sua inibicdo atenua a mesma remodela¢do em ratos com insuficiéncia cardiaca.

Segundo Wang et al. (2012) e Paterson e Kriegel (2017), o aumento do miR-146a inibe
o fator nuclear kappa B (NF-kB) de mediar a expressao de citoquinas inflamatdrias e infiltrados
de células pré-inflamatorias dentro do miocérdio. Sendo que o NF-kB parece ter um papel na
patologia da hipertrofia e insuficiéncia cardiaca, suspeita-se que exista entdo uma relagdo

importante entre o miR-146a e a insuficiéncia cardiaca (Paterson & Kriegel, 2017).

3. Objetivos

A DDMVM ¢ a doenga cardiovascular adquirida mais comum em caes. Ainda que o seu

diagnodstico seja possivel com base em exames ecocardiograficos e radiograficos, os
biomarcadores podem ser uma ajuda preciosa em situa¢des onde 0s exames convencionais nao

sdo suficientes ou ndo estdo disponiveis.

Os miRNA, nomeadamente o miR-146a, sdo muito estaveis em circulagao extracelular,
sendo facil a sua andlise através de amostras de sangue, o que os torna particularmente
interessantes como biomarcadores sanguineos. O miR-146a foi identificado com concentra¢des
alteradas em vérias patologias cardiovasculares, inclusive parece aumentar a sua concentragao

sérica aquando da remodelagdo ventricular em doentes humanos com enfarte do miocérdio.

Assim, o presente trabalho tem como objetivo apresentar um delineamento experimental
que permita a implementacdo de um projeto de investigagdo, com o proposito de identificar se
existem alteracdes na concentracdo sérica deste miRNA em cdes com DDMVM nos seus
diferentes estadios, comparativamente com um grupo de controlo e relacionando o possivel

aumento do miR-146a com a remodelacdo do ventriculo esquerdo.
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Parte 3 — MiR-146a Como Potencial Biomarcador na Doenca Degenerativa Mixomatosa

da Valvula Mitral do Cao — Delineamento Experimental
1. Materiais e Métodos

Este estudo dividiu-se em duas fases. Na primeira fase, foi feito um estudo preliminar,
desenvolvido entre novembro de 2020 e abril de 2021, onde foi possivel identificar pela
primeira vez o aumento do miR-146a em caes com DDMVM. Na segunda fase, as amostras
foram colhidas entre dezembro de 2021 e maio de 2022, ndo tendo sido possivel, até a data,

realizar a técnica de extracao de RNA e, consequentemente, aferir relativamente ao miR-146a.

Esta dissertacdo foca o trabalho realizado durante a segunda fase do projeto, onde foi
possivel o desenvolvimento de um delineamento experimental para a extragdo e medi¢ao da

concentracdo de miRNA, neste caso o miR-146a, através de amostras de sangue.

Para a realiza¢do deste projeto, foram feitos exames ecocardiograficos e recolhidas
amostras de sangue dos mesmos animais. O trabalho foi realizado no Hospital Veterindrio do
Porto, sendo que as amostras foram congeladas em azoto liquido e armazenadas no
Departamento de Fisiologia e Cirurgia Cardiotoracica da Faculdade de Medicina da
Universidade do Porto (FMUP) até a sua andlise. A cada amostra foi atribuido um niimero e foi

preenchida uma tabela no programa Microsoft Excel® com informacdes relativas ao animal.

1.1. Recrutamento da amostra do estudo

1.1.1. Critérios de inclusao

Foram incluidos no estudo todos os animais que vieram a consulta de cardiologia no
HVP, tendo sido selecionados por apresentarem alteragdes na valvula mitral visiveis no exame
ecocardiografico e compativeis com DDMVM em qualquer um dos seus estadios, previamente

diagnosticada ou ndo.

Para serem incluidos, os animais teriam de ser caes em idade adulta (mais de dois anos

de idade), sem doencas concomitantes ou doentes cronicos diagnosticados e estaveis.
1.1.2. Ciritérios de exclusdo
Foram excluidos do estudo todos os animais que tivessem neoplasias diagnosticadas,

patologias em tratamento nao estaveis, animais com defeitos cardiacos congénitos e/ou sujeitos

a cirurgias cardiacas prévias.
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1.1.3. Consentimento informado

Para participarem no estudo, os tutores dos animais leram e assinaram um
consentimento informado (Anexo A) declarando que consentiam que os dados dos seus animais
fossem recolhidos e utilizados numa base de dados informatica para posterior tratamento
estatistico. Os tutores confiaram os seus animais voluntariamente sem que lhes fosse cobrado
qualquer valor adicional ao da respetiva consulta de cardiologia e ecocardiografia. Foram ainda
informados de que a sua participagdo no estudo poderia ser interrompida, por sua vontade, em

qualquer momento sem nenhum prejuizo.

Adicionalmente ao consentimento informado, foi pedido aos tutores que respondessem
a um breve questionario relativamente aos seus animais com as seguintes questdes: motivo da
consulta; data de diagnostico da patologia cardiaca; medicagdes atuais; ultima vacinagao;
ultima desparasitag@o interna e externa; contacto com outros animais; contacto com animais
doentes; tipologia de habitacao; habitos de vida; tipologia de alimentagdo; destino de viagens e

a sua frequéncia (Anexo B).

1.1.4. Grupo de Controlo

Para o grupo de controlo, foram selecionados animais que se apresentassem na consulta
de cardiologia para a realizacdo de ecocardiografia, mas que ndo tivessem evidéncias
ecocardiograficas de alteragdes na valvula mitral, nomeadamente DDMVM, ou outras
patologias cardiacas. Para que a sua inclus@o no estudo fosse valida, os animais escolhidos
estavam em conformidade com os critérios de inclusdo do estudo, e os seus tutores tiveram de

assinar e responder as questdes do consentimento informado.

1.2. Amostras, processamento e armazenamento

Para a realizagdo do estudo foram feitas colheitas de sangue a todos os animais
incluidos. As colheitas de sangue foram feitas a partir das veias jugulares, com agulhas de 25

ou 23 gauge (G) e seringas de 5 mililitros (mL).

Foram feitas recolhas de 5 mL por animal dos quais 0,5 mL foram colocados num tubo
de heparina para a realizacdo de analises bioquimicas, como a ureia e creatinina. Este tubo foi
centrifugado na centrifugadora angular digital 2615/1 Nahita® Blue, a 3500 rotagdes por
minuto durante cinco minutos e em seguida foi colocado na maquina de anélises bioquimicas,

DRI-CHEM NX500i da Fujifilm®, com as disquetes de ureia e creatinina. Outros 0,5 mL foram

38

Universidade Lus6fona — Centro Universitario de Lisboa | Faculdade de Medicina Veterinaria



recolhidos para um tubo de 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para a realizacdo de um

hemograma, na maquina de hemograma BC-5000 Vet da Mindray®.

Dos restantes quatro mL de sangue foram colocados um mL em quatro tubos de EDTA
diferentes que foram centrifugados na mesma centrifugadora a 3500 rotagdes por minuto,
durante cinco minutos a temperatura ambiente. Apds a centrifugacao foi recolhido 0,25 mL do

plasma.

Os 0,25 mL por tubo foram armazenados em 4 microtubos eppendorf criogénicos
estéreis de 2mL de capacidade da ClearLine®, ja previamente identificados com a sigla
MIRVET, seguida do respetivo nimero da amostra. Os tubos foram identificados com uma
caneta de acetato e cobertos com fita-cola. Em seguida foram colocados em pequenos
contentores cheios de azoto liquido fornecidos pelo Departamento de Fisiologia e Cirurgia
Cardiotoracica da FMUP. Estes contentores eram recolhidos de manha no departamento e
voltavam a ser devolvidos ao departamento ao final do dia. Os microtubos eppendorf
criogénicos foram posteriormente armazenados no Departamento de Fisiologia e Cirurgia

Cardiotoracica da FMUP até a sua analise.

Por fim, 0,5 mL de plasma foram recolhidos e colocados em microtubos eppendorf

igualmente identificados, mas armazenados no congelador do HVP a -20 graus Celsius (°C).

1.3. Exame ecocardiografico

Todos os animais incluidos neste projeto foram sujeitos a um exame ecocardiografico
completo no Hospital Veterinario do Porto realizado pela Doutora Ana Reis ou pelo Professor

Doutor Luis Lobo. O ecdgrafo utilizado foi o MyLabX8 VET da Esaote® com a sonda P 2-9

de frequéncia variavel também da marca Esaote® em todos os exames efetuados.

Antes da realizagdo do exame, todos os animais fizeram tricotomia da regido toracica
em ambos os lados, desde o quarto espago intercostal até ao sexto espago intercostal (Boon,
2011). A éarea de tricotomia deve ser estendida desde a jun¢do costocondral até ao externo
(Boon, 2011). Para melhorar a transmissao dos ultrassons, foi aplicado alcool e gel na zona do

exame (Boon, 2011).

Os exames foram realizados numa mesa de ecocardiografia veterinaria, e os animais
foram colocados primeiro em decubito lateral direito, com a zona da tricotomia posicionada

sob a seccdo recortada da mesa (Boon, 2011). A contencdo dos animais foi realizada por
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enfermeiros e auxiliares veterindrios, que se posicionaram atrds do paciente, colocando os

bragos por cima das ancas e do pescoco, agarrando nos membros (Boon, 2011).

As imagens foram obtidas colocando a sonda por baixo da mesa em contacto com a zona
exposta, de forma a obter melhores imagens e minimizando interferéncias, uma vez que o

coragdo tomba para o lado do decubito em dire¢do a parede toracica (Boon, 2011).

Os exames ecocardiograficos foram realizados nos modos M, Doopler e Bidimensional,
tendo sido realizados varios cortes sequenciais e varias medi¢des finalizando com a redagdo de

um relatorio de ecocardiografia.

1.3.1. Calculos e medicoes

O diagnéstico da DDMVM foi feito com base no exame clinico e nos critérios
ecocardiograficos descritos em seguida. Todas as ecocardiografias foram realizadas com a
mesma técnica, o que ¢ importante para que as mesmas imagens sejam obtidas com a mesma

sequéncia nos diferentes animais (Smith et al., 2016).

Os exames foram iniciados na vista paraesternal direita em modo bidimensional com o
objetivo de avaliar o espessamento e/ou prolapso da valvula mitral (Baron Toaldo et al., 2016).
De seguida, numa projecdo de eixo curto ao nivel da valvula aodrtica no inicio da didstole
procedeu-se a medi¢do do diametro do atrio esquerdo e da aorta (Baron Toaldo et al., 2016;
Smith et al., 2016). Com as medi¢des do diametro foi calculado o racio atrio esquerdo/aorta.
Ainda na projecdo de eixo curto, ao nivel dos musculos papilares ¢ em modo-M fez-se a
medi¢do do didmetro do ventriculo esquerdo em diastole, medido no inicio do complexo QRS
e com este valor procedeu-se ao célculo do LVIDDN com a féormula demonstrada em baixo

(Baron Toaldo et al., 2016; Smith et al., 2016).

Diamentro do ventriculo esquerdo em diastole (cm)
LVIDDN =

Peso corporal (Kg)%2%4

Em seguida, no acesso paraesternal esquerdo, na vista de quatro camaras, utilizando o
Doppler espectral, foram medidas as velocidades méximas de regurgitacao mitral e tricispide
e calculados os respetivos gradientes de pressao (Bodegard-Westling et al., 2017). Através da
velocidade de regurgitacdo tricuspide foi possivel estimar a pressdo sistdlica da artéria
pulmonar que nos indica se existe ou ndo hipertensdo pulmonar (Chiavegato et al., 2009;
Menciotti et al., 2021). A severidade da regurgitagdo mitral foi estimada através do racio area

do jato de regurgitacdo/area do atrio esquerdo e considerada ligeira quando racio < 30%,
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moderada quando o radio esta entre 30-50% e severa quando o racio ¢ > 50% (Bodegard-

Westling et al., 2017).

Com todos estes calculos e medigdes foi possivel atribuir um estadio de doencga a cada
animal de acordo com o estadiamento definido pelo consensus do Colégio Americano de

Medicina Interna Veterinéria (Keene et al., 2019).

1.4. Técnica de extracio de RNA

Como ja foi referido anteriormente, até ao momento da realizacdo desta dissertagdo nao
foi possivel executar a técnica de extracdo de RNA e respetiva andlise laboratorial as amostras
recolhidas durante a segunda fase do estudo. No entanto, para esta etapa recomenda-se a
utilizagdo do Kit miRNeasy Serum/Plasma da Qiagen® seguindo o protocolo disponibilizado
pelo fabricante (Yang et al., 2017). Este Kit foi identificado por varios estudos como o mais
eficiente do mercado, conseguindo uma melhor qualidade e maior quantidade de miRNA

mesmo com quantidades reduzidas de plasma (Wong et al., 2009; Sriram et al., 2021).

1.5. Analise estatistica

Procedeu-se a um estudo exploratdrio, transversal, descritivo e correlacional. Em termos
de dados descritivos calcularam-se valores médios e respetivos desvios padrao. Em termos da
analise correlacional, por forma a provar eventuais diferengas entre grupos em estudo, foram
aplicados testes ANOVA e testes post-hoc de Bonferroni, para os casos em que existem

variancias homogéneas, e testes post-hoc Dunnett T3 para os restantes casos.

A opgao recaiu sobre testes paramétricos, apos os resultados dos testes Shapiro-Wilk e
observancia visual dos graficos de distribuicdo, demonstrarem que as distribuigdes eram

normais (Ghasemi & Zahediasl, 2012).

Para efetuar as varias analises estatisticas foi utilizado o software IBM SPSS na sua

versao 28®.
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2. Resultados

2.1. Descri¢cao da amostra

Como explanado nos materiais e métodos, o projeto dividiu-se em duas fases. A
primeira fase contou com o envolvimento de 24 cdes. Na segunda fase também estiveram
envolvidos 24 caes, sendo que um dos animais teve de ser excluido por ndo cumprir com os
critérios de inclusdo definidos para o estudo. A amostra total incluida neste projeto foi de 47
animais (n = 47) divididos em quatro grupos: um grupo de controlo composto por 8 animais;
estadio B1 por 23 animais; estadio B2 por 7 animais; estddio C por 9 animais. Relativamente
ao sexo dos animais, 19 eram machos (5 machos castrados e 14 machos inteiros) e 28 eram

fémeas (19 esterilizadas e 9 inteiras).

A média de idades da amostra foi de 11 (4 - 17) anos, e a média de pesos da amostra foi
de 13,46 (2 - 38) kg. No que diz respeito as idades observadas nos quatro grupos, apresentam-

se os dados no Grafico e Tabela 4.

17.5

15.0

Idade

10.0

o
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Control DDVM B1 DDVM B2 DDVM C
Grupo
Grdafico 4 - Diagramas de caixa - Idades observadas por grupos de acordo com o estadio, apresentando o valor minimo,
maximo e a mediana. Os simbolos com numero apresentados abaixo e/ou acima dos diagramas de caixa representam os

outliers e os seus respetivos numeros Sequenciais. ppyM - Doeca Degenerativa da Viidila Mitral,

42

Universidade Lus6fona — Centro Universitario de Lisboa | Faculdade de Medicina Veterinaria



Tabela 4 - Estatistica descritiva por idade e por estadio. » - Nimero de caes; M - idade média; DP - desvio padriio; DDMVM — Doenca Degenerativa Mizomatosa da Vibvula

Mitral.

n M DP
Controlo 8 8.13 3.563
DDMVM B1 23 11.65 2.886
DDMVM B2 7 13.14 3.625
DDMVM C 9 9.56 1.740
Total 47 10.87 3.301

Como se pode observar no Grafico 4 e na Tabela 4, as idades médias por estadio sdo
crescentes, com exce¢do dos cdes que se encontram no estadio C, em que a idade média mostra

um valor relativamente baixo.

Conforme apresentado no subcapitulo “Analise estatistica”, foi efetuado o teste
ANOVA para verificar a existéncia de diferengas estatisticamente significativas entre idades

dos grupos, sendo que o valor de teste evidenciou a existéncia dessas diferencas (p=.006).

Como igualmente apresentado no subcapitulo acima identificado, procedeu-se a testes
post-hoc, para encontrar os pares onde essas diferengas estatisticamente significativas se
verificavam, sendo que no caso da idade foi aplicado o teste Bonferroni, uma vez que se
verificou homogeneidade das variancias. Os resultados dos testes Bonferroni sao apresentados

na Tabela 5.

Tabela 5 - Resultados dos testes de Bonferroni - Idade vs Estadio. p- vaior teste para significancia estatistica; DDMVM - Doenca Degenerativa Mixomatosa da Vilvula

Mitral.

(I) Grupo (J) Grupo p

Controlo DDMVM Bl .034
DDMVM B2 .012
DDMVM C 1.000

DDMVM Bl1 Controlo .034
DDMVM B2 1.000

DDMVM C 468

DDMVM B2 Controlo .012
DDMVM B1 1.000

DDMVM C 122

DDMVM C Controlo 1.000
DDMVM B1 468

DDMVM B2 122
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Quanto aos pesos por grupo, apresentam-se os resultados no Grafico 5 e na Tabela 6.
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Grdafico 5 - Diagramas de caixa - Pesos observados por grupo de acordo com o estadio, apresentando o valor minimo,

maximo e a mediana. ppvm - Doenca Degenerativa da Vilwla Mitral.

Tabela 6 - Estatistica descritiva por peso e por estddio. u - Nimero de animais; M - Peso médio; DP - Desvio padrio; DDMVM ~ Doenga Degenerativa Mivomatosa da Viilvula

Mitral.

n M DP
Controlo 8 12.82 10.042
DDMVM B1 23 13.86 10.653
DDMVM B2 7 11.04  6.604
DDMVM C 9 14.89 10.990
Total 47 13.46  9.887

Nao se observam grandes diferencas entre os varios estadios, sendo que o teste ANOVA
provou ndo existirem diferencas estatisticamente significativas no que diz respeito ao peso por

estadio (p=.05).

Relativamente as racas dos animais incluidos na amostra, a maioria eram caes sem raca
definida (n = 24), 6 animais eram da raca Yorkshire Terrier, 2 eram da raga Pincher Miniatura,
2 Pastor Alemao e 2 da raca Caniche miniatura. Todas as restantes ragas enumeradas em seguida
tinham apenas um elemento: Pug, Bull Terrier, Cavalier King Charles, Galgo Inglés, Schnauzer,

Chihuahua, Shih-tzu, Doberman Pincher, Bulldog Inglés, Cocker Spaniel e Serra da Estrela.
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2.2. Ecocardiografia

De seguida apresentaremos os dados relativamente as varias ecocardiografias realizadas
nos caes da amostra, comecgando pelo racio entre o atrio esquerdo e a aorta (AE/Ao). No Grafico

6 e Tabela 7, sdo apresentados os resultados.
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Grdafico 6 - Diagramas de caixa - Valores do Racio AE/Ao observados por grupo de acordo com o estadio, apresentando o
valor minimo, maximo e a mediana. Os simbolos com numero apresentados abaixo e/ou acima dos diagramas de caixa,

representam os outliers e os seus respetivos NUMeros SeqUenciais. Ecocardio_AE/Ao - Ricio dtrio esquerdo/aorta; DDVM — Doenga Degenerativa da Vilvula Mitral,

Tabela 7 - Estatistica descritiva por resultados do racio AE/Ao por estddio. n- Nimero de cies: M - Valor médio; DP - Desvio padrio; DDMVM ~ Doenga

Degenerativa Mixomatosa da Vdalvula Mitral.

n M DP
Controlo 8 1.32 .098
DDMVM Bl 23 1.40 .149
DDMVM B2 7 1.75 .205
DDMVM C 9 2.20 227
Total 47 1.59 .366

Observa-se um aumento do valor médio do racio AE/Ao, conforme o agravamento do
estadio, sendo que estas diferencas sdo estatisticamente significativas entre o grupo de Controlo
e os estadios B2 e C (p<.001) e entre os varios estadios, B1, B2 e C (p<.001), conforme pode

ser observado na Tabela 8.
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Tabela 8 - Resultados dos testes de Bonferroni - Valores racio AE/Ao vs Estadio. p- vaor teste para significncia estatistica: DDMVM ~ Doenca Degenerativa

Mixomatosa da Valvula Mitral.

(I) Grupo (J) Grupo p
Controlo DDMVM Bl 1.000
DDMVM B2 <.001
DDMVM C <.001
DDMVM Bl1 Controlo 1.000
DDMVM B2 <.001
DDMVM C <.001
DDMVM B2 Controlo <.001
DDMVM Bl <.001
DDMVM C <.001
DDMVM C Controlo <.001
DDMVM Bl <.001
DDMVM B2 <.001

A segunda medi¢do da qual apresentamos resultados, observaveis no Grafico 7 e
Tabela 9, compara o didmetro interno do ventriculo esquerdo em diastole normalizado para o
peso corporal (LVIDAN).

2.5

2.0 _

1.5

Ecocardio_LVIDdN

1.0

Control DDVM B1 DDVM B2 DDVM C
Grupo

Grafico 7 - Diagramas de caixa — Valores do calculo do LVIDAN observados por grupo de acordo com o estadio,
apresentando o valor minimo, maximo e a mediana. Os simbolos com numero apresentados abaixo e/ou acima dos

diagramas de caixa, representam os outliers e os seus respetivos numeros SequenCiais. Ecocardio LVIDAN - Digmetro intemo do ventriculo esquerdo

em didstole normalizado para o peso corporal; DDVM — Doenga Degenerativa da Vélvula Mitral.
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Mixomatosa da Valvula Mitral.

n M DP

Controlo 8 1.38 201
DDMVM B1 23 1.46 282
DDMVM B2 7 1.94 282
DDMVM C 9 2.26 195
Total 47 1.67 420

oro de animais; M — Média; DP — Desvio padrdo; DDMVM — Doenga Degenerativa

Tabela 9 - Estatistica descritiva por resultados do LVIDAN por estidio. u- nimero

Demonstram os dados apresentados no Grafico 7 e na Tabela 9 que os valores médios

aumentam de acordo com o estddio. Para efetuar a prova se essas diferencas eram ou nao

estatisticamente significativas, procedeu-se aos testes post-hoc de Bonferroni, sendo os

resultados destes testes apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Resultados dos testes de Bonferroni — Valores LVIDAN vs Estadio. p - valor teste para significancia estatistica: DDMVM ~ Doenga Degenerativa

Mixomatosa da Valvula Mitral.

(I) Grupo (J) Grupo p
Controlo DDMVM Bl 1.000
DDMVM B2 <.001
DDMVM C <.001
DDMVM Bl1 Controlo 1.000
DDMVM B2 <.001
DDMVM C <.001
DDMVM B2 Controlo <.001
DDMVM B1 <.001
DDMVM C 118
DDMVM C Controlo <.001
DDMVM B1 <.001
DDMVM B2 118

De acordo com os dados apresentados na Tabela 10, verifica-se que existem diferencas

estatisticamente significativas para os valores médios do LVIDdAN entre o grupo de Controlo e

os estadios B2 e C e entre o estddio B1 e os estadios B2 e C, ndo se verificando diferencas

estatisticamente significativas entre os estadios B2 e C.
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Grafico 8 - Diagramas de caixa — Valores da MRV observados por grupo de acordo com o estadio, apresentando o valor
minimo, maximo e a mediana. Os simbolos com numero apresentados abaixo e/ou acima dos diagramas de caixa, representam

os outliers e 0s seus respetivos numeros Sequenciais. Ecocardio MRV - Velocidade Mixima de Regurgitagdo Mitral; DDVM — Doenga Degenerativa da Vilvula Mitral.

A velocidade méaxima de regurgitacdo mitral (MRYV) foi o teste que se seguiu. Os dados

descritivos apresentam-se no Grafico 8 e na Tabela 11.

Tabela 11 - Estatistica descritiva por resultados da MRV por estadio. n - Nimero de animais; M ~ Média; DP - Desvio padrio; DDMVM ~ Doenga Degenerativa

Mixomatosa da Valvula Mitral.

n M DP
DDMVM Bl 23 5.07 1.113
DDMVM B2 7 5.63 525
DDMVM C 9 5.09 278
Total 47 4.29 2.132

Nao obstante as diferencas observadas entre os grupos, em especial entre o grupo no
estadio B2 e os restantes dois grupos, as diferencas, de acordo com os resultados dos testes

ANOVA, estas diferencas ndo sdo estatisticamente significativas (p=.05).

No que diz respeito aos resultados do gradiente de pressdo da regurgitacdo mitral
(gradMR), os resultados sdo apresentados no Grafico 9 e na Tabela 12 notando-se, tal como nos
resultados da medi¢do da velocidade méxima de regurgitacdo mitral, diferencas entre o grupo
no estadio B2 e os restantes dois grupos, mas, tal como nesse caso, as diferencas de acordo com

os resultados dos testes ANOVA, também aqui ndo sdo estatisticamente significativas (p=.05).

48

Universidade Lus6fona — Centro Universitario de Lisboa | Faculdade de Medicina Veterinaria



200
16
[0}
150
o
% .
b
5 —
© 100
©
[=]
W
w
50
0
DDVM B1 DDVM B2 DDVM C
Grupo

Grdfico 9 - Diagramas de caixa — Valores do gradiente de pressdo da regurgitagdo mitral observados por grupo de acordo
com o estadio, apresentando o valor minimo, mdaximo e a mediana. Os simbolos com niimero apresentados abaixo e/ou acima

dos diagramas de caixa, representam os outliers e 0s seus respetivos numeros Sequenciais. Ecocardio_gradVR - Gradiente de presso da regurgitagio

mitral; DDVM — Doenga Degenerativa da Vilvula Mitral.

Tabela 12 -Estatistica descritiva por resultados do gradiente de pressdo da regurgitagdo mitral por estadio. »- Nimero de animais; M -

média; DP — Desvio padrdo; DDMVM — Doenga Degenerativa Mixomatosa da Vilvula Mitral.

n M DP
DDMVM Bl 23 107.47 44.282
DDMVM B2 7 127.59 22.730
DDMVM C 9 104.08 11.038
Total 47 91.52 53.282
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De seguida apresentam-se os resultados descritivos da velocidade maxima de

regurgitagdo tricispide (TRV), no Grafico 10 e na Tabela 13.

—

Ecocardio_TRV
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Grdfico 10 - Diagramas de caixa — Valores da TRV observados por grupo de acordo com o estadio, apresentando o valor
minimo, maximo e a mediana. Os simbolos com numero apresentados abaixo e/ou acima dos diagramas de caixa, representam

os outliers e 0s seus respetivos numeros Sequenciais. Ecocardio TRV - Velocidade maxima de regurgitagio tricispide; DDVM - Doenca Degenerativa da Vilvula Mitral.

Tabela 13 - Estatistica descritiva por resultados da TRV por estddio. » - Nimero de animais; M~ Média; DP  Desvio padrio; DDMVM ~ Doenga Degenerativa

Mixomatosa da Valvula Mitral.

n M DP
DDMVM Bl 23 1.59 1.224
DDMVM B2 7 2.68 269
DDMVM C 9 2.86 1.390
Total 47 1.72 1.407

Denota-se um valor médio crescente, conforme a gravidade do estadio sendo que os
testes ANOVA confirmaram a existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre
grupos e os testes post-hoc, desta feita aplicando-se testes Dunnett T3, uma vez que ndo se
verificou homogeneidade das variancias. Confirmou-se existirem diferencas estatisticamente

significativas entre os grupos B1 e B2 (p=.001), sendo que os resultados dos testes Dunnett T3

sdo apresentados na Tabela 14.
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Tabelal4 — Resultados dos testes de Dunnett T3 — Valores TRV vs Estadio. p - valor teste para significincia estatistica; DDMVM — Doenca Degenerativa Mixomatosa

da Valvula Mitral.

(I) Grupo (J) Grupo p
DDMVM B1 DDMVM B2 .001
DDMVM C .088
DDMVM B2 DDMVM B1 .001
DDMVM C 974
DDMVM C DDMVM BI1 .088
DDMVM B2 974

O tultimo calculo que se aplicou aos animais da amostra foi a avaliagdo do gradiente de

pressdo da regurgitacdo tricuspide (gradTR), sendo os resultados da andlise descritiva

apresentados no Grafico 11 e na Tabela 15.
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Grafico 11 - Diagramas de caixa — Valores do gradiente de pressdo da regurgitacdo tricuspide observados por grupo de
acordo com o estadio, apresentando o valor minimo, maximo e a mediana. Os simbolos com numero apresentados abaixo e/ou

acima dos diagramas de caixa, representam os outliers e os seus respetivos Numeros Sequenciais. Ecocrdio_gradTR - Gradiente de pressio da

regurgitagio triciispide; DDVM — Doenca Degenerativa da Vilvula Mitral.

Tabela 15 - Estatistica descritiva por resultados do gradiente de pressdo da regurgitagdo tricuspide por estadio. » - vimero de animais;

M — Média; DP — Desvio padrdao; DDMVM — Doen¢a Degenerativa Mixomatosa da Valvula Mitral.

n M DP
DDMVM Bl 23 15.82 15.872
DDMVM B2 7 28.97 5.721
DDMVM C 9 39.60 29.539
Total 47 19.64 21.026
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Verifica-se, conforme observado na Tabela 15, um valor médio dos resultados do

gradTR acentuadamente crescente entre os varios estadios.

Na Tabela 16 sdo apresentados os resultados dos testes post-hoc de Dunnett T3, uma

vez que os testes ANOVA demonstraram existir diferencas entre grupos.

Tabela 16 — Resultados dos testes de Dunnett T3 — Valores do gradiente de pressdo da regurgitagdo tricuspide vs Estadio.

Valor teste para significancia estatistica; DDMVM — Doenga Degenerativa Mixomatosa da Vilvula Mitral.

(I) Grupo (J) Grupo p
DDMVM Bl DDMVM B2 .008
DDMVM C 123
DDMVM B2 DDMVM Bl .008
DDMVM C .659

DDMVM C DDMVM Bl 123
DDMVM B2 .659

Conforme observavel na Tabela 16, verifica-se que as diferencas entre os resultados do

grupo B1 e B2 sdo estatisticamente significativas (p=.008).
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3. Discussao

Nesta dissertagdo desenvolveu-se um protocolo experimental para a avaliagdo do miR-
146a como potencial biomarcador na DDMVM. Isto porque, o0 miR-146a ¢ muito estavel na
circulagdo sanguinea e aparenta estar alterado em animais com patologias cardiacas,
caracteristicas que tornam cientificamente interessante o seu estudo enquanto potencial

biomarcador cardiaco (Paterson & Kriegel, 2017; Dlouha et al., 2021).

O delineamento experimental teve por base o protocolo utilizado na primeira fase do
estudo. Este demonstrou ser eficaz, tendo sido possivel obter resultados com boa quantidade e
qualidade de miR-146a. Comparativamente com outros protocolos de recolha e extracdo de
miRNA, ¢ possivel verificar que as colheitas de sangue também foram realizadas utilizando
tubos com EDTA, uma vez que este pode ser utilizado para prevenir a degradacdo do RNA
(Wong et al., 2009; Sriram et al., 2021). No estudo de Steudemann et al. (2013), também foram
recolhidos cinco ml de sangue da veia jugular externa. Esta quantidade de sangue foi suficiente
para obter boas concentragdes de miRNA, sem provocar efeitos adversos, mesmo em animais
mais pequenos. Relativamente ao processo de centrifugacdo, ndo parece existir um numero de
rotagdes por minuto ou tempo de centrifuga¢do mais utilizado, dado que diferentes estudos
utilizam rotagdes e tempos de centrifugacdo diferentes obtendo todos bons resultados de
extracdo. No protocolo de Sriram et al. (2021), foi utilizado 0,2 ml de plasma armazenados em
criotubos de 2 ml para a extragdo com o kit miRNeasy Serum/Plasma da Qiagen®, tendo sido
possivel obter uma boa quantidade e qualidade de miRNA. Comparando com os cerca de 0,25
ml utilizados neste protocolo, prevé-se que também seja possivel obter resultados igualmente
satisfatorios. E ainda importante referir que a maioria dos protocolos referenciados foram
utilizados em medicina humana, e por isso prevé-se que o protocolo experimental desenvolvido
neste estudo possa ser transposto para outros estudos, que tenham como objetivo a extragdo de

miRNA do sangue, em humanos.

Passando para a amostra em estudo, ainda que segundo a bibliografia a DDMVM seja
1,5 vezes mais prevalente em machos do que em fémeas, 0 mesmo nao se verificou, o que pode
ser explicado devido ao tamanho reduzido da amostra e a sua limitagdo geografica a cidade do

Porto.

Como ¢ possivel observar na Tabela 5, os animais nos estadios Bl e B2 sdo

significativamente mais velhos que os animais do grupo de controlo, o que vai de encontro a
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bibliografia, pois a prevaléncia de¢ DDMVM aumenta com o avancar da idade (Keene et al.,

2019; Bionda et al., 2020).

A maioria dos animais incluidos no estudo ndo tinha raga definida, e a raca com maior
numero de animais foi a Yorkshire Terrier, tal como descrito na bibliografia. A prevaléncia da
DDMVM varia consoante as racas, sendo o Cavalier King Charles, o Poodle miniatura, o
Dachshund e o Yorkshire Terrier as ragas com mais casos reportados (Meurs et al., 2019). Todas
as racas acima nomeadas estdo presentes no estudo, com exce¢do do Dachshund, que pode ser

explicado devido ao tamanho reduzido da amostra e a limitagdo geografica do estudo.

Relativamente aos resultados obtidos através do exame ecocardiografico, podemos
constatar que o aumento do estddio da DDMVM ¢ acompanhado pelo aumento do atrio e
ventriculo esquerdo, como ¢ observavel nos Graficos 6 e 7 e nas Tabelas 7 € 9. Este aumento
era expectavel, uma vez que a medida que a doenga avanga ha um aumento da sobrecarga de
volume, que por sua vez leva a uma progressiva remodelacdo cardiaca. Assim, quanto maior o

estadio, maior a remodelacdo sofrida pelas cAmaras cardiacas (Bagardi et al., 2022).

Quanto ao récio atrio esquerdo/aorta, foi possivel verificar na Tabela 8 que ndo houve
diferengas significativas entre o grupo de controlo e o grupo B1, o que seria presumivel. O que
caracteriza o grupo Bl ¢ o facto de os animais terem alteragdes estruturais compativeis com
DDMVM, mas sem alteragdes nas dimensdes das camaras cardiacas nem no indice cardiaco
vertebral (Smith et al., 2016; Keene et al., 2019). No entanto, houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos de controlo/B1 e os grupos B2 e C, com o racio destes ultimos a
ser mais elevado do que o dos dois primeiros grupos. Esta diferenca também seria previsivel,
uma vez que a partir do grupo B2 os animais comecam a apresentar cardiomegalia e
remodelagdo cardiaca. Estas alteragdes acontecem devido ao aumento progressivo da
regurgita¢do mitral, que aumenta a pressao no atrio esquerdo e obriga a um aumento do débito
cardiaco, provocando o alargamento das camaras cardiacas do lado esquerdo, nomeadamente o

atrio esquerdo, como mecanismo de compensac¢do (Smith et al., 2016; Keene et al., 2019).

No que concerne ao LVIDDN, constatamos que vai aumentando & medida que os
estadios aumentam (Grafico 7 e Tabela 9). Recorrendo a tabela 10, é possivel verificar que nao
houve diferenca estatistica significativa entre o grupo de controlo e o grupo B1, o que ¢, mais
uma vez, expectavel tendo em consideracdo as caracteristicas que definem o grupo BI.
Verificaram-se diferencas significativas entre os grupos controlo/B1 e os grupos B2 e C, devido

a hipertrofia excéntrica do ventriculo esquerdo que se verifica nestes ultimos grupos. Este
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mecanismo compensatério deve-se a pressdo exercida pelo aumento do volume resultante da
regurgitacdo mitral (Smith et al., 2016; Keene et al., 2019). Contrariamente ao que seria
esperado, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre o grupo B2 e o grupo C, o

que pode ser explicado dada a reduzida amostra em estudo.

Dos 47 animais incluidos no estudo, 23 apresentavam doenga degenerativa mixomatosa
da tricuspide concomitante, o que vai de encontro com a bibliografia, que diz que pelo menos
30% dos animais com DDMVM também apresentam doenga degenerativa mixomatosa da
valvula tricispide (Keene et al., 2019). Como ¢ possivel observar na Tabela 14, houve
diferengas estatisticamente significativas entre as velocidades maximas de regurgitagdo
trictispide entre o grupo Bl e o grupo B2, o que é verosimil, uma vez que had medida que a
regurgitagdo vai piorando, também a sua velocidade devera aumentar. Também o gradiente de
pressdo da regurgitacao tricispide apresentou diferencas significativas entre o grupo Bl e B2
justificaveis pelo mesmo principio de que, a medida que a regurgitagcdo piora também o seu

gradiente de pressdo aumenta (Tabela 16).

Por ultimo, constata-se que 8 dos 47 animais em estudo apresentavam hipertensao
pulmonar. A hipertensdo pulmonar pode ter varias causas, sendo a DDMVM a mais comum,
devido ao aumento de pressao do atrio esquerdo, que congestiona a veia pulmonar (Chiavegato
et al., 2009; Borgarelli et al., 2015; Menciotti et al., 2021; Suzuki et al., 2021). No entanto, ¢
possivel que esteja subdiagnosticada, pois a avaliagdo com Doppler espectral da pressdo
sistolica da artéria pulmonar ¢ considerada imprecisa, € muitas vezes difere das medi¢des de

pressdo invasivas (Menciotti et al., 2021).

Ao finalizar o projeto ¢ possivel identificar varias limitagdes, sendo a mais evidente o
facto de ndo ter sido possivel, até a data, obter os resultados das concentracdes do miR-146a
das amostras recolhidas durante a segunda fase, limitando esta dissertagdo a um protocolo
experimental. Acresce ainda a limitacdo de tempo disponivel para o desenvolvimento do estudo,
assim como a limitacao geografica do mesmo. Por consequéncia, a amostra obtida ¢ pequena e
muito heterogénea, com idades compreendidas entre os 4 € os 17 anos; pesos entre 2 e 38 Kg;
varias racas diferentes, mas poucos exemplares da mesma raga, o que ndo permite identificar
quais as mais prevalentes. Devido a esta heterogeneidade, a amostra acaba por ser pouco
representativa da populacdo, o que pode inclusive originar erros estatisticos ou conclusdes que

ndo sejam transponiveis para a realidade. Para melhorar este aspeto, seria importante aumentar
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a amostra de animais e considerar animais de outras zonas do pais, para que se tornasse um

estudo mais abrangente, consequentemente, cientificamente mais significativo.

Para além das limitacdes acima mencionadas, ¢ também importante reconhecer que o
miR-146a ndo estd associado exclusivamente a patologias cardiovasculares. A maior parte da
bibliografia disponivel sobre este miRNA remete ao seu papel no sistema imunitario e no
processo inflamatdrio, pelo que o aumento da sua concentracdo ¢ influenciado por varios
fatores, ndo podendo ser categoricamente associado apenas a patologias cardiacas ou a
DDMVM. Ainda assim, existem também cada vez mais estudos que provam que o aumento
deste miRNA em circulagdo estd associado a patologias cardiacas e a insuficiéncia cardiaca.
Uma possivel solugdo para este problema pode passar pela medi¢do da concentragdo do miR-
146a presente nos cardiomidcitos de animais saudaveis, comparando com animais com

DDMVM nos seus diferentes estadios.

Numa perspetiva futura, este biomarcador poderd ser uma mais-valia em clinicas ou
hospitais que ndo tenham acesso a ecocardiografia, no entanto, ainda que seja um protocolo
relativamente simples de executar, ¢ importante considerar os custos de todos os materiais
necessarios e a formagao técnica requerida para a realizagdo e interpretacao dos kits de extragao
de miRNA, o que torna a sua utilizacdo na pratica clinica veterinaria didria ainda um grande

desafio.

A DDMVM em caes apresenta muitas semelhangas funcionais e histoloégicas com o
prolapso da vélvula mitral em humanos (Yang et al., 2017; Reis-Ferreira et al., 2022). Esta
doenca afeta 3% da populagdo adulta e tem uma elevada taxa de mortalidade em idosos,
principalmente apds desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca congestiva (Yang et al., 2017).
Viérios esforgos tém sido feitos na procura de novas formas terapéuticas que possam abrandar
a progressao da doencga ou a deterioragdo da funcao cardiaca (Yang et al., 2017). Devido as suas
semelhancas com a DDMVM, os cdes tornam-se bons modelos para ensaios pré-clinicos (Yang

etal., 2017).

Na primeira fase deste estudo, foi possivel identificar pela primeira vez a presenga do
miR-146a em circulagdo no sangue de animais com DDMVM, sendo expectavel que os
resultados da segunda fase vdo ao encontro dos anteriores. Assim, podemos constatar o
pioneirismo do trabalho realizado, que pode vir a ter implicagdes significativas no diagndstico
e até no tratamento, ndo s6 de cdes com DDMVM, como também em pessoas com prolapso da

valvula mitral.
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4. Conclusao

Com a presente dissertacdo, foi possivel estabelecer um delineamento
experimental que pode ser facilmente aplicavel a outros estudos que pretendam medir a
concentragdo de miRNA na circulagdo sanguinea, cumprindo com os objetivos previamente

estabelecidos.

Estes estudos sdo cada vez mais importantes, por apresentarem novas formas de
diagnostico e terapéuticas para as mais variadas patologias e principalmente, pelo facto de
muitas clinicas e hospitais ainda ndo terem meios complementares de diagndstico disponiveis
ou terem falta de profissionais treinados nestas areas capazes de realizar exames mais
especializados. Esta necessidade, principalmente em regides mais isoladas, d4 énfase a

importancia dos biomarcadores como uma nova forma de diagnoéstico.

Para que o diagnéstico de patologias através de miRNAs seja uma realidade no
futuro, ¢ de elevada importincia que sejam feitos mais estudos que correlacionem a

concentragdo dos diferentes miRNA conhecidos e as mais variadas patologias.

Dando continuidade a este projeto cientifico que relaciona a concentra¢do do miR-
146a com a DDMVM, salienta-se a necessidade de aumentar a amostra de animais, abrangendo
mais zonas geograficas para que a amostra seja mais representativa da realidade. Por fim, caso
os resultados obtidos na primeira fase se verifiquem nesta segunda fase, em fases futuras deve
ser analisada a aplicabilidade deste mesmo estudo e delineamento experimental na medicina

humana.
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Anexo A

Consentimento informado assinado pelos tutores de todos os animais incluidos no

estudo.

CONSENTIMENTO INFORMADO, LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAGAO NUM
PROJETO DE INVESTIGAGAO NO AMBITO DO DOUTORAMENTO EM CIENCIAS VETERINARIAS

Por favor, leia com atengéo a seguinte informagéo. Se achar que algo esta incorreto ou que néo esta
claro, nao hesite em solicitar mais informagées. Se concorda com a proposta que Ihe foi feita, queira
assinar este documento.

Titulo do estudo: Novas perspetivas na doenga mixomatosa da valvula mitral e na hipertenséo
pulmonar - da fisiopatologia ao diagnostico

Enguadramento: A doenga mixomatosa da valvula mitral (DMVM) e a hipertensdo pulmonar
(HP) sdo importantes causas de morbilidade e mortalidade no cdo. O presente trabalho
permitira obter resultados cientificos originais e com relevancia clinica no ambito destas
doengas. O resultado da investigagdo, orientada pela Prof. Doutora Ana Patricia Fontes de
Sousa (Instituto Ciéncias Biomédicas Abel Salazar da Universidade do Porto (ICBAS-UP)), sera
apresentado no ICBAS-UP no final de 2024 podendo, se desejar, contactar a sua autora para
se inteirar dos resultados obtidos.

Explicacdo do estudo: O trabalho de investigagdo tem como principal objetivo avaliar a
prevaléncia, bem como identificar indicadores clinicos, ecocardiograficos, e de progndstico na
DMVM e na HP. Para o estudo ser& necessario o acesso aos dados que constam no processo
clinico de cada cdo. Os dados obtidos do processo clinico seréo langados numa base de dados
informatica para posterior tratamento estatistico.

Condicdées e financiamento: Estudo sem financiamento especifico aprovado, cuja
prossecucao sera possivel no contexto de verbas individuais. A participagdo neste estudo é de
carater voluntario e n&o ira ser cobrado qualquer valor adicional, para além do ja cobrado no
contexto da avaliagdo cardiaca do cdo. Nao ha qualquer prejuizo caso queira interromper a sua
participagéo. O estudo mereceu o parecer favoravel do ORBEA do ICBAS-UP.

Confidencialidade e anonimato: Todos os dados serdo obtidos apés prévia autorizagdo dos
tutores dos animais, sendo que a participagdo dos mesmos sera voluntaria. Os dados
recolhidos durante este trabalho serdo de uso exclusivo no presente estudo. Nao ha registo de
dados de identificagdo pelo que é garantido o anonimato.

Agradecimentos e identificacdo da investigadora que pede o consentimento:

Em nome da Equipa de Investigagdo agradecemos a sua colaboragé@o no presente estudo,
cujos resultados serdo um importante contributo para a caracterizagao da DMVM e da HP no
céo.

Identificagdo do investigador responséavel: Ana Sofia dos Reis Ferreira (Médica Veterinaria -
Hospital Veterinario do Porto)

Muito obrigada pela colaboragao!

Declaro ter lido e compreendido este documento, bem como as informagées verbais que me foram
fornecidas pela/s pessoas/s que acima assina/m e que considero suficientes. Foi-me garantida a
possibilidade de, em qualquer altura, recusar participar neste estudo sem qualquer tipo de consequéncias.
Desta forma, aceito participar neste estudo e permito a utilizagdo dos dados que de forma voluntaria
fornego, confiando em que apenas serdo utilizados para esta investigagdo e nas garantias de
confidencialidade e anonimato que me sdo dadas pelo/a investigador/a.

Nome:

Assinatura: Data:_ /_/

ESTE DOCUMENTO, COMPOSTO DE 1 PAGINA, E FEITO EM DUPLICADO: UMA VIA
PARA O/A INVESTIGADOR/A, OUTRA PARA A PESSOA QUE CONSENTE

4

5 Figura A 1 - Consentimento Informado, livre e esclarecido para a participagdo no projeto de investigagdo, assinado pelos
tutores de todos os animais incluidos no estudo.
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Anexo B

Questionario feito aos tutores de todos os animais incluidos no estudo.

AMOSTRA N¢2: DATA: / / CLINICA/HOSPITAL:

1. Identificacdo do animal

Nome: Sexo: 0 MO F Esterilizado: 0 SO N Data de nascimento: [

Numero de Identificacdo:
Idade no dia da colheita: Raga: Peso: (Kg) C.C.:
2. Anamnese

Motivo da consulta:

Data de diagndstico (Problema cardiaco):

MedicagGes atuais:

3. Historia clinica
Vacinadoo N o S Ultima vacina: __/_ / Nome comercial/laboratério:

Desparasitado
- Internamente o N 0 S Ha quanto tempo? Desparasitante:

- Externamente 0 No S Ha quanto tempo? Desparasitante:

Contacta com outros animais: 0 Nao 0o Sim  Quais:

Animais com doenga(s): o Ndo o0 Sim Especificar:

4. Tipo de habitacdo

O Apartamento 0 Quinta 0 Vivenda com jardim 0 Criador/Canil
0 Ambiente urbano o Ambiente rural o Outro

5. Habitos de vida

O Vive exclusivamente no exterior 0 Vive exclusivamente dentro de casa

0 Dentro de casa mas tem acesso ao exterior 0 Animal errante

6. Alimentacao
0 Caseira 0 Comercial seca o Comercial humida

7. Viagens
o Nenhuma o Area de residéncia o Estrangeiro 0 Varias regides dentro do pais 0 Regides em altitude

Quais? Quando?

8. Sintomatologia (se presente):

0 Sopro Grau: __ 0 Sistolico o Diastélico o Continuo o Arritmia Qual:

o Sincope o Taquipneia oDispneia O Intolerancia ao exercicio
0 Taquipneia prolongada apods exercicio 0 Tosse 0 Mucosas Palidas

O Ascite 0 Edemas periféricos 0 Febre o Linfadenopatias

O Letargia O Anorexia 0 Perda de Peso O Pulso jugular

Outras:

9. Insuficiéncia Cardiaca Congestiva ©So N /o Esquerda 0 Direita 0 Ambas

10. Alteracoes laboratoriais:

o Desconhecidas O Anemia 0 Leucocitose o Hipocalemia o T Enz. Hepaticas
0 Azotémia 0 Outros

11. Rx toracico:

12. Pressao arterial:

13. Ecocardiografia: tDDVM o HP

Classificacdo ACVIM:

14. Electrocardiografia: © Sinusal FC:

15. Outras informacdes relevantes:

Figura B 2 — Questionario feito aos tutores de todos os animais incluidos no estudo.
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