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IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE MICRORNAS EM PLASMA DE
CAES COM DOENCA VALVAR MIXOMATOSA MITRAL: ESTUDO
EXPLORATORIO

RESUMO

Os microRNAs vem surgindo como potenciais biomarcadores promissores para doencas
cardiovasculares em humanos e animais. Este estudo experimental, prospectivo e exploratdrio
teve como objetivo analisar a expressao de microRNAs circulantes em caes saudaveis e com a
doenga valvar mixomatosa mitral (DVMM) nos diferentes estagios, determinar um
normalizador endogeno direcionado a analise dos dados expressos e verificar o comportamento
da expressao dos microRNAs. Para isso, foram recrutados 35 cdes entre animais saudaveis e
com a DVMM, os quais foram divididos em quatro grupos, respeitando a classificagio ACVIM
para a doenca: grupo A (n=9); grupo B1 (n=11); grupo B2 (n=5); grupo C (n=10). Os animais
foram submetidos a exames diagndsticos (exame clinico, ecocardiograma, eletrocardiograma e
radiografia toracica) e amostras de sangue foram colhidas. Dados clinicos (idade, peso, sexo,
raca, frequéncia cardiaca e grau do sopro) foram coletados para andlise. As amostras foram
extraidas pelo método TRIZOL e o RNA isolado foi utilizado para a sintese de cDNA com kit
comercialmente disponivel. A expressao dos microRNAs miR-30b, miR-128 ¢ miR-130b foi
realizada utilizando o método RT-PCR quantitativa. O célculo do nivel de expressdo foi
realizado utilizando o método 2°*¢. Para a determinacio do normalizador, os dados de
expressdo dos microRNAs foram avaliados por um conjunto de ferramentas de bioinformatica
online (RefFinder). Apds sele¢do do normalizador, os dados de expressdao dos microRNAs
restantes foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk, com os dados paramétricos
analisados pela one way ANOVA e o post test de Tukey, e os dados ndo paramétricos avaliados
pelo Kruskall-Wallis e o teste Student—Newman—Keuls, através dos programas Prism 5.01 e
BioEstat 5.3. Como resultados, 25 amostras viaveis foram utilizadas no experimento, divididas
pelos grupos da seguinte forma: grupo A (n=4); grupo B1 (n=9); grupo B2 (n=4); grupo C (n=8).
Os dados clinicos apresentados obtiveram resultados condizentes com os encontrados na
literatura. O miR-128 foi o microRNA mais estavel detectado e foi selecionado como
normalizador do estudo. Na andlise de expressdao dos demais microRNAs, o miR-30b mostrou
uma expressao diferencial reduzida em caes do grupo C em comparacao aos grupos A e B2. Na
analise de expressao do miR-130b houve uma redugdo gradativa da expressao dos grupos com
DVMM (BI1, B2 e C), porém sem que houvesse diferenca significativa entre grupos. Desta
forma, pode-se concluir que o miR-128 pode ser utilizado como normalizador endégeno para
andlise da expressdo de microRNAs circulantes na DVMM. O miR-30b apresentou redugao
significativa da expressdo em pacientes sintomadticos, enquanto o miR-130b demonstrou uma
tendéncia a reducdo gradual da expressao em cdes doentes.

Palavras-chave: biomarcador; cardiologia; microRNA; normalizador; valvulopatia.



IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF MICRORNAS IN PLASMA OF
DOGS WITH MYXOMATOUS MITRAL VALVE DISEASE: AN EXPLORATORY
STUDY

ABSTRACT

MicroRNAs have emerged as promising potential biomarkers for cardiovascular diseases in
humans and animals. This experimental, prospective, and exploratory study aimed to analyze
the expression of circulating microRNAs in healthy dogs and those with mitral myxomatous
valve disease (MMVD) at different stages, to determine an endogenous normalizer aimed to
analyze the data expressed and to verify the behavior of microRNA expression. To this end, 35
dogs were recruited, including healthy animals and those with MMVD. The subjects were
divided into four groups according to the ACVIM classification for the disease: group A (n=9),
group Bl (n=11), group B2 (n=5), and group C (n=10). Diagnostic tests were performed on the
animals, including a clinical examination, echocardiogram, electrocardiogram, and chest X-ray.
Blood samples were also collected. Clinical data (age, weight, gender, breed, heart rate, and
degree of murmur) was collected for analysis. Samples were extracted using the TRIZOL
method and the isolated RNA was used for cDNA synthesis using a commercially available kit.
The expression of the microRNAs miR-30b, miR-128, and miR-130b was carried out using the
quantitative RT-PCR method. The expression level was calculated using the 22* method. To
identify the normalizer, the microRNA expression data was evaluated using a set of online
bioinformatics tools (RefFinder). After selecting the normalizer, the remaining microRNA
expression data was submitted to the Shapiro-Wilk normality test, with parametric data
analyzed by one-way ANOVA and Tukey's posttest, and non-parametric data evaluated by
Kruskall-Wallis and the Student-Newman-Keuls test, using the Prism 5.01 and BioEstat 5.3
programs. Consequently, 25 viable samples were utilized in the experiment, which were divided
into the following groups: Group A (n=4), Group B1 (n=9), Group B2 (n=4), and Group C
(n=8). The clinical data presented were consistent with those found in the literature. The miR-
128 was the most stable microRNA detected and was selected as the study's normalizer. In the
expression analysis of the other microRNAs, miR-30b showed reduced differential expression
in dogs in group C compared to groups A and B2. In the analysis of miR-130b expression, there
was a gradual reduction in expression in the groups with MMVD (B1, B2, and C), although
there was no significant difference among the groups. Therefore, it can be concluded that miR-
128 can be used as an endogenous normalizer for analyzing the expression of circulating
microRNAs in MMVD. The miR-30b demonstrated a significant reduction in expression in
symptomatic patients, while miR-130b exhibited a tendency towards a gradual reduction of
expression in sick dogs.

Keywords: biomarker; cardiology; microRNA; normalizer; valvulopathy.
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1 INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares correspondem em até 10% da casuistica clinica de caes.
Dentro deste percentual, a Doenga Valvar Mixomatosa Mitral (DVMM) ¢ conhecida como a
doenca cardiovascular adquirida mais comum em caes, chegando a representar até¢ 75% das
cardiopatias diagnosticadas na espécie (KEENE et al., 2019), e pode alcangar valores proximos
a 100% em pacientes idosos e de racas pequenas (BORGARELLI e BUCHANAN, 2012). Ela
¢ considerada como importante causa de insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) e morte
cardiaca em caes (BORGARELLI; BUCHANAN, 2012; GORDON; SAUNDERS;
WESSELOWSKI, 2017; MARKBY et al., 2017). Um monitoramento constante ¢ programado
¢ fundamental para o manejo da doenca em todos os seus estagios (GORDON; SAUNDERS;
WESSELOWSKI, 2017).

A descoberta do primeiro microRNA (miRNA) foi considerada um marco na area da
biologia molecular (CHANG; MENDELL, 2007; O’BRIEN et al., 2018; WAHID et al., 2010).
Os microRNAs sdo pequenas moléculas de RNA nao codificantes de fita simples que atuam
como reguladores negativos da expressdo génica a nivel pos-transcricional (LI et al., 2015). A
transcri¢do de uma série de genes pode ser influenciada pelos microRNAs, os quais sdao
considerados como reguladores fundamentais em uma gama de condi¢des fisiologicas e
patologicas (HULANICKA et al., 2014). Estudos na area de expressdo génica demonstraram
um papel importante destas moléculas na fisiologia cardiaca e em doencas cardiovasculares
(COLPAERT; CALORE, 2019).

Biomarcadores sdo indicadores biologicos que sdo quantificados com o intuido de
verificar processos biologicos, patologicos ou de resposta aos tratamentos, oferecendo
informacodes sobre a condigdo do individuo (KAMAL; SHARIDAN, 2020). Na ultima década,
tem sido observado um impulso crescente para a formulagdo de novos marcadores genéticos e
genOmicos para doengas cardiovasculares (HULANICKA ef al., 2014).

Nesse cenario, os microRNAs vém surgindo como potenciais biomarcadores
promissores para diagndstico e/ou progndstico de diversas doengas cardiovasculares em
humanos ¢ modelos animais (COLPAERT; CALORE, 2019; GURHA, 2016; HULANICKA et
al., 2014; RO et al., 2021a; SCHULTE; KARAKAS; ZELLER, 2017). Em caes, os estudos
realizados apontam para alteragdo da expressdo de microRNAs em quadros de DVCM
(BAGARDI et al.,2022; GUILARDI et al., 2022; HULANICKA et al., 2014; JUNG; BOHAN,
2018; Lletal.,2015;RO et al.,2021;2021a; YANG et al.,2017;2018), Cardiomiopatia Dilatada
(STEUDEMANN et al., 2013), ICC (CHEN et al., 2014; JUNG; BOHAN, 2018), Fibrilacao
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atrial (ZHANG et al., 2015), condigdes que cursem com hipertrofia concéntrica e excéntrica
(RO et al., 2021a), dirofilariose (BRAMAN et al, 2018; TRITTEN et al, 2014) e
cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina (BEAUMIER et al., 2020).

Para a DVMM, evidéncias apontam que os microRNAs miR-30b (BAGARDI et al.,
2022; GHUILARDI et al., 2022; HULANICKA et al., 2014) e o miR-130b (RO et al., 2021;
2021a) apresentam uma maior propensdo para se tornarem biomarcadores potenciais. No
entanto, os estudos apresentaram resultados distintos (BAGARDI et al., 2022; GHILARDI et
al.,2022; HULANICKA et al., 2014, RO et al., 2021;2021a), e em dois dos estudos, os autores
avaliaram os animais em um unico grupo B (HULANICKA et al., 2014; RO et al., 2021a), nao
sendo possivel estabelecer quais as verdadeiras expressdes existentes entre as amostras de caes
estagio B1 e B2 separadamente.

Com base no exposto, ainda existem diversas lacunas no estudo dos microRNAs na
DVMM, o que impacta diretamente na sua aplicacdo clinica como biomarcadores. Desta
maneira, investigacdes adicionais, com objetivo de tentar entender alguns processos ainda nao
verificados, podem auxiliar na selecdo de microRNAs confidveis para a doenga em seus

diferentes estagios.
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2 OBJETIVO GERAL
Analisar a expressao de microRNAs circulantes de cdes sem e com Doenga Valvar

Mixomatosa Mitral

3 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Identificar um microRNA normalizador endogeno para andlise de expressdo da
doenga;

- Analisar o comportamento da expressdo dos microRNAs nos diferentes grupos.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Doenca Valvar Mixomatosa Mitral

4.1.1 Epidemiologia, fisiopatogenia, clinica e histéria natural da doenga

A doenga valvar mixomatosa mitral (DVMM), também chamada endocardiose de
mitral, doen¢a mixomatosa da valvula mitral, doen¢a valvular degenerativa cronica, dentre
outras denominagdes, ¢ a doenga cardiovascular adquirida que mais acomete os caes, sendo
importante causa de insuficiéncia cardiaca e morte cardiaca nestes animais (BORGARELLI,
BUCHANAN, 2012; GORDON; SAUNDERS; WESSELOWSKI, 2017; MARKBY et al.,
2017). A valva atrioventricular esquerda ou mitral ¢ a valvula mais acometida, porém, a doenca
pode afetar a valvula atrioventricular direita ou tricispide em conjunto, ou isoladamente
(BORGARELLI; BUCHANAN, 2012).

A sua ocorréncia estd atrelada a raca e a idade, afetando principalmente caes de pequeno
porte (com peso inferior a 20kg) e idosos (BORGARELLI; BUCHANAN, 2012;
BORGARELLI; HAGGSTROM, 2010; GORDON; SAUNDERS; WESSELOWSKI, 2017;
MATTIN et al., 2015; OYAMA et al., 2020). Entre as ragas predispostas, tem-se o Cavalier
King Charles Spaniel (CCKS) e o Daschund como principais acometidos, além de Poodles,
Shih-tzus, Pinschers, Yorkshires Terrier, Chihuahuas, Beagles, Cocker Spaniels, entre outros
(BORGARELLI; BUCHANAN, 2012; MATTIN et al., 2015). Caes machos tem maior risco
de desenvolver a doenca, sobretudo em idade mais jovem, quando comparado as fémeas
(BORGARELLI; HAGGSTROM, 2010; MATTIN et al., 2015).

O entendimento da etiologia € mecanismos envolvidos no desenvolvimento, progressao
e gravidade da DVMM ainda permanece inconclusivo e sob investigagdo (GORDON;
SAUNDERS; WESSELOWSKI, 2017; LEWIS et al., 2011; MADSEN et al., 2011). Uma
condi¢do hereditaria foi relatada, sugerindo uma heranga poligénica, principalmente em ragas
com alta predisposi¢do para o desenvolvimento da doenca, como os CCKSs e Daschunds
(LEWIS et al., 2011; MADSEN et al., 2011; MENCIOTTI; BORGARELLI, 2017; O’BRIEN;
BEIJERINK; WADE, 2021). Estudos na 4rea da biologia molecular (incluindo genes e RNAs
nao codificantes — mRNAs e microRNAs —) tem ganhado amplitude recentemente, com vistas
a obter mais informacgdes acerca de genes e vias essenciais envolvidas na patogenia da DVCM
(O’BRIEN; BEIJERINK; WADE, 2021).

Em sua fisiopatogenia, sdo observadas lesdes degenerativas cronicas e progressivas

(degeneragdo mixomatosa) que afetam os folhetos valvulares, podendo se estender as cordas
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tendineas. As lesdes se iniciam como pequenos nodulos em sua borda livre, que crescem e
coalescem, gerando encurtamento e espagamento dos folhetos em fase avangada (FOX, 2012;
MARKBY et al., 2017). Isso acontece em decorréncia da destruicao e desregulagao das fibras
de colageno e elastina, e expansao da camada esponjosa das valvulas (por agdo proteolitica —
colagenases, elastases e metaloproteinases —, ativacdo de células intersticiais valvulares em
fenotipo miofibroblastico e aumento na sintese de glicosaminoglicanos e proteoglicanos), além
da participagao de eventos moleculares (inflamatorios, metabodlicos, bioquimicos € neuro-
hormonais, como a via de sinalizagao da serotonina e do fator de crescimento transformador
beta — TGF-B —) (LACERDA et al, 2012; MARKBY et al., 2017; MENCIOTTI,
BORGARELLLI, 2017; OYAMA et al., 2020).

Como resultado desta sequéncia de eventos, ocorre prejuizo a funcdo biomecénica da
valvula, com consequente prolapso valvular durante a sistole e falha na coaptacao de seus
folhetos, desencadeando na regurgitacdo mitral (RM). Com o avancar da doenga, alteragdes
estruturais decorrentes do aumento de volume e pressao no atrio esquerdo comegam a surgir,
com aumento no trabalho cardiaco, dilatacdo anular e piora da regurgitacdo. Finalmente, ocorre
o remodelamento atrial e ventricular esquerdos (hipertrofia excéntrica), que culmina com
disfuncdo ventricular e, eventualmente, pode evoluir para o quadro de insuficiéncia cardiaca
congestiva esquerda (ICCE) (GORDON; SAUNDERS; WESSELOWSKI, 2017; KEENE et
al., 2019; LACERDA et al., 2012; MADSEN et al., 2011; MENCIOTTI; BORGARELLI,
2017; OYAMA et al., 2020).

Clinicamente, a DVMM pode se apresentar de duas formas: a fase pré-clinica, em que
os caes apresentam a doenga de forma assintomatica, representando a maioria dos animais que
possuem a doenga; e a fase clinica, quando entram em ICCE e apresentam sinais clinicos
(iminentes ou incidentes). Os sinais clinicos observados estdo atrelados a condi¢do congestiva
e de edema pulmonar gerado pelo quadro de insuficiéncia cardiaca. Inicialmente, pode ser
observada intolerancia ao exercicio, aumento da frequéncia respiratoria em repouso e tosse nos
animais, que pode evoluir para desconforto respiratério importante, taquipneia, sincope e
letargia. Sinais decorrentes de insuficiéncia cardiaca congestiva direita (ICCD), como distensao
abdominal por ascite e/ou hepatomegalia e esplenomegalia, sinais gastrointestinais (vomito,
diarreia e anorexia) e dificuldade respiratoria por derrame pleural, também podem ser
observados em quadros mais graves (LJUNGVALL; HAGGSTROM, 2023; WARE;
BONAGURA, 2022).

Um sopro holossistélico apical esquerdo ¢ evidenciado durante a auscultagdo cardiaca,

em decorréncia da RM, sendo fortemente sugestivo da doenca (BORGARELLI;
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HAGGSTROM, 2010; GORDON; SAUNDERS; WESSELOWSKI, 2017; LIJUNGVALL;
HAGGSTROM, 2023; WARE; BONAGURA, 2022). A sua intensidade esta correlacionada
com a progressao da doenga, podendo ser graduado em seis niveis de acordo com a escala de
Levine modificada para sopros sistolicos, ou agrupada em quatro niveis de intensidade para a
DVCM (suave, moderado, alto e murmurio pungente) (LJUNGVALL; HAGGSTROM, 2023).
Em animais assintomaticos, este ¢ o primeiro aspecto a ser observado (WARE; BONAGURA,
2022). A presenca do sopro associada ao historico de sinais clinicos (KEENE et al., 2019), e a
demais alteracdes de exame fisico (como aumento da frequéncia cardiaca e respiratdria,
dispneia, presenca de ruidos respiratorios adventicios descontinuos finos, arritmias entre
outros) (WARE; BONAGURA, 2022), pode contribuir para suspeita clinica em animais
sintomdticos, além de ser relacionado a um progndstico ruim (KEENE et al., 2019;
MENCIOTTI; BORGARELLI, 2017).

A DVMM ¢ caracterizada por possuir um periodo longo pré-clinico, geralmente com
progressdo lenta em animais de pequeno porte, podendo durar anos até o inicio dos sinais
clinicos da doenca (BORGARELLI; HAGGSTROM, 2010; GORDON; SAUNDERS;
WESSELOWSKI, 2017). A progressio da doenga ¢ variavel. E provavel que a maioria dos cies
venha a oObito por outras razdes, sem evoluir para insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC)
(BORGARELLI; HAGGSTROM, 2010). Entretanto, cdes que desenvolvem a ICC podem
evoluir rapidamente para o 6bito (FOX, 2012).

4.1.2 Estadiamento, diagnostico e tratamento da DVCM

O American College of Veterinary Internal Medicine (ACVIM) publicou, em 2009, a
primeira diretriz voltada ao diagndstico e tratamento da DVMM em caes, por meio de
declaragdes de consenso entre diversos autores e especialistas. Essa diretriz foi baseada no
esquema de classificagdo para doengas cardiacas e insuficiéncia cardiaca em humanos do
American College of Cardiology/American Heart Association (2001), e trouxe uma nova
proposta para a classificacio da DVMM com o intuito de relacionar a gravidade das alteragdes
morfoldgicas e dos sinais clinicos, com o tratamento adequado para seus respectivos estagios
(ATKINS et al., 2009).

O estudo EPIC ganhou atencao especial na tltima década, sendo considerado o maior
estudo da cardiologia veterinaria existente (BOSWOOD et al., 2016). Boswood et al. (2016)
obtiveram resultados promissores ao demonstrar que pacientes que fizeram uso do firmaco

pimobendan no estagio B2 da DVMM, apresentaram um prolongamento na fase pré-clinica da
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doenga, com um retardo no inicio dos sinais de ICC ou morte cardiaca e/ou eutanasia, em um
periodo de até 15 meses, quando comparado ao grupo placebo. Suas evidéncias robustas
levaram a atualizagdo da diretriz ACVIM (Quadro 1), com estabelecimento de parametros
especificos para a determinagdo de pacientes no estagio B2, de acordo com os critérios de
inclusdo do referido estudo (BOSWOOD et al., 2016; KEENE et al., 2019).

Uma atualizagdo do documento foi elaborada em 2019, com alteragdes significativas,
particularmente com énfase em parametros diagnosticos e terapéuticos de pacientes do estagio
B. Um resumo do esquema de estadiamento, diagnostico e tratamento € apresentado no Quadro
1.

De acordo com as recomendagdes do consenso, os animais pertencentes ao estagio A
sdo caes saudaveis de ragas predispostas ao desenvolvimento da DVMM. Os animais do estagio
B1 e B2 sdo caes pertencentes a fase pré-clinica da doenga, em que caes do estdgio B1 possuem
sopro sistélico e podem ou nao ter remodelamento atrial e ventricular discretos, e animais do
estagio B2 possuem sopro sistolico e um grau de remodelamento atrioventricular condizente
com os critérios de inclusdo do estudo EPIC. Animais do estagio C e D pertencem a fase clinica
da doenca, com sinais de ICC iminente ou incipiente (KEENE ef al., 2019).

A ecocardiografia transtoracica é considerada o exame padrao-ouro para o diagndstico
definitivo da DVMM. Este exame possibilita avaliar as alteracdes estruturais nos folhetos
valvulares e a gravidade da regurgitacdo mitral, verificar a gravidade do remodelamento
cardiaco, avaliar a presenca de disfuncdo ventricular e estimar a pressao existente no interior
das camaras cardiacas (BORGARELLI; HAGGSTROM, 2010; LJUNGVALL;
HAGGSTROM, 2023; MENCIOTTI; BORGARELLI, 2017; WARE; BONAGURA, 2022).

A relagdo atrio esquerdo/aorta (AE/Ao) e o diametro interno do ventriculo esquerdo em
diastole normalizado pelo peso corporal (DIVEdN) s3o exemplos de medidas cruciais
(LJUNGVALL; HAGGSTROM, 2023; MENCIOTTI; BORGARELLI, 2017; WARE;
BONAGURA, 2022), sendo essenciais para a identificacdo de pacientes B2 (KEENE et al.,
2019). Apesar da relevancia da ecocardiografia, lesdes iniciais da DVMM podem passar
desapercebidas caso o exame nao seja realizado por um ecocardiografista experiente, e medidas
diagnoésticos adicionais sdo sugeridos para esta fase da doenca (BAGARDI et al., 2022;
GHILARDI et al., 2022).



23

Quadro 1 — Sistema de estadiamento e recomendagdes de diagnodstico e tratamento para a

Doenga Valvar Mixomatosa Mitral

ESTAGIO CLASSIFICACAO

DIAGNOSTICO

TRATAMENTO

A Cées com alto risco de
desenvolvimento da
doenca (racas
predispostas) e nao
apresentam sopro.
Cées com sopro,
assintomaticos e sem ou
com grau leve de
remodelamento.

Caes com sopro,
assintomaticos e grau
significativo de
remodelamento
(critérios EPIC).

Bl

B2

C Cées com sopro,
remodelamento e com
sinais clinicos de
insuficiéncia cardiaca.
Pode-se observar
pacientes em quadros
agudos emergenciais
(requer tratamento
agudo, hospitalizacéo e
internacdo) ou em
quadros crdnicos
(recebem atendimento
ambulatorial)

D Cées em estagio
terminal, refratérios ao
tratamento
convencional padréo. O
paciente necessita de
tratamento avancgado ou
especifico.

Pode-se observar
pacientes em guadros
agudos emergenciais ou

em guadros cronicos.

Ecocardiograma em
CCKS

Revisdo e auscultacéo
anual em veterinério

Ecocardiograma,
radiografia toracica e
afericdo da PA

Sopro cardiaco: >3/6;
Ecocardiograma:
Relagdo AE/Ao:
>1,6; DIVEdN: >1,7;
Radiografia toracica:
VHS: >10,5; VLAS:
>3.

Afericdo da PA
Historico, anamnese,
exame clinico,
ecocardiograma,
radiografia torécica,
afericdo da PA, ECG,
exames laboratoriais*
e concentracBes
séricas de
NTproBNP.

Historico, anamnese,
exame clinico,
ecocardiograma,
radiografia torécica,
afericdo da PA, ECG,
exames laboratoriais*
e concentracdes
séricas de
NTproBNP.

Sem indicacdo de tratamento

Sem indicacdo de tratamento

Medicamentoso: Pimobendan; IECA!

Quadros agudos: furosemida,
pimobendan, IECA, suporte de O-..
- Falha do tratamento: dobutamina,
redutores de p6s-carga;

- Outros: manejo do paciente.

Quadros cronicos: furosemida ou
torasemida (substituicdo), IECA,
pimobendan, espironolactona.

- Outros: antiarritmicos, antitussigenos e
broncodilatadores.

Quadros agudos: furosemida ou
torasemida (substituicdo), pimobendan,
IECA, suporte de 02

- Falha do tratamento: dobutamina,
redutores de p6s-carga;

- Outros: sildenafil, antiarritmicos,
broncodilatadores, manejo do paciente.

Quadros cronicos: furosemida ou
torasemida (substituicdo), IECA,
pimobendan, espironolactona.

- Qutros: hidralazina, sildenafil,
antiarritmicos, redutores de pds-carga,
antitussigenos e broncodilatadores.

Fonte: Adaptado de KEENE et al., 2019.
Abreviaturas: CKCS: Cavalier King Charles Spaniel; PA: Pressio arterial; AE/Ao: Atrio
esquerdo/Aorta; DIVEAN: Diametro interno do ventriculo esquerdo em didstole normalizado;
VHS: Vertebral Heart Size; VLAS: Vertebral Left Atrial Size; IECA: Inibidor da enzima
conversora de angiotensina; ECG: eletrocardiograma; NT-proBNP: N-terminal pré-peptideo

natriurético tipo-B; O*: Oxigénio.

*Hemograma, bioquimicos (uréia, creatinina, proteinas totais e eletrolitos) e urinalise.

'¢ sugerido por metade dos painelistas em exame inicial ou diante aumento acentuado do atrio
esquerdo em exames seriados. Segundo o consenso, os ensaios clinicos que utilizam o IECA
nesta fase apontam resultados mistos.
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Paralelamente, a radiografia toracica ¢ o exame que auxilia na identificagdo de
alteragdes hemodinamicas resultantes da doenca (ao avaliar o aumento das camaras cardiacas ¢
detectar sinais de congestdo e edema pulmonar), ajuda no acompanhamento de animais
assintomaticos, podendo estabelecer um parametro basal para o paciente, assim como pode
contribuir para o diagnostico de outras alteragcdes traqueobronquicas (BORGARELLI;
HAGGSTROM, 2010; LJUNGVALL; HAGGSTROM, 2023; WARE; BONAGURA, 2022).
Neste ultimo ponto, vale ressaltar que os aspectos radiograficos observados nos estagios
avangados da DVCM podem se assemelhar com doengas respiratorias cronicas e a interpretagao
dos resultados deve ser realizada em conjunto com outros achados (LJUNGVALL;
HAGGSTROM, 2023).

Medidas do Vertebral Heart Size (VHS) para avaliar o tamanho global do coracdo
(BUCHANAN; BUCHELER, 1995), do Vertebral Left Atrial Size (VLAS) (MALCOLM et al.,
2018), do Modificated Vertebral Left Atrial Size (M-VLAS) (LAM; GAVAGHAN; MEYERS,
2021), e do Radiographic Left Atrial Dimension (RLAD) (SANCHEZ SALGUERO et al.,
2018) para avaliar aumento do atrio esquerdo, foram estabelecidas e sdo estudadas, sendo as
duas primeiras as mais utilizadas na rotina. Valores de corte para estabelecer medidas de VLAS
para o estagio B2 da doenga também foram estudados recentemente (MIKAWA et al., 2020).

Demais exames complementares que podem ser recomendados para pacientes com
DVMM incluem eletrocardiograma, aferi¢do da pressdo arterial, exames laboratoriais e
biomarcadores circulantes (BOSWOQOD et al., 2018; KEENE et al., 2019; LIUNGVALL;
HAGGSTROM, 2023; WARE; BONAGURA, 2022).

Os biomarcadores circulantes costumam ser indicados como analise complementar para
o diagnostico da doenga, sendo o N-terminal pro-peptideo natriurético tipo-B (NT-pro-BNP) e
a Troponina cardiaca I (cTnl) os mais estudados (BAISAN et al, 2016). Atualmente, a
possibilidade do uso de microRNAs como biomarcadores vem ganhando destaque nas
pesquisas (BAGARDI et al., 2022; GHILARDI et al., 2022; HULANICKA et al., 2014; JUNG;
BOHAN, 2018; LI et al., 2015; RO et al., 2021a).

O NT-proBNP ¢ uma molécula produzida no tecido cardiaco atrial e ventricular e ¢
liberada na circulagdo quando ocorre um aumento no estiramento e estresse ao miocardio
(BAISAN et al., 2016; HORI et al., 2020; OYAMA et al., 2013). Niveis aumentados na
circulacdo foram associados a um agravamento na DVMM e aumento do risco de
desenvolvimento de ICC (BAISAN et al., 2016; HORI et al., 2020; OYAMA et al., 2013;
WESSELOWSKI et al., 2023). Este € o biomarcador mais utilizado na rotina, sendo recomendo

pelo consenso ACVIM (KEENE et al., 2019). Uma de suas principais indicagdes € 0 seu uso
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para diferenciar doengas cardiacas de alteragdes traqueobronquicas em cdes com sinais
respiratorios (BAISAN et al., 2016; OYAMA et al., 2013).

A cTnl ¢ uma proteina que ¢ liberada na circulagdo em quadros de lesao miocardica
(BAISAN et al., 2016; HORI et al., 2020). Sua elevagao na corrente sanguinea ¢ proporcional
ao dano tecidual gerado ao coragdo (BAISAN et al.,, 2016), ¢ um incremento de sua
concentragdo foi correlacionado a um aumento na progressao e gravidade da DVMM em seus
diferentes estagios, ainda que outro marcador (peptideo natriurético atrial) tenha se mostrado
melhor em identificar caes assintomaticos (HORI et al., 2020).

Entre estes testes, o NT-proBNP ¢ considerado relativamente acessivel e menos
dispendioso do que outros métodos diagnoésticos, incluindo o ecocardiograma convencional.
Depende do envio de amostras de plasma sob condigdes especificas até um laboratorio de
referéncia, e a liberag¢do do resultado ndo ¢ disponibilizada no mesmo dia (O’SHAUGHNESSY
et al., 2022). Ja a cTnl atualmente ndo ¢ utilizada como exame diagndstico de rotina (WARE;
BONAGURA, 2022).

Embora sejam observados beneficios no uso de tais biomarcadores, o fato de serem
influenciados por doengas sist€émicas concomitantes, de ndo serem especificos para uma
determinada doenga cardiaca, de sofrerem variacdo em diferentes ragas (NT-proBNP), de
apresentarem instabilidade a temperatura ambiente e a condi¢des repetidas de congelamento e
descongelamento (NT-proBNP), ou de apresentarem condi¢cdes particularidades na
manipulagdo, acondicionamento e envio das amostras até o processamento laboratorial
(BAISAN et al.,2016; HORI et al., 2020; OYAMA et al., 2013; WESSELOWSKI et al., 2023),
tornam o seu uso limitado como medida diagnostica Unica.

Com relacdo a abordagem terapéutica para a DVMM (Quadro 1), as medidas
estabelecidas sdo voltadas a promover um retardo na progressdo da doenca em estagio
assintomatico e/ou sintomatico, melhorando a hemodindmica e oxigenagdo tecidual, e
garantindo, assim, uma qualidade de vida e melhor sobrevida aos pacientes (KEENE et al.,
2019). Como ja mencionado, o ensaio clinico EPIC mostrou o beneficio do uso do pimobendan
em caes no estagio B2 da doenca, com retardo de até 60% no tempo de pertencimento na fase
pré-clinica até alcangar o desfecho primdrio (iniciar ICC ou vir a ¢bito/eutanasia por doenca
cardiaca) (BOSWOOD et al., 2016). Nos animais sintomaticos, a terapia ¢ dividida em carater
emergencial (necessitando de internamento, acompanhamento e estabilizacdo do paciente) e
ambulatorial (em que os animais podem ser tratados em casa e acompanhados por profissionais

veterindrios em consultas regulares) (KEENE et al., 2019).
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4.2 Os microRNAs

4.2.1 Aspectos gerais dos microRNAs

4.2.1.1 Sintese, biogénese e mecanismo de regulacdo

Em 1993, o primeiro microRNA (/in-4) foi identificado a partir da andlise genética de
Caenorhabditis elegans, pelos grupos de pesquisadores Ambros ¢ Ruykun. Seus estudos
demonstraram que este microRNA controlava o tempo de desenvolvimento larval do
nematoide, ao regular negativamente a expressao do gene /in-14, revelando a fungao reguladora
destas moléculas (FEINBAUM; AMBROS; LEE, 1993; WIGHTMAN; HA; RUVKUN, 1993).

Mais tarde, um segundo microRNA foi identificado, let-7, o qual também participa no
desenvolvimento do C. elegans, com agdo regulatéria negativa sobre genes-alvo, além de ser
um miRNA conservado entre diferentes espécies incluindo vertebrados, organismos marinhos
e artropodes (PASQUINELLI et al., 2000). Deste entdo, milhares de microRNAs foram
detectados a partir de métodos de clonagem e RNA fracionado por tamanho, e, com os avangos
genéticos nas dreas de sequenciamento de alto rendimento e andlise de previsdo e
bioinformatica, as pesquisas foram se aperfeicoando, sobretudo na identificacdo de possiveis
genes-alvo e suas fungdes em plantas e animais (CHANG; MENDELL, 2007; WAHID et al.,
2010).

Os microRNAs sdo nanomoléculas ndo codificantes endogenos de fita simples,
contendo aproximadamente 22 nucleotideos, que tem a func¢do de silenciar ou regular
negativamente a expressao génica a nivel pos-transcricional, através da degradacao do RNA
mensageiro alvo (por clivagem) ou impedimento de sua traducdo (ao serem reprimidos
translacionalmente) (KROL; LOEDIGE; FILIPOWICZ, 2010; O’BRIEN et al., 2018; RANI;
SENGAR, 2022; REDIS et al., 2012; WAHID et al., 2010). Existem alguns microRNAs que
podem regular positivamente a expressdao génica ativando a tradugdo de genes, porém atuam
em condig¢des estritamente particulares (O’BRIEN ez al., 2018; RANI; SENGAR, 2022; REDIS
etal.,2012).

A sua sintese comeca a partir de um transcrito inicial primordial (pri-miRNA) em
formato de grampo, gerado pela RNA polimerase II/IIl, o qual pode ser expresso de forma
independente de um gene (miRNA intergénico) ou provenientes de introns ou éxons de genes
codificantes (miRNA intragénico). O processamento destes pri-miRNAs em miRNAs maduros
(biogénese) pode ocorrer por duas vias: candnica e ndo candnica (Figura 1) (KROL; LOEDIGE;

FILIPOWICZ, 2010; O’BRIEN et al., 2018; RANI; SENGAR, 2022).
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Figura 1 — Biogénese dos miRNAs, representando a via candnica e ndo candnica. Fonte: Adaptado de
(O’BRIEN et al., 2018).

Na via candnica, o pri-miRNA ¢ processado em um precursor de miRNA (pré-miRNA)
pelo complexo multiprocessador contendo uma enzima ribonuclease III (Drosha), que cliva a
estrutura em sua base. Em seguida, o pré-miRNA ¢ transportado para o citoplasma pela agao
do complexo Exportina 5/RanGDP e processados por uma segunda enzima ribonuclease III,
Dicer, formando um miRNA duplex maduro ao remover o seu loop terminal. Uma das fitas do
miRNA duplex ¢ conservada formando o miRNA maduro, e a segunda fita (fita passageira) ¢
clivada e removida pela maquinaria celular. Por fim, a fita biologicamente ativa, se associa a
proteina Argonauta (AGO), que se liga a um conjunto de proteinas efetoras (glicina-triptofano
de 182 kDA — GW182 e complexos poli(A)-deadenilases PAN2/3 e CCRA-NOT), gerando o
Complexo de Silenciamento Induzido por RNA (miRISC) (KROL; LOEDIGE; FILIPOWICZ,
2010; O’BRIEN et al., 2018; RANI; SENGAR, 2022).
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Na via ndo candnica, os microRNAs podem ser gerados de forma independente do
complexo multiprocessador ou independente de Dicer. No primeiro caso, os pré-miRNAs
formados se assemelham ao substrato da Dicer, tendo como exemplos os mirtrons (que sao
provenientes de introns do mRNA advindos do splicing) e o 7-metilguanosina (que sao
transcritos diretamente em pré-miRNAs pela RNA polimerase I1). Na forma independente de
Dicer, os miRNAs sdo formados pelo complexo multiprocessador a partir de transcritos de RNA
em grampo curto (shRNA) e maturados pela Argonauta 2 (AGO?2). Independentemente da via,
ambas geram um miRISC funcional (KROL; LOEDIGE; FILIPOWICZ, 2010; O’BRIEN et al.,
2018; RANI; SENGAR, 2022).

O miRISC ¢ responsavel pela interagido do microRNA com o mRNA alvo
(microRNA:mRNA) por meio de sequéncias nucleotidicas complementares. No geral, a
interagdo microRNA:mRNA se d4 através da regido 3’ ndo traduzida (UTR) do mRNA, que
pode desencadear na deadenilagdo, decapagem e degradacdo desta molécula (quando ocorre
complementaridade total entre os nucleotideos do miRNA com o mRNA) ou na repressao
translacional da sua traducao (quando ocorre complementaridade parcial entre os nucleotideos
do mRNA e da regido de semente do microRNA — sequéncia do 2° ao 8° nucleotideo a partir da
extremidade 5’ —associado a um pareamento adicional na extremidade 3’ que garante
estabilidade e precisdo na interagao) (O’BRIEN et al., 2018; RANI; SENGAR, 2022; WAHID
etal.,2010).

A interacdo microRNA:mRNA ¢ algo complexo e depende de diversos fatores além dos
mencionados acima, como a posi¢do subcelular do microRNA, nivel de mRNAs, alvos
disponiveis e compatibilidade da interacdo. Normalmente, em animais, a forma mais comum
de interagdo microRNA:mRNA ¢ através da regido de semente. E, em alguns casos, pode
ocorrer uma interagdo do miRNA com outras regides, como na extremidade 5’UTR do mRNA
e por meio de sequéncia de codificacdo (levando ao silenciamento da expressdo génica) ou
através de promotores de gene (ativando a transcricdo) (O’BRIEN ef al., 2018; RANI;
SENGAR, 2022).

4.2.1.2 Fungao, biologia e aplicagdo clinica

Os microRNAs sdo importantes reguladores que atuam em diversos processos
fisiologicos, com fungdes criticas sobre vias celulares (como crescimento, proliferagdo,
diferencia¢do e apoptose), metabolismo e manuten¢do da homeostase tecidual, assim como
exercem funcdo reguladora sobre a resposta imune, resposta ao estresse € carcinogénese

(GEBERT; MACRAE, 2019; HUANG, 2017; REDIS et al., 2012; SCHULTE; KARAKAS;
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ZELLER, 2017; WANG; CHEN; SEN, 2016). Também atuam como sinalizadores celulares,
favorecendo a comunicagdo célula-célula (GEBERT; MACRAE, 2019; RANI; SENGAR,
2022).

Eles sao expressos de forma especifica em diferentes tecidos e tipos celulares € uma
desregulacdo da sua expressao pode culminar em diversos processos patologicos (GEBERT;
MACRAE, 2019; HUANG, 2017; REDIS et al., 2012; SCHULTE; KARAKAS; ZELLER,
2017; WANG; CHEN; SEN, 2016). Niveis desregulados de microRNAs foram relatados em
numerosos estudos envolvendo o cancer, doencas cardiovasculares, disturbios
neurodegenerativos, doencas musculoesqueléticas, hepaticas e renais, diabetes, infecgdes virais
e parasitarias, dentre outras afeccdes (HUANG, 2017; WANG; CHEN; SEN, 2016).

Com relagdo aos microRNAs circulantes, eles podem ser detectados em varios fluidos
corporais como sangue, plasma, soro, urina, saliva, leite, liquido cistico, suco pancreético ou
escarro (HUANG, 2017; KAMAL; SHAHIDAN, 2020; REDIS et al., 2012; SCHULTE;
KARAKAS; ZELLER, 2017). A sua secre¢do pode ocorrer por vazamento celular passivo, ou
de forma ativa por meio de vesiculas derivadas de membranas celulares (como exossomos,
microparticulas, vesiculas de desprendimento e corpos apoptoticos) ou por associagdo proteina-
miRNA (como lipoproteina de alta densidade [HDL], proteina Argonauta e nucleofosmida)
(KAMAL; SHAHIDAN, 2020; RANI; SENGAR, 2022; REDIS et al., 2012).

Estas moléculas tendem a ser bastante estdveis (HUANG, 2017; KAMAL;
SHAHIDAN, 2020; REDIS et al., 2012), principalmente devido a sua resisténcia a agdo de
ribonucleases, que pode ser decorrente: do seu acondicionamento em vesiculas; do dobramento
em formato de grampo, que leva a prote¢ao das bases nucleotidicas; do tamanho da molécula;
e/ou da sua ligagdo a proteina-microRNA. Isso possibilita que os microRNAs permanegam por
longos periodos presentes nos fluidos corporais (KAMAL; SHAHIDAN, 2020). Além disso,
alguns estudos tém identificado uma resisténcia dos microRNAs a variadas condigdes de
manuseio, como altos niveis de estresse, temperaturas elevadas, extremos de pH, ciclos
sequenciados de congelamento e descongelamento, ebulicdio e longos periodos de
armazenamento (KAMAL; SHAHIDAN, 2020; REDIS et al., 2012).

Condig¢des como sua estabilidade, o fato de serem encontrados amplamente em tecidos
e fluidos biologicos, e de terem expressao tecidual especifica em condicdes fisiologicas e
patologicas, sdo aspectos que chamam a atengdo para a utilizagdo dos microRNAs como
possiveis biomarcadores diagndsticos e/ou prognosticos ndo invasivos e alvos terapéuticos para
uma série de doengas em humanos e animais (HUANG, 2017; KAMAL; SHAHIDAN, 2020;
LI et al., 2015; RANI; SENGAR, 2022; REDIS et al, 2012; SCHULTE; KARAKAS;
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ZELLER, 2017; WANG; CHEN; SEN, 2016). A facilidade de acesso aos microRNAs
circulantes pode auxiliar no estabelecimento de novos marcadores que venham a ocupar
espacos ainda nao preenchidos pelos biomarcadores ja existentes, com maior sensibilidade e

especificidade (KAMAL; SHAHIDAN, 2020).

4.2.1.3 Detecg¢ao de microRNAs e previsdo de gene-alvo

Diversas técnicas tem sido utilizadas para detectar e quantificar os niveis de microRNAs
maduros nas amostras analisadas, como o ensaio de reagao em cadeia da polimerase quantitativa
de transcricao reversa (RT-qPCR), andlise de Northern blots, hibridizagdo in situ, microarray
de microRNA, sequenciamento de proxima geragdo (NGS), ensaios de prote¢do de RNase e
ensaio baseado em nanotecnologia (FORERO ef al., 2019; HUANG, 2017; REIS-FERREIRA
et al., 2022; SEMPERE; AZMI; MOORE, 2021; WANG; CHEN; SEN, 2016).

Dentre estes métodos, o ensaio de RT-qPCR ¢ a técnica amplamente utilizada, com
diferentes tipos de abordagens e kits comerciais disponiveis (FORERO et al., 2019). Ela surgiu
como um método de alta sensibilidade para identificar a expressdao de microRNAs, através de
uma pequena fracdo de material de partida (SEMPERE; AZMI; MOORE, 2021). Além disso,
esta técnica superou aspectos relacionados ao tamanho curto dos microRNAs, ao fornecer uma
sequéncia estendida em um primer capaz de permitir a transcri¢do reversa da sequéncia do
microRNA compativel ao seu tamanho, com uso de uma sonda TagMan® especifica para cada
microRNA estudado (FORERO et al., 2019; SEMPERE; AZMI; MOORE, 2021). E
considerada uma técnica padrdo-ouro para deteccio de microRNAs circulantes (REIS-
FERREIRA et al., 2022).

Além da deteccao dos microRNAS, ¢ importante também determinar qual sua funcao
sobre os processos biologicos ou patolégicos aos quais regulam. E evidente que a fungio
biologica dos microRNAs estd atrelada aos mRNAs que eles modulam. Logo, para entender a
sua fun¢do, ¢ preciso identificar seus alvos de regulagdo bem como identificar a interacao
existente entre eles. Uma das melhores formas de se chegar a este objetivo € através de
predi¢des computacionais de genes-alvo associadas a validagdo experimental das interagdes

entre microRNA-mRNA alvo (CHANG; MENDELL, 2007; RIOLO et al., 2021).

4.2.2 Uso do microRNAs como potenciais biomarcadores para doencgas cardiacas
Estudos na area de expressdo génica tem demonstrado o importante papel dos

microRNAs na regulacdo de processos bioldgicos relacionados ao desenvolvimento,
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manuten¢do e fungdo cardiaca. Também foi observado que a expressao anormal de microRNAs
esta atrelada a diversos disturbios cardiovasculares (GURHA, 2016; HUANG, 2017
SHEHADEH; HARE, 2013; WANG; CHEN; SEN, 2016). Com isso, a aplicabilidade dos
microRNAs como biomarcador diagndstico, de acompanhamento de tratamento e prognostico
de doengas cardiovasculares tem sido extensivamente estudada (COLPAERT; CALORE, 2019;
GURHA, 2016; REIS-FERREIRA et al., 2022; SCHULTE; KARAKAS; ZELLER, 2017;
ZHAO, 2018).

Em humanos, foram relatados niveis alterados na expressao dos microRNAs em quadros
de hipertrofia cardiaca, fibrose cardiaca, isquemia miocardica, angiogénese, apoptose,
contratilidade e regeneragdo cardiaca, e metabolismo lipidico, bem como em condigdes
especificas como o infarto do miocardio (IM), arritmias (fibrilacdo atrial), aterosclerose, doenca
arterial coronariana (DAC), cardiomiopatias, estenose adrtica e ICC, tanto a nivel tecidual
quanto circulante (COLPAERT; CALORE, 2019; GURHA, 2016; HUANG, 2017; WANG;
CHEN; SEN, 2016; ZHAO, 2018). Alguns exemplos de microRNAs circulantes identificados
e bastante estudados como possiveis marcadores sao o miR-1, miR-208a ¢ o miR-499, em
quadros de ICC e IM (COLPAERT; CALORE, 2019; SCHULTE; KARAKAS; ZELLER,
2017; ZHAO, 2018).

Em animais, além dos estudos que utilizam camundongos ou ratos como modelo
experimental em investigagdes de condicdes cardiovasculares que comumente afetam os
humanos (COLPAERT; CALORE, 2019; GURHA, 2016; SCHULTE; KARAKAS; ZELLER,
2017; ZHAO, 2018), também sao encontrados estudos direcionados a caes (CHEN et al., 2014;
HULANICKA et al., 2014; REIS-FERREIRA et al., 2022; RO et al., 2021; STEUDEMANN
et al., 2013) e gatos (JOSHUA et al., 2023; WEBER et al., 2015).

Em caes, observamos trabalhos direcionados a enfermidades cardiovasculares induzidas
ou naturalmente adquiridas, avaliando o perfil de expressdo e alteracdo nos niveis de
microRNAs teciduais ou circulantes, e identificagdo e qualificagdo de microRNAs (CHEN et
al.,2014; Ll et al., 2015; REIS-FERREIRA et al., 2022; RO et al., 2021a; STEUDEMANN et
al., 2013). Foram observadas alteragdes na expressao de microRNAs em quadros de ICC
(CHEN et al., 2014; JUNG; BOHAN, 2018), doenca valvar mixomatosa mitral (DVMM)
(BAGARDI et al., 2022; HULANICKA et al., 2014; JUNG; BOHAN, 2018; LI et al., 2015;
RO et al., 2021a,b), cardiomiopatia dilatada (CMD) (STEUDEMANN et al., 2013), arritmias
(Fibrilagdo atrial) (ZHANG et al., 2015), condi¢des que levam a hipertrofia concéntrica e
excéntrica (como Estenose pulmonar e Persisténcia do ducto arterioso) (RO et al., 2021a),

dirofilariose (BRAMAN et al., 2018; TRITTEN et al., 2014) e cardiotoxicidade induzida por
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doxorrubicina (BEAUMIER et al., 2020). Também foi relatado por Vacchi-Suzzi et al. (2013)
o perfil de expressao de microRNAs em diferentes fragmentos de tecido cardiaco saudavel de
cades, macacos ¢ ratos, com o objetivo de produzir um atlas transcriptdmico do coragdo
(VACCHI-SUZZI et al., 2013).

Ja em gatos, foram observados estudos voltados a avaliacdo do perfil de expressao de
microRNAS em musculatura cardiaca esquerda (JOSHUA et al., 2023) e soro (WEBER et al.,
2015) de animais com cardiomiopatia hipertrofica (CMH).

4.2.2.1 Principais microRNAs envolvidos na Doeng¢a Valvar Mixomatosa Mitral em cdes

Os estudos abrangendo os microRNAs na DVMM em cdes comegaram a surgir por volta
de uma década. De 14 para ca, dentre os trabalhos encontrados, a maior parte avalia microRNAs
circulantes (soro e plasma) (BAGARDI et al., 2022; HULANICKA et al., 2014; JUNG;
BOHAN, 2018; LI et al., 2015; RO et al., 2021; 2021a), e apenas um relata sobre microRNAs
em cultura de células intersticiais valvares (VIC) de véalvulas mitral doentes (YANG ef al.,
2018).

As abordagens destas pesquisas sdo diversas e voltadas para analise do perfil de
expressao destas biomoléculas (LI et al., 2015; YANG et al., 2018), avaliacao da expressao de
microRNAs previamente selecionados de estudos com humanos ou camundongos e ratos
(HULANICKA et al., 2014), avaliacdo da expressdo de microRNAs previamente selecionados
de estudos com DVCM em cdes (BAGARDI et al., 2022), identificacdo dos microRNAs
diferencialmente expressos (HULANICKA et al., 2014; LI et al., 2015; YANG et al., 2018),
previsao de possiveis genes-alvo (JUNG; BOHAN, 2018; LI et al., 2015; YANG et al., 2017),
e comparagdes com dados clinicos (RO ef al., 2021a) e ecocardiograficos (GHILARDI et al.,
2022; RO et al., 2021a). Um resumo destes estudos e da expressao dos microRNAs se encontra

disponivel no quadro 2.



Quadro 2 — Resumo dos principais microRNAs expressos na Doenga Valvar Mixomatosa Mitral em caes.

(continua)
Referéncias N amostral*  Abordagem da Tipo de amostra Método de microRNAs Conclusdes
pesquisa deteccéo diferencialmente
expressos
Hulanicka et 23 (A=8; B=8;  Avaliacao da expressdo Plasma RT-gPCR miR-30b (]) - miR-30b pode ser um
al. (2014) Cc=7) de microRNAs miR-133b ({[C]; 1[B]) potencial biomarcador de
previamente insuficiéncia cardiaca
selecionados de estudos ACVIM estagio B em
com humanos ou Daschunds
camundongos e ratos
- miR-133b pode ser um
potencial biomarcador de
ACVIM estagio C
Lietal. (2015) 18 (A=6; Perfil de expressao de Soro RT-gPCR (1): miR-103, miR-98, - Aumento da expresséao de
B1+B2=6; microRNAs let-7b e let-7c microRNAs conforme a
C+D=6) gravidade da doenca
Previsdo de possiveis (}): miR-302d, miR-380,
genes-alvo miR-874, miR-582, miR- - Possibilidade de uso dos
490, miR-329b e miR- microRNAs como
487b biomarcadores e podem
fornecer informacdes sobre
vias regulatorias genéticas da
doenca
Jung e Bohan 17 (A=9; C=8) Perfil de expressao de Plasma NGS e RT- (1): miR-133, miR-1, let- - Sugeriram que o padréo de
(2018) microRNASs gPCR! 7e, miR-125a expressdao dos microRNAS

()% miR-30c, miR-128,
miR-142 e miR-423

eram Unicos

- Possibilidade de uso dos
microRNAS como
biomarcadores

[43



Quadro 2 — Resumo dos principais microRNAs expressos na Doenga Valvar Mixomatosa Mitral em caes.

(continuagao)

Ro et al. 15 (controle=5; Identificacdo de
(2021) DVMM ACVIM microRNAs
C+D=5; diferencialmente
EP=5) expressos
Ro et al. 82 (controle= Avaliagéo da expressdo
(2021a) 10; DMVM=35; de microRNAs
PDA=21; EP=7) previamente
selecionados de estudos
DVMM com DVMM em cées
(B1+B2=8; (RO et al., 2021)
C=22; D=b)

Comparag6es com dados
clinicos e
ecocardiogréaficos

Soro Microarrays

Soro RT-gPCR

DMVM:
(1): miR-130b
(}): miR-375, miR-425,
miR-30d, miR-30c, miR-
151, let-7b, miR-19b, let-
79

EP:
(1): miR-346
(}): miR-30c, let-7b,
miR-505
DMVM, PDA e EP:
(1): miR-130b, let-7b,
miR-30c, miR-30d, miR-
19b, miR-425, let-7g,
miR-151, e miR-505

DVMM:
(1): miR-130b (B1+B2)

DMVM e PDA
(hipertrofia excéntrica)
(1): miR-375; miR 346

EP (hipertrofia
exceéntrica)
(1): miR-375; miR 346

- Possibilidade de uso dos
microRNAs como
biomarcadores para
hipertrofia cardiaca excéntrica
(DVMM) e concéntrica (EP)

- Possibilidade de uso dos
microRNAs como
biomarcadores e alvos
terapéuticos para diversas
doencas

- O miR-130b foi considerado
um promissor biomarcador
precoce paraa DVMM em

cdes estagio B

€¢



Quadro 2 — Resumo dos principais microRNAs expressos na Doenga Valvar Mixomatosa Mitral em caes.

(continuagao)

Bagardi et al. 44 (A=11;
(2022) B1=33)
Ghilardi et al. 35 (A=T7;
(2022) B1=19; B2=6;
C=3)

Avaliacao da expressao
de microRNAs
previamente
selecionados de estudos
com DVCM em cées
(HULANICKA et al.,
2024)

Comparagéo com dados
clinicos

Avaliacdo da expresséo
de microRNAs
previamente
selecionados de estudos
com DVCM em cées
(HULANICKA et al.,
2024; BAGARDI et al.,
2022)

Comparag6es com dados
ecocardiogréaficos

Plasma

Plasma

RT-qPCR

RT-GPCR

(1): miR-30b

miR-30b

- A expressdo do miR-30b foi
significativamente maior em
CKCS estagio B1 da DVMM
em comparagdo a CKCS
estagio A

- A expressdo do miR-30b foi
significativamente maior em
CKCS estagio B1 da DVMM
em diferentes faixas etérias,
em comparagéo a CKCS
estagio A

- Aumento nos niveis de miR-
30b foram associados a
formas mais leves da DVMM

- E esperado que CKCS que
apresentem niveis elevados de
miR-30b na primeira
avaliagdo cardioldgica,
apresentem menor variagéo
em ecocardiograma realizados
em diferentes tempos (T0 e
T1)

143



Quadro 2 — Resumo dos principais microRNAs expressos na Doenga Valvar Mixomatosa Mitral em caes.

(conclusdo)
Yang et al. ex-miRNAs=27 Perfil de expressao de Plasma RT-gPCR Avancar da idade: - Alteragdes na expressdo de
(2017) (controle ex-miRNAs e (1): ex-miR-181c eex-  ex-miRNAs foram observadas
1d0s0s=6; microRNAs miR-599 em cées com o avangar da
controle ():ex-miR-9 e ex-miR- idade, guando desenvolvem
jovens=7; com 495 DVMM assintomaética e
DVMM guando evoluem para ICC
assintomatico=7; Assintomaticos:
com DVMM (1): ex-miR-9 - MicroRNAS circulantes ndo
sintomatico=7 (]): ex-miR-599 apresentaram diferenca
significativa em taxa de falsa
microRNAs=26 Sintomaticos: descoberta <15%
(controle=8; (1): ex-miR-181c e ex-
com DVMM miR-495 - Alteragdes na expressdo de
assintomatico=8; ex-miRNASs parecem ser mais
com DVMM representativos do estado da
sintomatico=11) doenca do que os microRNAs
circulantes livres
Yang et al. - Perfil de expressao de Células RT-gPCRe  (]): let-7c, miR-17, miR- - A reducgdo dos microRNAs
(2018) microRNAs intersticiais NGS 20a, miR-30d let-7c, miR-17 e miR-20a
valvulares de podem favorecer a
valvulas mitrais diferenciacdo miofibroblastica
de cdes sem e e a senescéncia celular e a
com a DVMM reducdo do miR-30d pode

promover apoptose celular
Abreviaturas: CKCS: Cavalier King Charles Spaniel; DVMM: Doenga valvar mixomatosa mitral; EP: Estenose pulmonar; ex-miRNAs:
microRNAs exossomais; ICC: insuficiéncia cardiaca congestiva; NGS: Sequenciamento de proxima geracdo; RT-qPCR: Reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real quantitativa
*N amostral total (N amostral dividido por grupos)
'a RT-qPCR foi utilizada para validacdo e confirmacdo da expressao pela NGS
*houve uma expressao reduzida de 88 microRNAs, sendo estes quatro selecionados pelos autores a partir de resultados de andlise de ontologia
génica e analise de bioinformatica, associados a informagdes adquiridas de estudos prévios. by
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Dentre os microRNAs identificados nestes estudos, o miR-30b e o miR-130b
apresentaram resultados de expressdo que os potencializam como possiveis biomarcadores para
a DVMM (BAGARDI et al., 2022; GHILARD et al., 2022; RO et al., 2021a).

Hulanicka et al. (2014) analisaram a expressao de nove miRNAs descritos como
envolvidos em enfermidades cardiovasculares humanas, no plasma de Daschunds com DVMM.
Como resultado, eles observaram uma expressao significativamente reduzida do miR-30b entre
caes do estagio B (incluindo estagios ACVIM B1 e B2 em um unico grupo) em comparagao
com o grupo controle (estagio A), e do miR-133b em caes do estdgio C vs. o grupo controle.
Seus achados mostraram que a expressao de microRNAs pode variar entre os estagios da doenga
e que estas moléculas poderiam servir como potenciais marcadores para a DVMM para os
referidos estagios (HULANICKA et al., 2014).

Bagardi et al. (2022) apresentaram resultados promissores com relacdo ao miR-30b
como potencial biomarcador precoce para DVMM. Ao estudar a expressao de trés microRNAs
(miR-1, miR-30b ¢ o miR-128) no plasma de Cavalier King Charles Spaniel (CKCS) com
DVCM estagio B, eles observaram aumento significativo na expressao do miR-30b em
comparagdo aos cdes ACVIM estagio A, em diferentes faixas etdrias, com uma precisdo
diagnéstica de discriminar entre individuos estagio B1 e saudaveis (BAGARDI et al., 2022).
Analises em animais estdgio B2 ndo foram realizadas por estes autores.

Ghilardi ef al. (2022) deram continuidade as pesquisas, comparando a expressao do
miR-30b em diferentes estdgios da DVMM em CKCS com pardmetros ecocardiograficos.
Como resultado, eles observaram que o aumento na expressao do miR-30b correspondeu a um
menor valor de didmetro diastolico final do ventriculo esquerdo normalizado para peso
corporal, volumes diastolico final e sistdlico final indexados para peso corporal e relagdo atrio
esquerdo/raiz adrtica. Desta forma, o aumento na expressdo deste microRNA foi correlacionado
a formas leves e estaveis da DVMM (GHILARDI et al., 2022). Comparagdes clinicas ndo foram
realizadas neste estudo, incluindo os diferentes estagios.

Em 2021, dois trabalhos do mesmo grupo de pesquisadores foram publicados, com
vistas a apresentar um perfil de expressdo de microRNAs circulantes em soro de cdes com
hipertrofia concéntrica e excéntrica e, um segundo, para identificar microRNAs circulantes
diferencialmente expressos e caracteriza-los como potenciais biomarcadores para varias
doencas cardiacas caninas (RO et al., 2021; 2021a). No primeiro trabalho, animais com DVMM
foram selecionados para compor o grupo de hipertrofia excéntrica, e os autores observaram o
aumento na expressao do miR-130b e a reducdo na expressao dos microRNAS miR-375, miR-

425, miR-30d, miR-30c, miR151, let-7b, miR-19b e let-7g, em caes estagio C/D da doenga (RO
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et al., 2021b). No estudo seguinte, estes 11 microRNAs foram analisados em varias doengas
cardiacas, incluindo a DVMM, sendo encontrado nesta ultima um aumento da expressdo do
miR-30b no estdgio B da doenca, porém, sem diferenca significativa na expressdao deste
microRNA nos estagios C e D (apesar de também serem regulados positivamente) (RO et al.,
2021a).

Ainda neste segundo estudo, foram feitas comparagdes entre o miR-130b e aspectos
clinicos, ecocardiograficos e dos niveis de NT-proBNP, e uma anélise ROC para avaliar a sua
utilizacdo como biomarcador para esta e outras doengas cardiacas. Uma correlagdo negativa
leve do miR-130b com a idade foi identificada, e uma forte correlagdo positiva foi detectada (r
>0,7) com a frequéncia cardiaca, NT-proBNP e relacio AE/Ao. Na anélise ROC, tanto o miR-
130b quanto o NT-pro-BNP foram incluidos, e, para as enfermidades DVMM, persisténcia do
ducto arterioso (PDA) e estenose pulmonar (EP), o microRNA apresentou 6tima area sob a
curva (AUC >0,7), sendo mais preciso do que o NT-pro-BNP para diferenciar caes saudaveis
de cies com DVMM estagio B, PDA e EP. Diante destes achados, o miR-130b foi relatado
como potencial biomarcador diagnodstico precoce para o estdgio B da DVMM, sendo
necessarios mais estudos, feitos de forma controlada, para entender os achados de tal estudo,
compreender o papel deste microRNA sobre a DVMM, e entender como esta biomolécula se

comporta em pacientes estagio B1 e B2 separadamente (RO et al., 2021a).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Tipo do estudo e solicitacio de Consentimento Livre e Esclarecido

Este foi um estudo experimental, prospectivo e exploratorio, o qual foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso dos Animais da Universidade Estadual de Santa Cruz (CEUA-
UESC), com numero de protocolo: n°33/2022.

Um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi entregue aos tutores durante
a selecao dos animais, contendo informacgdes sobre a natureza do estudo e solicitando a
autorizacdo para participacao, coleta de material bioldgico e acesso a exames complementares

disponiveis (APENDICE A).

5.2 Selec¢ao dos animais e coleta de material

Para o experimento, foram utilizados 35 caes, entre animais saudaveis e diagnosticados
com a Doenga Valvular Cronica de Mitral (DVCM), atendidos no Hospital Veterinario da UESC
(HOSPVET-UESC) e em clinicas veterindrias das cidades de Ilhéus e Itabuna, no periodo de
agosto a dezembro de 2023. Estes animais foram selecionados a partir de uma revisdo prévia
de prontuarios de caes atendidos nos locais referidos com suspeita ou diagnostico da doenga.
Uma abordagem feita diretamente aos discentes da UESC também foi realizada, contemplando
mais dez animais selecionados para o estudo.

Os animais passaram por exame clinico cardiologico e foram submetidos a realizagdo
dos seguintes exames complementares: ecocardiograma, radiografia tordcica e
eletrocardiograma. Para os cdes que ja possuiam estes exames disponiveis realizados em um
prazo de até seis meses, foi solicitado ao tutor a autorizacao para acesso. O prazo estabelecido
foi determinado de acordo com instrugdes do grupo CEG (Cardiac education group), formado
por uma equipe de cardiologistas veterindrios certificados que oferecem recomendagdes para
avaliacdo e tratamento de diversas doencas cardiacas em caes e gatos (CEG, 2016). Além disso,
a historia natural da doenca também foi considerada, sobretudo com relacao ao amplo periodo
de permanéncia dos cdes (em anos) na fase assintomatica (BORGARELLI; BUCHANAN,
2012), o que justifica uma maior confiabilidade no uso de exames dentro do prazo estabelecido.
Os dados clinicos (idade, sexo, raga, peso, frequéncia cardiaca e grau do sopro) foram coletados.

Tanto o historico prévio de suspeita e/ou diagndstico para a doenca, como a presenca de
exames diagndsticos que confirmassem a doenga foram utilizados para inclusdo dos animais no
estudo, estando estes em tratamento ou ndo. Todavia, os animais que apresentaram outros

distarbios cardiovasculares (congénitos ou adquiridos) que ndo a DVCM, ou que tiveram
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suspeita e/ou diagnostico de doengas sistémicas que cursem com altera¢do estrutural e/ou
funcional do coragdo (ex.: hiperadrenocorticismo, hipotireoidismo ou neoplasias) foram
excluidos do estudo.

Os caes foram divididos em quatro grupos, de acordo com a classificagdo ACVIM para
a DVCM (KEENE et al., 2019), distribuidos da seguinte forma: grupo A — cdes de pequeno
porte saudéveis - grupo controle (n = 9); grupo B1 - animais com DVCM assintomaticos, com
presenca de sopro/alteragao valvular, sem remodelamento ou com remodelamento cardiaco leve
(n = 11); grupo B2 - animais com DVCM assintomaticos, com presenca de sopro/alteragao
valvular e com remodelamento cardiaco que atenda aos critérios do estudo EPIC (n =5); grupo
C - animais com DVCM sintomaticos, com presen¢a de sopro/alteragdo valvular e com
remodelamento moderado a grave (n = 10).

Amostras de sangue foram entdo coletadas por puncdo venosa jugular ou cefélica, sendo
colhidos até SmL do material bioldgico, o qual foi dividido em duas fragdes: uma contendo
4mL e a segunda com ImL, sendo ambas adicionadas a tubos com anticoagulante acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA).

Os tubos contendo 4mL de sangue foram imediatamente acondicionados em gelo e as
amostras foram centrifugadas a 1.400rpm por 10 minutos a 4°C, para a separagdo do plasma.
Apos este processo, o plasma foi isolado e acondicionado em microtubos de 1,5mL estéreis, e
armazenado em ultrafreezer a -80°C até o isolamento do RNA. J4 os tubos contendo 1mL de
sangue foram utilizados para realizacdo de hemograma, como parte da avaliacdo geral do

paciente.

5.3 Extracio e quantificacio do RNA

O isolamento do RNA foi iniciado utilizando o método do TRIZOL, no qual um volume
de 300uL de plasma de cada amostra foi adicionado a um microtubo estéril previamente
preparado com 600uL TRIzol™ Reagent (Life technologies, USA — Molecular Research Center
Inc.), respeitando uma proporg¢ao de 1:3, de acordo a recomendagdo do fabricante. As amostras
e o reagente em questdo foram bem homogeneizados para evitar a presenca de grumos.

Em seguida, foi adicionado em cada tubo um volume de 200uL de cloroférmio, com o
objetivo de solubilizar as moléculas lipidicas e proteicas presentes na solugdo. O material foi
homogeneizado e mantido em temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, as amostras
foram submetidas a centrifugacdo a 14.000rpm, por 20 minutos, a 4°C para separacdo da
solucdo em trés fazes: fase rosa (inferior), rica em fenol proveniente do reagente; fase organica

(intermediaria), contendo restos de proteinas e material organico; e fase aquosa (sobrenadante),
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onde os RNAs sdo encontrados. Cerca de 600uL da fase aquosa foram transferidos para um
novo microtubo estéril. Um volume de aproximadamente 1000uL de isopropanol foi adicionado
em cada tubo e as amostras foram armazenadas a -80°C até o dia seguinte (overnight), para
promover o processo de purificagdo e precipitagao do RNA.

No segundo dia do protocolo, as amostras foram descongeladas em gelo e centrifugadas
a 14.000rpm, por 20 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi descartado vertendo-se o tubo de uma
vez, mantendo um pellet ou precipitado no fundo do tubo (onde se encontra 0 RNA). Um
volume de 1000uL de alcool 70% foi entdo adicionado em cada tubo com vistas a remover
restos de residuos de sais presentes, seguido pela centrifugagdo a 14.000rpm, por 20 minutos,
a 4°C. Ao final da centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e os tubos foram mantidos em
workstation por até 15-20 minutos até a secagem do pellet. Por fim, os pellets foram diluidos
em um volume de 20uL de dgua livre de RNAse e armazenados a -80°C até quantificagdo do
RNA extraido.

A quantificagdo do RNA de cada amostra foi realizada utilizando o equipamento
NanoDroop 2000/2000° (Thermo Scientific), em comprimento de onda de 260/280nm.

Amostras com quantificacdo >100ng/puL de RNA foram selecionadas para a sintese de cDNA.

5.4 Sintese de DNA complementar (cDNA)

Para a sintese de cDNA foram utilizados o kit de transcricdo reversa Tagman™
MicroRNA Reverse Transcription Kit em associacdo aos primers especificos para a transcrigdo
de cada microRNA a ser analisado (Applied Biosystems, Foster City, CA). Inicialmente, uma
dilui¢do prévia do RNA quantificado foi realizada utilizando 4gua livre de RNAse, para atingir
um volume de eluido final de SpL, com 100ng/pL de RNA (500ng de RNA total).

Em seguida, foram adicionados, para cada 500ng de RNA total: 1uL de primers
especificos para a transcri¢do de cada microRNA avaliado, 1,5uL de tampao de transcrigao,
0,15uL de ANTP (10mM), 1puL de Enzima Multiscribe, 0,2ul de inibidor de RNAse e dgua livre
de nuclease at¢ completar um volume final de 15uL (recomendac¢ao do fabricante). Os
parametros de ciclo térmico utilizados para a transcri¢ao reversa foram: 30min a 16°C, 30min
a 42°C e Smin a 85°C.

Ao final deste processo, as amostras foram diluidas em agua livre de RNAse até
completarem um volume final de 60uL e, em seguida, foram armazenadas a -20° até posterior

analise das expressdes génicas.
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5.5 Determinac¢io de um normalizador endogeno

A sele¢do de um microRNA de referéncia interna (normalizador) foi realizada com o
objetivo de identificar um microRNA enddgeno que fosse o mais estavel para ser utilizado na
quantificagdo da expressao dos microRNAs estudados. Para isso, cada um dos trés microRNAs
escolhidos para o estudo (BAGARDI et al., 2022b; GHILARDI et al., 2022a; HULANICKA et
al., 2014; JUNG; BOHAN, 2018; RO et al., 2021) foi utilizado como possivel candidato a
normalizador, a saber: cfa-miR-30b, cfa-miR-128 e cfa-miR-130b.

O valor de limiar de ciclagem (Ct) de cada microRNA candidato foi obtido utilizando o
método ACT, adquirido a partir da anélise de RT-qPCR (descrita na sessdo seguinte). Em
seguida, os dados foram plotados na plataforma RedFinder (http://leonxie.esy.es/RefFinder/),
que se utiliza de quatro diferentes ferramentas de algoritmos (Delta CT, Bestkeeper, Genorm e
o NormFinder) e de uma andlise global oriunda dos dados provenientes destas ferramentas
(soma da média dos valores obtidos), para indicar qual seria 0 microRNA de expressao mais
estavel.

A selecdo do controle enddgeno se deu pela identificacdo daquele que apresentou o
menor valor de estabilidade determinado pela analise do RefFinder. Para isso, quanto menor o
valor, mais estavel € o microRNA e isso indica uma semelhanga de sua expressdo em todos os
grupos de amostras avaliados no estudo, sendo o melhor para ser utilizado como normalizador.

Com base nos achados, o cfa-miR-128 apresentou-se como o mais estavel e foi

escolhido como normalizador para os resultados obtidos no estudo.

5.6 Anailise RT-PCR quantitativa (RT-qPCR)

Trés microRNAs selecionados a partir de estudos anteriores, considerados como
envolvidos na DVCM (BAGARDI et al., 2022b; GHILARDI et al., 2022a; HULANICKA et
al.,2014; JUNG; BOHAN, 2018; RO et al., 2021) foram utilizados para a analise por RT-qPCR,
com o intuito de detectar possiveis variacdes na expressdo dessas moléculas nas amostras
coletadas. Os microRNAs estudados foram: cfa-miR-30b-5p (ID do ensaio: 000602; sequéncia
do microRNA maduro: UGUAAACAUCCUACACUCAGCU); cfa-miR-128-3p (ID do
ensaio: 002216; sequéncia do microRNA maduro: UCACAGUGAACCGGUCUCUUU); e o
cfa-miR-130b-3p (ID do ensaio: 000456; sequéncia do microRNA maduro:
CAGUGCAAUGAUGAAAGGGCAU).

A técnica foi realizada utilizando o kit TagMan™ microRNA assay (Applied
Biosystems), as sondas especificas para RT-qPCR de cada microRNA avaliado (Applied
Biosystems) e o termociclador QuantStudio3 Real Time PCR System (Applied Biosystems).
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Todas as reacdes foram feitas em placas de 96 pogos. Os testes foram feitos em duplicata.

As misturas de amplificagdo foram preparadas e adicionadas nas placas, contendo: 20ng
de cDNA molde (9,5uL), 10uL de Tagman mastermix (Applied Biosystems), e 0,5uL das sondas
dos microRNAs, completando um volume final de 20uL. Um controle negativo também foi
inserido (sem cDNA), para verificacdo da efetividade do processo de reacdo da PCR. Na
sequéncia, as placas foram seladas e adicionadas ao termociclador, com as seguintes condi¢des
de ciclagem recomendadas pelo fabricante: 10 minutos a 95°C, 40 ciclos a 95°C por 15
segundos e a 60°C por um minuto.

Um valor de Ct foi atribuido para cada microRNA analisado, com base no valor de Ct
do microRNA de referéncia interna. Estes calculos foram feitos pelo QuantStudio™ Design &
Analysis Sofiware (Applied Biosystems) utilizando a formula 22¢T. Seus valores foram

utilizados para analise estatistica.

5.7 Analise estatistica

Os dados clinicos (idade, peso e frequéncia cardiaca) e de expressdo dos microRNAs
(2°2¢Y) foram submetidos a teste de normalidade utilizando o teste de Shapiro-Wilk. Para os
dados com distribui¢cdo normal foram calculadas a média e desvio padrdo. Uma analise de
proporcao foi realizada sobre os dados da variavel sexo. A one way ANOVA e o post test de
Tukey foram realizados para comparagdo entre grupos. J& os dados sem distribuicdo normal
foram avaliados pelo teste Kruskal-Wallis em conjunto com o teste Student—-Newman—Keuls
para comparacdo entre grupos. Os dados foram analisados usando os softwares Prism 5.01
(GraphPad, San Diego, CA, EUA) e o BioEstat 5.3 (Instituto Mamiraua, Tefé, AM, Brasil). As
diferencas estatisticas foram consideradas significativas quando p <0,05.

O valor de limiar de ciclo normalizado (ACt) de cada miRNA ser4 utilizado para calcular

a mudanga de dobra entre os grupos, usando o método 272,
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6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas clinicas gerais dos animais

Devido uma baixa expressao do RNA em 10 amostras de plasma dos caes selecionados,
houve um reajuste do tamanho amostral para 25 animais, os quais foram distribuidos pelos
grupos da seguinte forma: A (n=4), B1 (n=9), B2 (n=4) e C (n=8).

As caracteristicas clinicas dos animais recrutados estdo dispostas na tabela 1. A idade
dos animais variou de 7 a 14 anos, com idade média de 11 anos. A maior parte dos cdes eram
machos (55,56%) em comparacdo as fémeas (44,44%). O peso corporal apresentou um valor
médio de 6,41kg, variando entre 1,5 a 14,1kg. J4 a frequéncia cardiaca (FC) dos animais
apresentou média de aproximadamente 120bpm, com uma tendéncia a um aumento nos animais
do grupo C. Nao houve diferencga significativa entre os grupos para a idade, peso e FC.

Com relagdo as ragas dos animais, a maior parte dos caes atendidos foram Poodles (n=5)
e SRD (n=5), seguidos por Pinschers (n=1), Chihuahuas (n=2), Daschunds (n=2), Lhasa Apso
(n=2), Maltés (n=2), Fox Paulistinha (n=1), Snauzer (n=1), Spitz Alemao (n=1) e Yorkshire
Terrier (n=1). A disposicao do grau de sopro por grupo pode ser melhor observada na Tabela 1,

mostrando um aumento da intensidade com o avangar da doenga.

Tabela 1 - Aspectos clinicos dos cées incluidos no estudo de acordo com os grupos

Variaveis Grupo A Grupo B1 Grupo B2 Grupo C Total
(médiatDP)  (médiaxDP) (médiatDP) (médiatDP) (médiaxDP)

N amostral n=4 n=9 n=4 n=8 n=25
Idade (anos) 10+2,83 10,78+2,11 9,75+1,89 12,37+2,13 11+2,31
Sexo

F[n(%)]* 3(75) 4 (44,44) 0 (0) 2 (25) 9 (36)

M [n (%)]* 1(25) 5 (55,56) 4 (100) 6 (75) 16 (64)
Peso (kg) 5,87+4,82 7,67+3,12 6,85+1,14 5,06+2,05 6,41+2,97
FC (bpm) 115,5+12,69  118,78+17,25 111,75£3,30  129,12+19,35  120,44+16,51
Grau do sopro

Semsopro 4 3 - 1 8

I/VI

/V1 - 3 3 - 6

H/VIi - - 4 2 6

IVIVI - - - 4 4

VIVI - - - 1 1

Abreviaturas: FC: frequéncia cardiaca; DP: Desvio padrao.
*Valores dispostos em percentual.

6.2 Identificacao do normalizador endégeno
A analise para a escolha do microRNA normalizador foi realizada a partir da avaliacdo

do limiar de ciclagem (CT) e uso da ferramenta online RefFinder. A selecdo do microRNA de
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referéncia foi feita a partir dos trés microRNAs eleitos para o seguinte estudo, cuja a molécula
mais estavel foi escolhida para normalizacdao e quantificagdo dos dois microRNAs restantes
(utilizados para analise da expressao génica).

De acordo com a analise do RefFinder, foi observada uma unanimidade das quatro
ferramentas de algoritmos que o apoiam (Delta CT, Bestkeeper, Genorm € o NormFinder), em
apontar o miR-128 como a molécula mais estavel (Figura 2a-d). A analise global gerada (Figura
2e) veio para corroborar com estes achados, dando uma maior confiabilidade ao resultado
obtido.

Na Tabela 2 observamos com maior detalhamento os valores de estabilidade adquiridos
pelos algoritmos e analise global. Notou-se que os valores determinados pela Genorm foram
semelhantes entre o miR-30b e o miR-128, com ambos apresentando um valor inferior ao
miR130b. Para as demais analises, o0 miR-128 apresentou o menor valor, o que confirma a sua

sele¢do como normalizador.

Tabela 2 - Valor de estabilidade dos microRNAs miR-30b, miR-128 e miR-130b

Ferramentas de algoritmo miR-30b miR-128 miR-130b
BestKeeper 3,906 2,411 3,952
Delta CT 8,659 8,331 11,442
Genorm 5,548 5,548 9,477
NormFinder 4,786 2,806 10,753

Anélise global 1,682 1 3
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Figura 2 - Niveis de estabilidade do miR-30b, miR-128 e miR-130b avaliados em amostras do grupo A
(n=4) e dos grupos Bl (n=9), B2 (n=4) e C (n=8) a partir de quatro ferramentas de algoritmo: a)
BestKeeper; b) Delta CT (limiar de ciclagem); ¢) Genorm; d) NormFinder. No grafico e) observa-se a
analise global feita pela plataforma RefFinder, baseada na jun¢do das informagdes decorrentes dos
quatro algoritmos utilizados. Fonte: elaboragdo propria
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6.3 Expressao do miR-30b em cies com DVMM

De acordo com os resultados obtidos na RT-qPCR e analise estatistica aplicada, houve
uma reducao significativa da expressao do microRNA no grupo C em comparagdo ao grupo A

e ao grupo B2. Para os demais, ndo houve diferenca significativa (Figura 3).
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Figura 3 - Expressao relativa do miR-30b em amostras de plasma de cdes sem e com DVCM. Fonte:

elaboragdo propria.
*diferenga significativa (<0,05) entre os grupos A e C.
**diferenca significativa (<0,05) entre os grupos B2 e C.

6.4 Expressao do miR-130b em cdes com DVMM
Ao avaliar o miR-130b, foi verificada maior expressao pelo grupo A (controle), com

redugdo gradativa da expressdao dos grupos com DVCM (B1, B2 e C), entretanto sem que

houvesse diferenca significativa entre estes (Figura 4).
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Figura 4 - Expressao relativa do miR-130b em amostras de plasma de cdes sem e com DVCM. Fonte:
elaboragdo propria.
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7 DISCUSSAO

Os dados clinicos aqui apresentados (idade, sexo, peso, raga, frequéncia cardiaca e
grau/intensidade do sopro), corroboram com os achados encontrados na literatura.

Para este estudo, a idade e o peso dos caes recrutados foram controlados. Com relacao
a idade, a determinacdo da faixa etéria foi feita com base na idade em que estes animais sao
mais comumente afetados clinicamente pela doenga, de acordo com os dados epidemioldgicos
de incidéncia e prevaléncia disponiveis (BORGARELLI; BUCHANAN, 2012), assim como
pelos achados de Hulanicka et al. (2014) e Bagardi et al. (2022) que demonstram que o fator
idade parece nao influenciar na expressao de microRNAs na DVMM. Para o peso, os animais
recrutados tinham pesos variados, porém, dentro da faixa inferior a 20kg, sendo um limite de
peso que caracteriza os caes de pequeno porte, 0s quais apresentam maior prevaléncia para o
desenvolvimento da DVMM (BORGARELLI; BUCHANAN, 2012; BORGARELLI;
HAGGSTROM, 2010; GORDON; SAUNDERS; WESSELOWSKI, 2017; KEENE et al.,
2019; MATTIN et al., 2015; OYAMA et al., 2020).

Para o sexo, a maior parte dos animais afetados pela DVMM foram machos, em que
foram observados uma maior chance de desenvolvimento em comparagdo a fémeas (cerca de
1,5 vezes amais) (KEENE et al., 2019), a qual pode ser manifestada com maior propor¢dao em
caes mais jovens (BORGARELLI; HAGGSTROM, 2010; MATTIN et al., 2015).

No que se refere as ragas dos animais, todas as ragas aqui relatadas sao predispostas para
o desenvolvimento da doenga (BORGARELLI; BUCHANAN, 2012; MATTIN et al., 2015).
Caes sem raga definida também podem ser acometidos, uma vez que a doencga afeta animais de
pequeno porte (BORGARELLI; BUCHANAN, 2012; BORGARELLI; HAGGSTROM, 2010;
GORDON; SAUNDERS; WESSELOWSKI, 2017; KEENE et al., 2019; MATTIN et al., 2015;
OYAMA et al., 2020).

Com relagdo a frequéncia cardiaca, apesar de ndo ter sido observada uma diferenca
significativa por grupo, foi identificado um aumento da FC em caes sintomaticos. Este aumento
¢ um achado clinico esperado na DVMM (WARE; BONAGURA, 2022) por conta da ativacao
de mecanismos compensatorios € do aumento do trabalho cardiaco, na tentativa de manter o
débito cardiaco e a pressao arterial (BUSSADORI; ORICCO, 2023).

Sobre o grau e intensidade do sopro, a tabela mostra um aumento da gravidade do sopro
com o avangar da DVMM, o que também ¢ esperado. O aumento da intensidade do sopro tem
uma forte relagdo com a progressdo e gravidade da doenga, sendo importante para avaliar a

sobrevida dos animais (LJUNGVALL; HAGGSTROM, 2023; WARE; BONAGURA, 2022).
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Até o presente momento, o0 miR-128 ndo havia sido utilizado como normalizador de
dados de expressdo para a DVMM em caes. O intuito inicial era avaliar a sua expressao génica
junto aos demais microRNAs selecionados. Entretanto, mediante intercorréncias da
experimentacdo (devido a falhas na analise de outros normalizadores pré-selecionados), uma
nova andlise foi realizada entre os trés microRNAs eleitos para a andlise de expressdo na
doenga, e este microRNA foi remanejado para ser o normalizador da pesquisa, o qual mostrou
ser o mais estavel para desempenhar a fun¢ao de normalizagdo de dados, quando comparado ao
miR-30b e a0 miR-130b.

Para o devido entendimento e interpretagdo da expressdo génica de microRNAs e de
mRNAs pela RT-qPCR, ¢ de suma importancia que os dados sejam normalizados de forma
apropriada, utilizando-se de genes e/ou microRNAs enddgenos que sejam expressos de forma
estavel e abundante em todas as amostras avaliadas, independentemente do tipo de tecido, das
etapas pré-analiticas e do tempo de analise (DROBNA et al., 2018; FOCHI et al., 2021). Seu
objetivo € reduzir ao maximo a variagdo que pode ocorrer entre os grupos, fora as discrepancias
apresentadas frente a doenga e/ou tratamento analisados, uma vez que a técnica de RT-qPCR
visa analisar as diferengas obtidas entre grupos controle e caso nas amostras examinadas
(FOCHI et al., 2021).

Apenas um trabalho buscou selecionar um gene como normalizador endogeno para
analise de RT-qPCR em cdes com varias doengas cardiacas, incluindo a DVMM (RO et al.,
2021a), apesar deste ndo ser o foco primordial do estudo. Neste trabalho, os autores fizeram um
levantamento entre seis genes € um microRNA (SNORD61, SNORD68, SNORDOIS,
SNORD72, SNORD96A, RNU6 2 e celmiRNA-39), e identificaram que o SNORD61 foi o
mais estavel dentre os selecionados, sendo escolhido como normalizar do estudo (RO et al.,
2021a). Além deste gene, os microRNAs celmiRNA-39 (JUNG; BOHAN, 2018) e o miR-16-
5p (BAGARDI et al., 2022a; GHILARDI et al., 2022b; HULANICKA et al., 2014) também
foram utilizados como normalizadores em outros estudos de expressao de microRNAs em caes
com DVCM. A normalizagdo utilizando a média geométrica global (contendo todos os valores
de CT das amostras do experimento), também foi uma opcao utilizada por alguns autores (LI
etal.,2015; YANG et al., 2017, 2018).

Aqui, foi evidenciada uma estabilidade satisfatéria do miR-128 como normalizador,
com resultado unanime apresentado pelas quatro ferramentas de algoritmo utilizadas e
corroborado pela andlise global do RefFinder. A base utilizada pela plataforma RefFinder
consiste na determinagdo do grau de estabilidade dos microRNAs candidatos, sendo que esta

estabilidade € expressa de maneira inversamente proporcional ao valor obtido na andlise. Desta
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maneira, quanto menor o valor de estabilidade, mais estavel ¢ o microRNA, mostrando que
existe uma semelhanga de expressdao em todos os grupos de amostras utilizados no estudo.
Mesmo com esta estabilidade apresentada pelo miR-128, pesquisas adicionais para identificar
um bom normalizador para a DVMM sao aconselhadas, baseado em um método universal que
seja direcionado para esta doenca (DROBNA et al., 2018), uma vez que a utilizagdo
heterogénea de normalizadores endogenos constitui um desafio no delineamento de perfis de
microRNAs em fluidos corporais (REDIS et al., 2012).

Com relagdao ao miR-30b, a escolha deste microRNA para investigacdo no presente
estudo foi feita com base em trés estudos realizados, em que os mesmos apresentaram
resultados distintos (BAGARDI et al., 2022; GHILARDI et al., 2022; HULANICKA et al.,
2014), o que dificultou o entendimento de como a expressdao do microRNA se comporta na
doenca e em seus estagios.

No caso do estudo de Hulanicka et al. (2014) foram observadas uma redugdo
significativa na expressao do miR-30b em plasma de cdes Daschunds no estidgio B, e uma
reducdo na expressdo no grupo C que ndo apresentou relevancia estatistica. J4 Bagardi et al.
(2022) analisaram a sua expressao em plasma de CCKS observaram um aumento significativo
da expressdo em cdes do estagio B1 da doenga, em comparagdo ao grupo A (controle), sendo
avaliado apenas este estagio da doenca. No mesmo ano, Ghilardi ef al. (2022) publicaram em
seu trabalho uma tabela contendo valores de expressao do miR-30b nos diferentes estagios da
DVMM, demonstrando um aumento na expressao do microRNA em cdes com a doencga quando
comparados aos animais do grupo controle, porém, os autores ndo apresentaram uma analise da
diferenca estatistica destes dados no estudo. No resultado aqui apresentado, foi evidenciada
uma reducao significativa da expressao do miR-30b no plasma de cdes do grupo C, com relagdo
ao grupo A e o grupo B2. Este resultado ndo condiz com os apresentados acima, embora uma
tendéncia de reducdo da expressdo em plasma de cdes estagio C tenha sido identificada no
trabalho de Hulanicka et al. (2014).

Algo interessante de ser pontuado diz respeito a uma redugdo na expressdao deste
microRNA em estudos relacionados a distarbios cardiovasculares induzidos em ratos,
principalmente direcionados a fatores e genes que geram remodelamento ventricular (SONG et
al.,2015; PAN et al., 2013; ZHAO et al., 2020; ZHANG et al., 2019). Sabe-se que a familia
miR-30 ¢ expressa de forma abundante no coragdo e ¢ conhecida por apresentar importantes
fungdes sobre a apoptose, autofagia, inflamagao e estresse oxidativo, podendo atuar sobre genes
que estdo envolvidos de forma direta ou indireta no desenvolvimento de diversas doencas

cardiacas humanas (ZHANG et al., 2019). Como caes no estagio C da doenga apresentam um
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grau de remodelamento ventricular importante (KEENE et al., 2019), pode ser que haja uma
associacdo entre a reducdo da expressdo e o remodelamento ventricular em caes. Para
verificacao de tal suposicao, testes de validacao experimental para comprovagdo da interagao
entre genes relacionados ao remodelamento ventricular e o microRNA de interesse precisariam
ser realizados.

Na avaliagdo da expressdo do miR-130b, foi observada uma redugdo na sua expressao
em pacientes com DVMM em comparacdo com o grupo A, apesar do resultado nao ter
apresentado significancia estatistica (p>0,05). Ro ef al. (2021) identificaram em seu estudo um
aumento significativo da expressao do miR-130b no soro de cdes estagio B em comparagdo ao
grupo saudavel, sem obter diferenca significativa para os grupos C e D. Analisando a disposi¢ao
gréafica do resultado apresentado pelos autores, pode-se observar que ha uma reducao gradual
da expressao nos grupos C e D (RO et al., 2021a). Um aspecto similar foi observado no seguinte
trabalho, porém com uma tendéncia a reducdo em todos os grupos com DVMM, e ndo apenas
nos sintomaticos, como identificado por Ro et al. (2021a).

Em um estudo prévio realizado pelos mesmos autores (RO et al., 2021), a expressao do
miR-130b foi aumentada de forma significativa em caes estdgio C ou D com hipertrofia
cardiaca excéntrica, quando comparado ao grupo controle. Estes resultados diferentes
observados nestas pesquisas podem ser explicados diferentes fatores, como pela variagdo no
tamanho amostral de cada estudo, diferencas raciais, e uso de diferentes técnicas de detecgao
do microRNA (Microarrays vs. RT-qPCR).

Algumas limitagdes relacionadas ao presente estudo foram citadas ao longo desta
discussdo. O pequeno tamanho amostral e a heterogeneidade no nimero de amostras por grupo
entram como um dos principais fatores limitantes. Por se tratar de um estudo piloto, um
tamanho de amostra pequeno ¢ geralmente utilizado nas pesquisas de biomarcadores (KAMAL;
SHARIDAN, 2020). A intensdo para este estudo era de se obter dez amostras por grupo,
garantindo uma uniformidade. No entanto, entraves foram encontrados na selecdo dos animais
(ex.: baixa adesao pelos tutores; adequacgdo dos caes aos critérios de inclusdo e exclusdo), e na
fonte e/ou processamento das amostras (ex.: baixa quantificagdo do RNA), acabaram reduzindo
drasticamente o n amostral. Os autores da maioria dos trabalhos que avaliaram a expressao de
microRNAs na DVMM, também relataram estes aspectos como limitantes (BAGARDI et al.,
2022; GHILARDI et al., 2022; JUNG; BOHAN, 2018; LI et al., 2015; RO et al., 2021; 2021a;
YANG et al., 2018).

A variagdo na raga e no sexo (incluindo animais castrados e ndo castrados) nao foi

devidamente controlada neste estudo, o que pode ter interferido na expressao dos microRNAs.
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Estes fatores também ndo foram controlados em alguns trabalhos (BAGARDI et al., 2022;
GHILARDI et al., 2022; LI et al., 2015; RO et al., 2021;2021a). A influéncia do uso de
medicamentos também ndo foi controlada e avaliada no presente estudo, o que também nao foi
analisada por alguns autores (LI et al., 2015; RO et al., 2021;2021a), e nao foi citado por outros
autores (HULANICKA et al., 2014). No estudo feito por Bagardi et al. (2021), os caes
selecionados eram do estagio B1 e ndo faziam uso de medicamentos. Em outro estudo (JUNG;
BOHAN, 2018) um dos critérios de exclusao foi o uso de medicamentos para tratamento de
ICC (JUNG; BOHAN, 2018), porém, o miR-30b ¢ o miR-130b ndo foram avaliados nesta

pesquisa.
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8 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos no seguinte estudo, pode-se concluir que:

- O miR-128 pode ser utilizado como normalizador endogeno para analise de dados de
expressao de microRNAs circulantes na DVMM;

- O miR-30b apresentou diferenga significativa na sua expressdo, revelando uma
redugdo da expressdao em pacientes sintomaticos (grupo C).

- O miR-130b demonstrou uma tendéncia a redugao gradual da expressdao em caes com

DVMM.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

A possibilidade de uso dos microRNAs como potenciais biomarcadores cardiacos em
cdes com DVMM tem ganhado repercussdo nas pesquisas nos ultimos anos. Mesmo com 0s
avancos ja observados, ainda se sabe pouco acerca dos microRNAs e de sua utilizagado clinica.

Um aspecto relevante nos estudos diz respeito a determinag¢ao de normalizadores para a
DVMM. Neste trabalho, o miR-128 foi selecionado como a melhor opg¢do, podendo ser
utilizado como normalizador endogeno para analise de dados de expressao para a doenca. Esta
descoberta encoraja a realizagdo de mais estudos futuros, com o objetivo de determinar, entre
outros normalizadores e sob condigdes metodologicas universais, as melhores opgdes de
normalizadores a serem utilizados, padronizando marcadores internos que podem ser utilizados
em pesquisas de analise de expressao para esta doenga.

Os microRNAs miR-30b e miR-130b aqui avaliados foram destacados como os mais
promissores biomarcadores existentes para a doenca na literatura atual. Neste estudo, foi
possivel identificar uma expressao diferencial do miR-30b em caes sintomaticos e uma reducao
gradual da expressdao do miR-130b. A relevancia biologica da expressdo destes marcadores
merece ser mais investigada, assim como alguns pontos de limitacdo do estudo precisam ser
considerados ao analisar tais resultados.

A realizacdo de estudos maiores, controlados, detalhados, com um bom desenho
experimental e padroniza¢do da metodologia e de métodos estatisticos, sdo recomendados.
Além disso, para se atingir a aplicac¢do clinica dos microRNAs como biomarcadores ou alvo
terapéutico, outros modelos de estudos avaliando a expressdo a nivel tecidual e circulante, a
identificacao de possiveis genes-alvo, bem como a validacao experimental sdo particularmente
propostos, a fim de ampliar os conhecimentos e preencher as "lacunas" ainda existentes sobre

a dindmica dos microRNAs na DVMM em cies.
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APENDICE

Apéndice A — Modelo de Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Prezado(a) Sr(a) convido o(a) Sr(a). para participar na pesquisa que tem o titulo de
“IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE MICRORNAS EM TECIDO VALVAR
E PLASMA SANGUINEO DE CAES COM DOENCA VALVULAR CRONICA DE
MITRAL: ESTUDO EXPLORATORIO E COMPARATIVO”, que tem como objetivo
identificar e qualificar a expressdo de marcadores bioldgicos presentes no coracao e sangue de
caes, e buscar comprender o potencial papel destes marcadores na doenga cardiaca estudada.

No caso de aceitar fazer parte desta pesquisa, o seu animal sera submetido a realizagao
de exames diagndsticos (ecocardiograma e eletrocardiograma), exame fisico e clinico e a
colheita de sangue. Um exame de radiografia toracica, caso necessario, precisara ser realizado
em momento futuro, porém o Sr.(a) recebera a informagdo previamente, e serd marcado um
momento oportuno para realizacdo dele. Caso seu animal j& tenha realizado algum destes
exames diagnosticos em um prazo de até 6 meses, ele ndo precisard ser realizado e serd
solicitado ao(a) Sr(a) a autorizagdo para o acesso aos mesmos. A colheita do sangue do seu
animal ocorrera através da introducdo de uma agulha na veia, ap6s raspagem do pelo e limpeza
prévia da regido com alcool 70%. Para isso, o animal devera respeitar um jejum de 8 horas. No
caso de precisar repetir a colheita ou exame, sera solicitado ao Sr.(a) a repeticdo do
procedimento em momento oportuno. Todos estes procedimentos serdo realizados por uma
equipe treinada para tais exames. O Sr. (a) sera informado sobre os locais e datas de
agendamento e so assinara este documento estando ciente da necessidade de realizagdo de todos
os exames e colheitas solicitados. Informamos que os custos com os exames serdo de nossa
inteira responsabilidade, deixando-os isentos. Infelizmente o projeto ndo preve ressarcimento
para despesas de deslocamento do tutor e seu animal, para o local de colheita e realizagdo dos
exames.

A realizagdo dos exames diagnosticos e da colheita de sangue, que sdo procedimentos
rotineiros € comuns, podem causar um leve incomodo durante e apos o término em seu animal.
E possivel também haver um pouco de dor em decorréncia da picada da agulha na colheita do
sangue, € o local ficar levemente inchado e roxo, mas reforcamos que teremos uma equipe
treinada que fard o possivel para que esses efeitos indesejaveis ndo acontecam. Haverd a
necessidade da contencao fisica do seu animal.

A participagdo do animal na pesquisa serd importante pois permitird desenvolvermos
um estudo que possibilita aumentar os conhecimentos sobre o desenvolvimento da doenga
cardiaca estudada, que € bastante frequente em caes, sobretudo idosos e de pequeno porte. Caso
participe da nossa pesquisa, o(a) Sr(a) terd liberdade para pedir esclarecimentos sobre qualquer
questdo, bem como para desistir de participar da mesma a qualquer momento que desejar,
mesmo depois de ter assinado este documento; e ndo serd, por isso, penalizada de nenhuma
forma. Como beneficio direto, o seu animal passara por avaliagdo clinica e cardioldgica, bem
como por realizacdo de exames diagnosticos importantes, todos realizados de forma gratuita,
0s quais o Sr(a) tera acesso aos resultados e as orientagdes em casos de anormalidades. Como
beneficio indireto, o resultado deste estudo poderd contribuir de forma substancial para a
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compreensdo das funcdes e possiveis interferéncias dos marcadores pesquisados na doenga em
questdo. Os resultados também poderdo ser divulgados em meio cientifico € na propria
Universidade. Esta pesquisa foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC) que também podera esclarecer suas duvidas
quanto a mesma. A CEUA-UESC fica na Rodovia Jorge Amado, Km 16, Salobrinho, I1héus,
Bahia, funciona de 8h as 16h, na sexta-feira sendo que vocé podera entrar em contato através
do telefone: (73) 3680-5319 ou por e-mail: ceuauesc@gmail.com. Caso desista, basta avisar
ao(s) pesquisador(es) e este termo de consentimento sera devolvido, bem como todas as
informacdes dadas pelo(a) Sr(a) serdo destruidas e novas colheitas ndo serdo mais realizadas.
Como responsavel por este estudo comprometo-me em manter sigilo de todos os seus dados
pessoais e do seu animal, manter seu anonimato e vocé tera o direito a solicitar indenizacao,
caso entenda ter sofrido algum tipo de prejuizo fisico ou moral decorrente da pesquisa.

ALEXANDRE DIAS MUNHOZ

Pesquisador Responsavel Universidade Estadual de Santa Cruz, Departamento de Ciéncias
Agrérias e Ambientais Rodovia Jorge Amado, Km 16, Salobrinho, Ilhéus, Bahia, CEP:45662-
900 Telefone para contato: (73) 98881-3378.

Eu, ,RG , aceito
participar das atividades da pesquisa: “IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE
MICRORNAS EM TECIDO VALVAR E PLASMA SANGUINEO DE CAES COM
DOENCA VALVULAR CRONICA DE MITRAL: ESTUDO EXPLORATORIO E
COMPARATIVO”. Fui devidamente informado(a) e fornego permissdo para coleta de
informacgdes clinicas, exames diagnosticos e colheita de sangue do meu animal. Foi-me
garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isso leve a
qualquer penalidade, e que os dados de identificacdo e outros pessoais nao relacionados a
pesquisa serdo tratados confidencialmente.

Assinatura:

Testemunha 1

Testemunha 2

[Obs.: Informo que o presente documento sera obtido em duas vias (uma via para o sujeito da
pesquisa e uma para guarda do pesquisador) e serd impresso em folha tnica.]



Apéndice B — Valores de expressio do cfa-miR-30b e cfa-miR-130b

GRUPOS cfa_miR_30b

MICRORNAS
cfa-miR-mir_130b

226,9697451 149,5367414
624,8457116 189,736863
69,97929328 -
1195,050766 71,30128587
410,8181723 200,346874
391,768119 27,75847084
384,3051344 64,13636921
19,46561728 66,96596746
257,1303666 30,00968332
41,3081971 95,89317213
201,3213253 155,4553211
162,788637 55,20994236
278,8520738 140,9320755
617,7401065 42,38130744
165,8639092 14,91669679
528,1691364 74,50969177
403,340982 135,7074572
- 144,442971
120,3303026 116,8372251
9,820906458 6,335050807
234,8923942 33,69251433
88,94589935 15,62577878
39,44734204 50,08671851
23,02064243 9,685699137
22,02173435 149,4331263
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ANEXOS

Anexo A — Protocolo de Extracdo de RNA a partir de amostras de sangue (Adaptado de
LAPAGEN-UESC: POQ-LPAG-001-003)

1° Dia

1 - Adicionar 600uL de reagente TRIzol® em um microtubo de 1,5mL estéril;

2 - Adicionar 300-400uL de plasma ao reagente, homogeneizando bem até desfazer os grumos
formados;

3 - Adicionar 200uL de cloroférmio gelado, homogeneizando as amostras por pipetagem ou
vertendo o tubo por aproximadamente sete vezes.

4 - Deixar descansar sobre a bancada a temperatura ambiente por cinco minutos.

5 - Centrifugar a 14.000rpm, a temperatura de 4°C, por vinte minutos.

6 - Transferir aproximadamente 600uL do sobrenadante para um novo microtubo devidamente
identificado com a ID da amostra.

7 - Adicionar aproximadamente 1.000uL de Isopropanol gelado, vertendo o tudo por
aproximadamente cinco vezes a fim de homogeneizar o material.

8 - Armazenar em freezer a uma temperatura entre -80°C, até o dia seguinte (overnight).

2°Dia

1 - Descongelar as amostras.

2 - Centrifugar a 14.000rpm, a temperatura de 4°C, por vinte minutos.

3 - Descartar o sobrenadante de uma vez, mantendo o pellet.

4- Adicionar 1.000pL de alcool a 70% gelado.

5 - Centrifugar a 14.000rpm, a temperatura de 4°C, por vinte minutos.

6 - Descartar o sobrenadante e deixar os tubos com a abertura para baixo com a finalidade de
secar, por aproximadamente 30 minutos, observando a mudanca na cor do pellet.

7 - Adicionar aproximadamente 20puL de H-O milliQ autoclavada.

8 - Armazenar em freezer a uma temperatura entre -80°C a -20°C.
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Anexo B — Protocolo de Sintese de cDNA (Applied Biosystems)

1 - Diluir o RNA extraido em agua ultra pura para formar uma concentragdo de 500ng/5uL e
manter em gelo;

2 - Separar um microtubo estéril;

3 - Adicionar ao microtubo: 1,0uL de primers especificos para a transcri¢cdo dos microRNAs
(kit TagMan® reverse transcrition); 1,5uL de 10X Reverse Transcription Buffer; 0,15uL de
100mM dNTPs; 1,0uL de MultiScribe™ Reverse Transcriptase; 0,2uL de RNase Inhibitor; 4,5
pL de dgua ultra pura (livre de nuclease);

4 - Homogeneizar bem os reagentes dentro do tubo;

5 - Adicionar 10uL do mix nos tubos contendo as amostras de RNA extraido diluidas,
homogeneizando bem em cada amostra;

6 - Levar os tubos ao termociclador e configurar os parametros de ciclo térmico da seguinte
forma: 30min a 16°C, 30min a 42°C e 5min a 85°C;

7 - Ao finalizar, diluir as amostras em 45uL de dgua ultra pura;

8 - Armazenar o material a -20°.

Anexo C — Protocolo de analise de RT-qPCR (Applied Biosystems):

1 - Separar um microtubo estéril;

2 - Adicionar ao tubo: 10,0uL de Tagman mastermix (Applied Biosystems) e 0,5uL do primer
especifico para o microRNA utilizado na reacao (TagMan® microRNA assay);

3 - Separar uma microplaca de 96 pogos (MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate);

4 - Adicionar em cada pogo: 10,5uL do mix e 9,5uL de cDNA;

5 - Em um dos pogos, adicionar apenas o mix (controle negativo);

6 - Selar a placa;

7 - Levar ao termociclador com as seguintes condi¢des de reagdo: 10 min a 95°C, 40 ciclos a
95°C por 15 seg e a 60°C por 1 min.

8 - Ao final da leitura, descartar a placa em lixo apropriado.



