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RESUMO

A doenca mixomatosa da valvula mitral é a doenca cardiaca adquirida mais prevalente em caes,
exigindo um diagndstico precoce e monitorizacdo continua para uma gestdo clinica eficaz. Os
microRNAs, pequenas moléculas de RNA ndo codificante com func¢do reguladora da expressdo génica,
tém emergido como potenciais biomarcadores em doencas cardiovasculares. Entre estes, destaca-se
0 microRNA-146a pela sua implicacdo na modulacdo da resposta inflamatéria associada a remodelagéo
cardiaca e a progressdo para insuficiéncia cardiaca. O presente estudo teve como objetivo avaliar o
potencial diagndstico do miR-146a em cdes com DMVM, analisando a sua associagdo com parametros
ecocardiograficos de remodelacdo cardiaca esquerda e a sua correlagdo com os niveis plasmaticos de
NT-proBNP, biomarcador ja estabelecido em cardiologia veterinaria. Foram incluidos sessenta cdes,
distribuidos segundo a classificacdo do ACVIM (estadios B1, B2 e C), incluindo um grupo controlo. Os
animais foram ainda estratificados conforme a presenca de dilatacdo do atrio esquerdo e/ou
ventriculo esquerdo. Os niveis plasmaticos de NT-proBNP foram determinados, e a expressao relativa
do miR-146a foi quantificada por gRT-PCR. Nao foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos quanto a idade e ao peso corporal. A expressdo de miR-146a foi
significativamente mais elevada em cdes sintomaticos (estadio C) em comparagdo com os
assintomaticos (estadios B1 e B2), bem como em animais com dilatacdo do AE e/ou VE (p < 0,05). Os
niveis de NT-proBNP seguiram um padrdo semelhante. Observou-se ainda uma correlacdo positiva
entre os dois biomarcadores e os parametros ecocardiograficos AE/Ao e DIVEdN, indicadores classicos
de remodelacdo cardiaca esquerda. Estes resultados sugerem que o miR-146a podera constituir um
marcador adicional da progressao da DMVM, com potencial utilidade na estratificacao de risco e na
identificagdo de cdes em fases clinicas mais avancadas. A sua correlacdo com parametros
ecocardiograficos e com o NT-proBNP reforca o seu valor como ferramenta complementar de
monitorizacdo da doenca. No entanto, serdo necessarios estudos adicionais para validar a sua

aplicabilidade na pratica clinica veterinaria e consolidar o seu papel no contexto da rotina diagndstica.
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CASUISTICA

Durante o estagio curricular de 16 semanas realizado no Hospital Veterinario do Porto,
acompanhei 529 casos clinicos, maioritariamente em medicina interna. A urologia foi a area mais
representativa, com 85 casos (16,07%), dos quais se destacaram a doenga renal crénica (47,06%),
sobretudo em gatos geridtricos, e as obstrugdes uretrais (22,35%). Em cardiologia, acompanhei 84
casos (15,88%), sendo os diagndsticos mais frequentes a doenga mixomatosa da valvula mitral em cdes
e a cardiomiopatia hipertréfica em gatos, ambas com igual representatividade (20,24%). Em
gastroenterologia, acompanhei 76 casos (14,36%), dos quais se salientaram a pancreatite (21,05%) e
as gastroenterites de origem indeterminada (9,21%). A oncologia esteve presente em 71 casos
(13,42%), com maior incidéncia de linfoma multicéntrico (11,26%), o carcinoma de células escamosas
(8,45%) e mastocitoma cutaneo (7,04%). Na area de dermatologia foram registados 64 casos (12,10%),
entre os quais a dermatite atépica canina foi o diagndstico mais comum (37,5%), seguida da sindrome
atodpica felina (14,06%) e da otite externa (7,81%). No ambito das doengas infeciosas, acompanhei 40
casos (7,56%), sendo a panleucopenia felina o diagndstico mais frequente (25%), seguida da infecdo
por FIV (12,5%). Na endocrinologia foram observados 37 casos (7,00%), sendo particularmente
prevalentes a diabetes mellitus e o hipotiroidismo (ambos com 32,43%). O sistema respiratério contou
com 21 casos (3,97%), maioritariamente quadros de pneumonia e derrame pleural (19,05%). Na area
da neurologia, registei 17 casos (3,21%), com destaque para convulsdes idiopaticas (23,53%) e
sindrome vestibular periférica (17,65%). O mesmo numero de casos foi observado no sistema
musculoesquelético (3,21%), onde a rutura de ligamento cruzado cranial (29,41%) e fraturas
traumaticas (17,65%) foram as patologias mais comuns. Em oftalmologia, observei 8 casos (1,51%),
sendo metade deles Ulceras da cérnea (50%). Na teriogenologia, acompanhei 5 casos (0,95%), dos
quais 4 eram pidmetras e 1 mucémetra. Em hematologia, dos 4 casos acompanhados (0,75%), metade

correspondia a anemia hemolitica imunomediada (50%).
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Figura 1. Distribuigdo percentual dos casos acompanhados durante o periodo de estagio, por drea clinica.
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No ambito da clinica cirdrgica, participei em 34 procedimentos, dos quais 30 foram
intervengdes em tecidos moles (88,23%) e 4 em ortopedia (11,76%). As cirurgias de tecidos moles mais
comuns foram a ovariohisterectomia (33,33%) e a nodulectomia (30,00%). Assisti, ainda, a
procedimentos de maior complexidade, como bypass ureteral subcutaneo (SUB), implantagdo de
marcapasso cardiaco, valvuloplastia pulmonar e esternotomia, que permitiram o contacto com

cirurgias de maior exigéncia técnica e clinica.
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Figura 2. Distribuicdo percentual dos procedimentos cirirgicos acompanhados durante o periodo de estagio.
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1. INTRODUCAO

A doenca mixomatosa da valvula mitral (DMVM) é a doenca cardiaca adquirida mais comum
em caes, com especial incidéncia em ragas de pequeno a médio porte e idade avancada. Trata-se de
uma doenca crénica, progressiva e frequentemente silenciosa nas fases iniciais, sendo a
ecocardiografia o método de elei¢cdo para o seu diagndstico. No entanto, a realizagdo deste exame
nem sempre é possivel em todos os contextos clinicos, o que tem incentivado a procura por
biomarcadores complementares que permitam uma avaliacdo precoce e objetiva da progressdo da
doenca (Keene et al., 2019).

O fragmento N-terminal do péptido natriurético tipo B (NT-proBNP) é atualmente um dos
biomarcadores mais utilizados em medicina veterinaria para avaliar distensdo miocardica e sobrecarga
cardiaca, inclusive na DMVM (Hori et al., 2020). Apesar da sua reconhecida utilidade clinica apresenta
limitagGes que dificultam o diagndstico preciso (Wall et al., 2018). Estas limitagGes tém impulsionado
a procura por biomarcadores mais sensiveis e especificos, capazes de detetar precocemente
alteragGes e monitorizar de forma mais precisa a progressdo da doenca (Arroyo et al., 2018).

Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenas moléculas de acido ribonucleico (RNA) ndo codificantes
que regulam a expressdo génica a nivel pods-transcricional, participando em multiplas vias
fisiopatoldgicas. O avango do conhecimento na biologia cardiovascular tem permitido associar padrées
de expressdo alterada de determinados miRNAs a presenca de doencas cardiacas (Cakmak & Demir,
2020). Entre estes, destaca-se o microRNA-146a (miR-146a), reconhecido como um regulador negativo
da resposta imune inata e da inflamagdo. Embora os seus efeitos no tecido cardiaco sejam por vezes
contraditdrios, a desregulacdo dos seus niveis tem sido consistentemente associada a presenca de
remodelacdo cardiaca e insuficiéncia cardiaca, sugerindo o seu potencial como biomarcador da
progressdao destas condi¢cbes (He et al.,, 2019). No entanto, a sua expressdo na DMVM canina
permanece, até a data, pouco estudada.

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial diagndstico do miR-
146a em cdes com DMVM, explorando a sua associacdo com parametros clinicos e ecocardiograficos
da doenga, bem como a sua correlagdo com os niveis plasmaticos de NT-proBNP. Pretende-se, assim,
contribuir para a validacdao do miR-146a como biomarcador complementar na estratificacdo de risco e

na monitorizacao da progressao da DMVM em cdes.
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2. DOENGA MIXOMATOSA DA VALVULA MITRAL

2.1 Definigao

A DMVM é a doenca cardiaca adquirida mais comum em cdes, sendo uma importante causa
de insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) (Borgarelli & Buchanan, 2012). Também conhecida como
endocardiose, doenca valvular créonica e doenca degenerativa da valvula mitral, carateriza-se por uma
degenerescéncia lenta e progressiva da valvula mitral, que compromete a sua competéncia funcional,
resultando em prolapso e regurgitacdo mitral (RM) e subsequente dilatacdo do atrio esquerdo (AE) e

do ventriculo esquerdo (VE) (Fox, 2012).

2.2 Epidemiologia

A DMVM é responsavel por cerca de 75% das doencas cardiacas adquiridas em cdes, afetando
principalmente animais de racas pequenas e idade avancada (Ljungvall & Haggstrom, 2023). A
prevaléncia da doenga aumenta significativamente com a idade, sendo que mais de 85% dos cdes com
13 anos apresentam evidéncias de lesGes valvulares a necropsia. Racgas predispostas, como Cavalier
King Charles Spaniel (CKCS) e Teckel, desenvolvem a doenca precocemente, o que sugere uma
componente genética. A distribuicdo por sexo revela uma ligeira predominancia nos machos, que
parecem ser cerca de 1,5 vezes mais afetados do que as fémeas (Keene et al.,, 2019). Embora
predominante em cdes de pequeno porte (<20 Kg), a DMVM pode ocorrer em ragas grandes,
geralmente com evolucdo mais rapida e progndstico reservado (Borgarelli et al., 2004). A valvula mitral
é a principal estrutura afetada, porém, em aproximadamente 30% dos casos, observa-se também o

envolvimento da valvula tricispide (Borgarelli & Buchanan, 2012).

2.3 Etiopatogenia

A DMVM é uma condi¢do multifatorial cuja etiologia ndo se encontra completamente
elucidada. Evidéncias atuais apontam para uma forte componente genética, sobretudo em racas
predispostas como o CKCS, onde a doenca se manifesta de forma precoce e com elevada prevaléncia
(Swift et al., 2017). Nestes cdes, foram identificados loci nos cromossomas CFA13, CFA14 e CFA2, que
aparentam estar associados ao desenvolvimento de DMVM (Axelsson et al., 2021; Madsen et al.,
2011). Para além da predisposicdo genética, fatores biomecéanicos parecem desempenhar um papel
relevante na fisiopatologia da doenca. A tensdo mecanica crénica exercida sobre as cuspides mitrais,
resultantes do ciclo cardiaco, de alteracdes anatémicas ou do envelhecimento, pode, por si sé, atuar
como fator desencadeante primario do processo degenerativo (Menciotti et al., 2017). A combinacdo

entre estimulos mecanicos e predisposicdo genética promove a ativacdo de vias moleculares, como as
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do fator de crescimento transformador beta (TGF-B) e da serotonina, que induzem a transicdo
endotelial-mesenquimal das células endoteliais valvulares (CEVs) e a diferenciacdo das células
intersticiais valvulares (CIVs) em miofibroblastos (Aupperle et al., 2008; Oyama et al., 2020). Estas
células ativadas produzem matriz extracelular (MEC) de forma desorganizada, juntamente com
metaloproteinases, cuja expressdo aumentada, aliada a reducdo dos seus inibidores, acelera a
degradacdo do colagénio e da elastina, comprometendo a integridade estrutural da valvula (Obayashi
etal.,2011). Embora a inflamacdo ndo seja central neste processo, a presenca de macréfagos, citocinas

e miRNAs reguladores nas valvulas sugere um contributo adicional para a progressdo da lesdo

(Piantedosi et al., 2022).

2.4 Patologia e Fisiopatologia

A vaélvula mitral é uma estrutura complexa formada por cuspides, cordas tendinosas, musculos
papilares e anel mitral, que atuam de forma coordenada para garantir a coaptacao valvular durante o
ciclo cardiaco. Em condi¢bes normais, as cuspides sdo finas, translicidas e organizadas em quatro
camadas histoldgicas (atrialis, spongiosa, fibrosa e ventricularis), sustentadas por CEVs e ClVs, e por
uma MEC rica em colagénio e proteoglicanos (Fox, 2012).

Na DMVM ocorre um espessamento progressivo das cuspides mitrais, com formacdo de
nodulos, e alteragGes nas cordas tendinosas, que se tornam alongadas e propensas a rutura. Estas
alteracdes decorrem de uma remodelacdo desorganizada da MEC, resultante da expansao da camada
spongiosa e fragmentac¢do da camada fibrosa, comprometendo a resisténcia e a funcdo valvular. A
nivel celular, as CIVs, normalmente quiescentes, adquirem um fendtipo miofibroblastico ativo, com
producao aumentada de MEC e metaloproteinases, enquanto as CEVs sofrem apoptose, perda de
aderéncia a membrana basal e transicdo endotelial-mesenquimal. Estas alteragGes comprometem a
competéncia valvular, o que, por sua vez, favorece o prolapso e a RM (Fox, 2012).

A RM leva a sobrecarga de volume, desencadeando a dilatacao progressiva e hipertrofia
excéntrica das camaras cardiacas esquerdas. Inicialmente, a compensacdo ocorre através do
mecanismo de Frank-Starling, que aumenta a forca de contracdo em resposta ao estiramento das
fibras miocardicas. No entanto, a medida que a doenca progride e o débito cardiaco diminui, sdo
ativados mecanismos compensatérios neuro-hormonais, como o sistema nervoso simpatico e o
sistema renina-angiotensina-aldosterona, que promovem vasoconstricdo e retencdo hidrica para
manter a perfusdo sistémica (Oyama, 2009).

Com a progressao da doenga, estes mecanismos compensatorios tornam-se desadaptativos,
exacerbando a remodelac¢do cardiaca e a disfungdo miocardica. A dilatacdo progressiva do annulus

fibrosus favorece o aumento do orificio regurgitante, agravando a RM e perpetuando o ciclo
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degenerativo. Com o agravamento da RM, a pressdo retrograda sobre as veias pulmonares pode levar
a congestdo vascular e desenvolvimento de edema pulmonar e, em fases mais avancadas, a
hipertensdo pulmonar (HP) secundaria e insuficiéncia cardiaca direita (ICD) (Ljungvall & Haggstrom,
2023). Os jatos regurgitantes de alta velocidade podem, a longo prazo, provocar complica¢des graves
como a rutura das cordas tendinosas, que provoca um agravamento subito da regurgitacdo mitral e
desencadeia edema pulmonar fulminante, ou a rutura do AE, que pode resultar em tamponamento
cardiaco agudo, frequentemente fatal (Fox, 2012).

A degenerescéncia da valvula tricuspide, frequentemente associada a DMVM, pode originar
regurgitacdo tricispide, geralmente bem tolerada. Todavia, quando associada a HP ou estenose
pulmonar, pode levar a dilatacdo do ventriculo e atrio direitos, exacerbando a regurgitacdo triclspide
e contribuindo para o desenvolvimento de ICD, sobretudo em fases avangadas da doencga (Reinero et

al., 2020).

2.5 Sinais Clinicos

A DMVM em cdes apresenta um curso clinico lento e progressivo, muitas vezes silencioso nas
fases iniciais, sendo maioritariamente identificada apenas pela auscultacdo de um sopro cardiaco em
consultas de rotina. A medida que a doenca avanca, surgem sinais clinicos relacionados com ICC, entre
0s quais se destacam a intolerancia ao exercicio, taquipneia, prostracdo e tosse (Porciello et al., 2016).
A monitoriza¢do da frequéncia respiratéria em repouso pelos tutores tem-se revelado um método
sensivel para identificar o inicio de edema pulmonar, sendo um aumento sustentado da frequéncia
respiratoria (>30 respiragcdes/minuto) um indicador precoce de descompensacdo (Schober et al.,
2010).

A tosse é um dos sinais mais frequentemente relatado pelos tutores. Contudo, a etiologia da
tosse nem sempre é exclusivamente cardiaca. Muitos cdes afetados por DMVM apresentam doencas
respiratdrias concomitantes, como bronquite crénica ou colapso traqueal, o que torna a diferenciacdo
entre origem cardiaca e respiratéria particularmente desafiante. A tosse de origem cardiaca tende a
ser produtiva secundaria a congestdo pulmonar e, em casos graves, acompanhada de expetoracdo
espumosa rosada. Ja a tosse seca e irritativa pode estar associada a compressdo bronquica pelo AE
dilatado ou, mais frequentemente, a presenca de doenca respiratéria primaria. Nestes casos, a tosse
pode ser exacerbada pelo esforgo, a noite ou de manha (Ferasin & Linney, 2019).

O quadro clinico pode incluir ainda sincope transitdria, provocada por taquiarritmias, HP ou,
mais raramente, por rutura do AE. Em cdes com ICC avancada, surgem sinais de ICD, como ascite,

hepatomegalia, esplenomegalia, distensdo da veia jugular e pulso jugular visivel, e sinais


https://web.endnote.%2BTGp1bmd2YWxsLCBJLiA8L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPkjDpGdnc3Ryw7ZtLCBKLjwvYXV0aG9yPjwvYXV0aG9ycz48dGVydGlhcnktYXV0aG9ycz48YXV0aG9yPkNsYXVkaW8gQnVzc2Fkb3JpPC9hdXRob3I%2BPC90ZXJ0aWFyeS1hdXRob3JzPjwvY29udHJpYnV0b3JzPjx0aXRsZXM%2BPHRpdGxlPlRleHRib29rIG9mIENhcmRpb3Zhc2N1bGFyIE1lZGljaW5lIGluIGRvZ3MgYW5kIGNhdHM8L3RpdGxlPjwvdGl0bGVzPjxkYXRlcz48eWVhcj4yMDIzPC95ZWFyPjwvZGF0ZXM%2BPHBhZ2VzPjYzOC02OTA8L3BhZ2VzPjxlZGl0aW9uPkVkcmEgUHVibGlzaGluZyBVUyBMTEM8L2VkaXRpb24%2BPHNlY3Rpb24%%3D%3D
https://web.endnote.%2BTGp1bmd2YWxsLCBJLiA8L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPkjDpGdnc3Ryw7ZtLCBKLjwvYXV0aG9yPjwvYXV0aG9ycz48dGVydGlhcnktYXV0aG9ycz48YXV0aG9yPkNsYXVkaW8gQnVzc2Fkb3JpPC9hdXRob3I%2BPC90ZXJ0aWFyeS1hdXRob3JzPjwvY29udHJpYnV0b3JzPjx0aXRsZXM%2BPHRpdGxlPlRleHRib29rIG9mIENhcmRpb3Zhc2N1bGFyIE1lZGljaW5lIGluIGRvZ3MgYW5kIGNhdHM8L3RpdGxlPjwvdGl0bGVzPjxkYXRlcz48eWVhcj4yMDIzPC95ZWFyPjwvZGF0ZXM%2BPHBhZ2VzPjYzOC02OTA8L3BhZ2VzPjxlZGl0aW9uPkVkcmEgUHVibGlzaGluZyBVUyBMTEM8L2VkaXRpb24%2BPHNlY3Rpb24%%3D%3D
https://web.endnote.

gastrointestinais, como anorexia, vomitos e diarreia. Raramente, pode ocorrer edema periférico,
geralmente associado a ascite ou hipoalbuminemia grave (Ljungvall & Haggstrom, 2023).

O desenvolvimento de ansiedade noturna, inapeténcia progressiva, caquexia cardiaca e
preferéncia por decubito esternal sdo achados frequentes em cdes com descompensacdo da doencga.
Em racas de médio a grande porte, além da RM grave, é frequente a presenca de disfungdo miocardica

associada, o que agrava o progndstico (Borgarelli et al., 2007).

2.6 Diagnéstico

O exame fisico é frequentemente o primeiro passo na avaliacdo de cdes com suspeita de
DMVM. Nas fases iniciais, o Unico achado pode ser um sopro sistdlico, geralmente holossistdlico,
audivel com maior intensidade no apex cardiaco do hemitdrax esquerdo. A sua intensidade tende a
aumentar com a progressao da doenga, podendo, no entanto, atenuar-se em casos de regurgitacao
grave. A taquicardia em repouso é comum em fases descompensadas, refletindo a ativagdo do sistema
nervoso simpatico (Ljungvall et al., 2014).

Distinguir sinais de origem cardiaca e respiratdria pode ser desafiante. A presenca de arritmia
sinusal respiratdria em cdes com tosse intensa sugere uma causa respiratéria primaria, enquanto a sua
auséncia associada a outros sinais, como taquicardia persistente e sopros intensos, apontam para
envolvimento cardiaco avancado (Tilley, 2016). Estertores crepitantes, sobretudo em campos
pulmonares dorsocaudais, podem indicar edema pulmonar, mas exigem interpretacao cuidadosa,
especialmente em racas pequenas predispostas a doencas respiratdrias concomitantes (Ferasin et al.,
2013). A avaliagdo da perfusdo periférica, incluindo a coloracdo das mucosas e o pulso arterial, permite
identificar sinais de faléncia circulatoria (Ware et al., 2022). Em estadios terminais, podem surgir
caquexia, hipotermia e sinais de ICD, como ascite, hepatomegalia e distensao da veia jugular e pulso
jugular visivel (Ljungvall & Haggstrom, 2023). A monitorizacdo da frequéncia respiratoria em repouso
e das alteragdes no estado geral é essencial para detetar descompensagdes precoces e orientar o plano
terapéutico (Keene et al., 2019).

A radiografia toracica continua a ser uma ferramenta valiosa na avaliagdo de cdes com DMVM,
permitindo a identificacdo precoce de alteracdes estruturais e sinais de congestdao pulmonar. Nos
estadios iniciais, a silhueta cardiaca pode apresentar-se normal; no entanto, com a progressdo da
doenca, a dilatacdo do AE torna-se evidente, manifestando-se pela elevacao da traqueia e afastamento
dos broénquios principais. O indice cardiaco vertebral é amplamente utilizado para estimar o tamanho
cardiaco, sendo valores superiores a 10,5 sugestivos de cardiomegalia (Keene et al.,, 2019).
Adicionalmente, indices mais especificos, como o indice vertebral do AE >2,3 e a dimensdo radiografica

do AE 21,8 sdo considerados indicadores de dilatagdo atrial esquerda (Malcolm et al., 2018; Salguero
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etal., 2018; Vezzosi et al., 2021). A presenca de dilatacdo venosa pulmonar, acompanhada por padrdes
intersticiais ou alveolares bilaterais e simétricos, é indicativa de congestdo pulmonar, embora possa
ser confundida com doengas respiratérias crénicas. Em situagdes de insuficiéncia cardiaca aguda,
como ocorre na rutura de cordas tendinosas, pode desenvolver-se edema pulmonar mesmo na
auséncia de cardiomegalia evidente. Nos estadios mais avancados da doenca, podem também ser
observados sinais de ICC, como ascite, hepatomegalia e derrame pleural (Reinero et al., 2020).

A eletrocardiografia é util na detecdo e caraterizacdo de arritmias, como fibrilhacdo atrial,
taquicardia ventricular e extrassistoles. Altera¢Oes eletrocardiograficas, como ondas P de duragdo
aumentada (P mitral) ou complexos QRS alargados, podem refletir dilatacdo ou hipertrofia das
camaras cardiacas. No entanto, o eletrocardiograma apresenta sensibilidade limitada para a avaliacdo
da remodelacdo cardiaca, sendo a ecocardiografia o método de elei¢do para essa finalidade (Keene et
al., 2019). Em casos de sincope ou suspeita de arritmias intermitentes, esta indicada a monitorizacdo
eletrocardiografica continua com Holter, idealmente por um periodo de 48 horas, de modo a aumentar
a probabilidade de detec¢do de eventos arritmicos relevantes (Mavropoulou et al., 2021).

Os exames laboratoriais complementam o diagndstico, permitindo identificar comorbilidades
e monitorizar possiveis complicacdes. Em fases avancadas da doenca, é comum a elevagdo dos niveis
de ureia e creatinina, geralmente associada a hipoperfusdo renal ou uso de diuréticos, bem como
alteragOes eletroliticas e aumento das enzimas hepaticas, sobretudo por congestao hepatica. O lactato
também pode encontrar-se elevado em situa¢des de hipoperfusdo tecidular (Ware et al., 2022).
Quando presente, a anemia tende a ser ligeira e de origem multifatorial, podendo resultar de
hemodilui¢do ou disfunc¢do renal (Gavazza et al., 2020). Biomarcadores cardiacos, como o NT-proBNP
e a troponina | cardiaca (cTnl), sdo Uteis no apoio diagndstico, estratificacdo da gravidade e
progndstico, mas devem ser interpretados em conjunto com os restantes achados clinicos e
imagiologicos (Ogawa et al., 2021).

A ecocardiografia é o método de eleicdo para a avaliagdo da DMVM, permitindo identificar
alteragcGes morfoldgicas da vélvula mitral e quantificar o impacto funcional da RM. Nos estadios
iniciais, é possivel detetar espessamento e prolapso das cuspides mitrais, mais frequentemente da
cuspide anterior. A dilatacdo do AE é um dos principais indicadores de progressdo da doenca, sendo
que uma relacdo AE/aorta (AE/Ao) 21,6 é considerada sugestiva de dilatacdo. A remodelacdo
ventricular esquerda é avaliada através do didmetro interno em diastole, ajustado ao peso corporal
(DIVEdN), sendo valores >1,7 compativeis com hipertrofia excéntrica. Estes dois parametros sdo
fundamentais para a identificacdo de cdes em estadio B2, definindo o inicio do tratamento médico
(Keene et al., 2019). A funcéo sistdlica pode encontrar-se aumentada nas fases iniciais da DMVM,

refletindo um estado hiperdinamico compensatodrio, mas tende a diminuir a medida que a doenca



progride (Osuga et al., 2021). A gravidade da RM pode ser avaliada por Doppler continuo, analisando-
se a velocidade e o perfil espectral do jato regurgitante (Zheng et al., 2022). O Doppler colorido
complementa esta avaliagdo, permitindo estimar a direcdo, a extensdo e area do jato. A analise do
fluxo transmitral por Doppler pulsado, incluindo as ondas E e A e a razdo E/tempo de relaxamento
isovolumétrico, bem como o indice E/E” obtido por Doppler tecidular, fornece informacg&es sobre a
funcdo diastdlica e as pressbes de enchimento do AE (Kim & Park, 2015; Schober et al., 2010). A
avaliacdo do lado direito do coracgdo é igualmente essencial, especialmente para a detecdo de HP,
sendo a medicdo da velocidade do jato de regurgitacdo tricispide e outros parametros
ecocardiograficos ferramentas essenciais com valor progndstico estabelecido. Assim, a ecocardiografia
é uma ferramenta indispensavel para o diagndstico, estratificagdo, monitorizacdo e definicdo

terapéutica da DMVM (Ljungvall & Haggstrom, 2023; Tilley, 2016).

2.7 Tratamento

A abordagem terapéutica da DMVM visa retardar a progressao para ICC, controlar os sinais
clinicos e melhorar a qualidade de vida. O tratamento é delineado com base no estadio clinico,
segundo as diretrizes do Colégio Americano de Medicina Interna Veterinaria (ACVIM) (Keene et al.,
2019). No estadio B1, ainda sem evidéncia de remodela¢do cardiaca significativa, ndo esta
recomendado o inicio de tratamento médico. As prioridades incluem a monitorizacdo regular com
avaliacdo da pressdo arterial, radiografias toracicas, ecocardiografia e controlo da frequéncia
respiratdria em repouso. No estadio B2, com cardiomegalia documentada por ecocardiografia, mas
ainda sem sinais de ICC, estd indicado o inicio do tratamento médico. O pimobendan é o tratamento
de elei¢do, tendo demonstrado eficacia em atrasar o aparecimento da ICC e prolongar a sobrevida
(Boswood et al.,, 2016). A adicdo de um inibidor da enzima conversora da angiotensina e/ou
espironolactona pode ser considerada individualmente, embora a evidéncia de beneficio seja limitada
(Borgarelli et al., 2020). A restricdo ligeira de sddio na dieta é recomendada. Com o aparecimento de
ICC (estadio C), a terapéutica de base inclui furosemida, pimobendan e um inibidor da enzima
conversora da angiotensina, podendo ser adicionada espironolactona (Franchini et al., 2022). A
digoxina é indicada principalmente em casos de fibrilhacdo atrial, preferencialmente em combinacdo
com diltiazem (Gelzer et al.,, 2009). A monitorizagdo clinica e analitica é essencial para ajustar o
tratamento e prevenir efeitos adversos. No estadio D, correspondente a ICC refrataria, pode ser
necessario o uso combinado de diuréticos (como torasemida e hidroclorotiazida) e vasodilatadores
como a amlodipina (Chetboul et al., 2017). Os betabloqueadores, como carvedilol, podem ser
considerados com precaucdo em caes estaveis. O sildenafil pode ser atil em casos com HP secundaria.

A cirurgia de reparacdo da valvula mitral, embora pouco acessivel, pode ser considerada em casos


https://web.endnote.com/citations/eyJkaXNwbGF5VGV4dCI6IihJLiBManVuZ3ZhbGwgJiBKLiBIw6RnZ3N0csO2bSwgMjAyMzsgVGlsbGV5LCAyMDE2KSIsImNpdGF0aW9ucyI6W3siZ3VpZCI6ImE2OTZlZGQ1LTFiNDUtNDZjMy1iYzBiLWYxYWYzMjQxMmJiMyIsImJpYmxpb0NvbnRlbnQiOlt7InJlY29yZFN0YXR1cyI6ImFjdGl2ZSIsInllYXIiOiIyMDE2IiwicHVibGlzaGVyIjoiRWxzZXZpZXIiLCJwbGFjZVB1Ymxpc2hlZCI6IlN0LiBMb3VpcywgTU8iLCJncm91cEd1aWRzIjpbIjQ4Njk0MDQ5LTY0MzMtNGViMi04YTcyLTBiMjhhYmM5NWU4ZCJdLCJyc3htbCI6IjxyZWNvcmQ%2BPHJlZi10eXBlPjU8L3JlZi10eXBlPjxjb250cmlidXRvcnM%2BPGF1dGhvcnM%2BPGF1dGhvcj5UaWxsZXksIEwuUC47IFNtaXRoLCBGLlcuSy47IFNsZWVwZXIsIE0uTS47IE95YW1hLCBNLkEuPC9hdXRob3I%2BPC9hdXRob3JzPjxzZWNvbmRhcnktYXV0aG9ycz48YXV0aG9yPlRpbGxleSwgTC5QLjsgU21pdGgsIEYuVy5LLjsgU2xlZXBlciwgTS5NLjsgT3lhbWEsIE0uQS48L2F1dGhvcj48L3NlY29uZGFyeS1hdXRob3JzPjx0ZXJ0aWFyeS1hdXRob3JzPjxhdXRob3I%2BNXRoIGVkPC9hdXRob3I%2BPC90ZXJ0aWFyeS1hdXRob3JzPjwvY29udHJpYnV0b3JzPjx0aXRsZXM%2BPHRpdGxlPkFjcXVpcmVkIFZhbHZ1bGFyIERpc2Vhc2U8L3RpdGxlPjxzZWNvbmRhcnktdGl0bGU%2BTWFudWFsIG9mIGNhbmluZSBhbmQgZmVsaW5lIGNhcmRpb2xvZ3k8L3NlY29uZGFyeS10aXRsZT48L3RpdGxlcz48ZGF0ZXM%2BPHllYXI%2BMjAxNjwveWVhcj48L2RhdGVzPjxwYWdlcz4xMTEtMTQwPC9wYWdlcz48cHViLWxvY2F0aW9uPlN0LiBMb3VpcywgTU88L3B1Yi1sb2NhdGlvbj48cHVibGlzaGVyPkVsc2V2aWVyPC9wdWJsaXNoZXI%2BPGlzYm4%2BOTc4LTAtMzIzLTM5MzY1LTk8L2lzYm4%2BPHJlYy1ndWlkPmE2OTZlZGQ1LTFiNDUtNDZjMy1iYzBiLWYxYWYzMjQxMmJiMzwvcmVjLWd1aWQ%2BPHJlYy11c24%
https://web.endnote.
https://web.endnote.
https://web.endnote.%2BPGNvbnRyaWJ1dG9ycz48YXV0aG9ycz48YXV0aG9yPkJvc3dvb2QsIEEuPC9hdXRob3I%2BPGF1dGhvcj5Iw6RnZ3N0csO2bSwgSi48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPkdvcmRvbiwgUy5HLjwvYXV0aG9yPjxhdXRob3I%2BV2VzcywgRy48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPlN0ZXBpZW4sIFIuIEwuPC9hdXRob3I%2BPGF1dGhvcj5PeWFtYSwgTS4gQS48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPktlZW5lLCBCLiBXLjwvYXV0aG9yPjxhdXRob3I%2BQm9uYWd1cmEsIEouPC9hdXRob3I%2BPGF1dGhvcj5NYWNEb25hbGQsIEsuIEEuPC9hdXRob3I%2BPGF1dGhvcj5QYXR0ZXNvbiwgTS48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPlNtaXRoLCBTLjwvYXV0aG9yPjxhdXRob3I%2BRm94LCBQLiBSLjwvYXV0aG9yPjxhdXRob3I%2BU2FuZGVyc29uLCBLLjwvYXV0aG9yPjxhdXRob3I%2BV29vbGxleSwgUi48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPlN6YXRtw6FyaSwgVi48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPk1lbmF1dCwgUC48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPkNodXJjaCwgVy4gTS48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPk8nU3VsbGl2YW4sIE0uIEwuPC9hdXRob3I%2BPGF1dGhvcj5KYXVkb24sIEouIFAuPC9hdXRob3I%2BPGF1dGhvcj5LcmVza2VuLCBKLiBHLjwvYXV0aG9yPjxhdXRob3I%2BUnVzaCwgSi48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPkJh
https://web.endnote.
https://web.endnote.com/citations/eyJkaXNwbGF5VGV4dCI6IihHZWx6ZXIgZXQgYWwuLCAyMDA5KSIsImNpdGF0aW9ucyI6W3sicmVjb3JkIjp7InJlYy1ndWlkIjoiNjdmNGZjZTgtYzk5NS00YmFiLTk1NDktNDAzNGI2OGJkYmFkIiwidXJscyI6eyJyZWxhdGVkLXVybHMiOnsidXJsIjoiaHR0cHM6Ly9wdWJtZWQubmNiaS5ubG0ubmloLmdvdi8xOTY0NTgzNi8ifX0sImlzYm4iOiIwODkxLTY2NDAiLCJudW1iZXIiOiIzIiwidm9sdW1lIjoiMjMiLCJjb250cmlidXRvcnMiOnsiYXV0aG9ycyI6eyJhdXRob3IiOlsiR2VsemVyLCBBLiBSLiIsIktyYXVzLCBNLiBTLiIsIlJpc2huaXcsIE0uIiwiTW%%2BMTc8L3JlZi10eXBlPjxjb250cmlidXRvcnM%2BPGF1dGhvcnM%2BPGF1dGhvcj5HZWx6ZXIsIEEuIFIuPC9hdXRob3I%2BPGF1dGhvcj5LcmF1cywgTS4gUy48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPlJpc2huaXcsIE0uPC9hdXRob3I%2BPGF1dGhvcj5Nb8Ovc2UsIE4uIFMuPC9hdXRob3I%2BPGF1dGhvcj5QYXJpYXV0LCBSLjwvYXV0aG9yPjxhdXRob3I%2BSmVzdHksIFMuIEEuPC9hdXRob3I%2BPGF1dGhvcj5IZW1zbGV5LCBTLiBBLjwvYXV0aG9yPjwvYXV0aG9ycz48L2NvbnRyaWJ1dG9ycz48dGl0bGVzPjx0aXRsZT5Db21iaW5hdGlvbiB0aGVyYXB5IHdpdGggZGlnb3hpbiBhbmQgZGlsdGlhemVtIGNvbnRyb2xzIHZlbnRyaWN1bGFyIHJhdGUgaW4gY2hyb25pYyBhdHJpYWwgZmlicmlsbGF0aW9uIGluIGRvZ3MgYmV0dGVyIHRoYW4gZGlnb3hpbiBvciBkaWx0aWF6ZW0gbW9ub3RoZXJhcHk6IGEgcmFuZG9taXplZCBjcm9zc292ZXIgc3R1ZHkgaW4gMTggZG9n
https://web.endnote.%2BMTc8L3JlZi10eXBlPjxjb250cmlidXRvcnM%2BPGF1dGhvcnM%2BPGF1dGhvcj5DaGV0Ym91bCwgVi48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPlBvdWNoZWxvbiwgSi4gTC48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPk1lbmFyZCwgSi48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPkJsYW5jLCBKLjwvYXV0aG9yPjxhdXRob3I%2BRGVzcXVpbGJldCwgTC48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPlBldGl0LCBBLjwvYXV0aG9yPjxhdXRob3I%2BUm91Z2llciwgUy48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPkx1Y2F0cywgTC48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPldvZWhybGUsIEYuPC9hdXRob3I%2BPC9hdXRob3JzPjwvY29udHJpYnV0b3JzPjx0aXRsZXM%2BPHRpdGxlPlNob3J0LVRlcm0gRWZmaWNhY3kgYW5kIFNhZmV0eSBvZiBUb3Jhc2VtaWRlIGFuZCBGdXJvc2VtaWRlIGluIDM2NiBEb2dzIHdpdGggRGVnZW5lcmF0aXZlIE1pdHJhbCBWYWx2ZSBEaXNlYXNlOiBUaGUgVEVTVCBTdHVkeTwvdGl0bGU%2BPHNlY29uZGFyeS10aXRsZT5Kb3VybmFsIG9mIHZldGVyaW5hcnkgaW50ZXJuYWwgbWVkaWNpbmU8L3NlY29uZGFyeS10aXRsZT48L3RpdGxlcz48ZGF0ZXM%2BPHllYXI%2BMjAxNzwveWVhcj48L2RhdGVzPjx2b2x1bWU%2BMzE8L3ZvbHVtZT48aXNibj4xOTM5LTE2NzY8L2lzYm4%2BPGFic3RyYWN0PlRvcmFzZW1pZGUgcTI0aCBpcyBhbiBlZmZlY3RpdmUgb3JhbCBkaXVyZXRpYyBpbi

altamente selecionados (Uechi, 2012). Mais recentemente, a técnica transcateter com o dispositivo
V-Clamp tem-se afirmado como uma alternativa minimamente invasiva promissora, com evidéncias
preliminares de eficacia e seguranca na DMVM em caes (Potter et al., 2024). O tratamento da DMVM
deve, assim, ser adaptado ao estadio da doenca e a resposta individual, com base numa monitorizacdo
continua e sustentado pela melhor evidéncia cientifica disponivel (Atkins et al., 2009; Keene et al.,

2019).

3. BIDOMARCADORES CARDIACOS

3.1 Conceitos gerais

Um biomarcador é uma substancia bioldgica mensuravel que reflete processos fisioldgicos,
alteragGes patoldgicas ou respostas a intervencbes terapéuticas (Mobasheri & Cassidy, 2010).
Idealmente, um biomarcador deve apresentar alta sensibilidade e especificidade, ser estavel em
amostras bioldgicas e de facil quantificacdo, correlacionando-se com a gravidade da doencga (Oyama,
2015).

Os biomarcadores constituem ferramentas essenciais em varias areas da medicina moderna,
incluindo a oncologia, neurologia, pneumologia, cardiologia e doencas metabdlicas, permitindo uma
abordagem mais precoce, precisa e personalizada (Mobasheri & Cassidy, 2010). No contexto
cardiovascular, destacam-se diferentes classes de biomarcadores com aplicacGes clinicas relevantes,
como os biomarcadores de lesdo miocardica ou necrose (troponinas), os indicadores de funcdo
miocardica (péptidos natriuréticos), bem como os marcadores de inflamacgdo (proteina C- reativa),
homeostase lipidica (lipoproteina de elevada densidade e baixa densidade) e stresse oxidativo
(mieloperoxidase). Estes biomarcadores tém assumido um papel cada vez mais importante na
estratificacdo de risco, no diagndstico e na monitorizagdo da evolugdo das doencas cardiacas (de Lima

& Ferreira, 2017).

3.1.1. Relevancia clinica e diagnoéstica dos biomarcadores na DMVM

Na pratica clinica veterinaria, os biomarcadores cardiacos tém-se revelado ferramentas
valiosas no apoio ao diagndstico, progndstico e monitorizagdo da DMVM em cées, sobretudo quando
exames complementares, como a ecocardiografia, ndo estdo prontamente disponiveis
(Chanmongkolpanit et al., 2024). Entre os biomarcadores mais estudados destacam-se os fragmentos
N-terminais dos péptidos natriuréticos atriais e cerebrais (NT-proANP e NT-proBNP, respetivamente)

e a cTnl (Oyama & Singletary, 2010).
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Os péptidos natriuréticos sdo hormonas produzidas em resposta ao estiramento das paredes
cardiacas por sobrecarga de volume, hipertrofia ou hipoxia. Desempenham um papel fundamental
como contrarreguladores do sistema renina-angiotensina-aldosterona, promovendo vasodilatacao,
natriurese e efeitos antifibréticos. Os principais péptidos natriuréticos de interesse clinico sdo o ANP
(péptido natriurético atrial) e o BNP (péptido natriurético cerebral), ambos clivados em fragmentos
biologicamente ativos e em formas inativas mais estaveis, como o NT-proANP e o NT-proBNP (de Lima
& Ferreira, 2017). Este ultimo é o biomarcador mais amplamente utilizado na DMVM, sendo detalhado
num capitulo especifico.

O ANP é secretado pelos atrios em resposta a distensdo, apresentando um tempo de semivida
curto e baixa estabilidade plasmatica, o que limita a sua aplicabilidade clinica. Por outro lado, o NT-
proANP, forma inativa e mais estavel do ANP, tem demonstrado maior sensibilidade na detecdo de
aumentos subtis da pressdo de enchimento atrial (Habibullah et al., 1995) e na identificacdo precoce
de ICC (Boswood et al., 2003). Em cdes com DMVM, concentrac¢des superiores a 1000 pmol/L foram
associadas a um tempo mais curto até ao desenvolvimento de ICC (Eriksson et al., 2014). O NT-proANP
apresenta sensibilidade e especificidade semelhantes as do NT-proBNP para diagnéstico do estadio B2
e exclusdo de ICC em cdes com dispneia (Ogawa et al., 2021). Estudos recentes também demonstraram
uma correlacdo significativa entre o NT-proANP e a relacdo AE/Ao ao longo dos diferentes estadios da
DMVM, mesmo antes dos critérios diagndsticos do estadio B2 serem atingidos (Chanmongkolpanit et
al., 2024).

A cTnl é um biomarcador especifico de lesdo miocardica, libertada na circulacdo em resposta
a lesdo ou necrose dos cardiomidcitos (van der Laarse, 2002). E uma das subunidades do complexo da
troponina, que regula a interacdo actina-miosina na contracdo muscular cardiaca. Varios estudos
apontam que niveis elevados de cTnl se correlacionam com a DMVM moderada a grave,
principalmente quando os sinais clinicos sdo progressivos (Chan et al., 2019; Ogawa et al., 2021).
Apesar da sua menor capacidade discriminatéria face aos péptidos natriuréticos na diferenciacdo
entre estadios clinicos, niveis persistentemente elevados estdo associados a maior gravidade da
doenca e aumento das dimensdes cardiacas (Chanmongkolpanit et al., 2024; Ljungvall et al., 2010;
Ogawa et al., 2021). Curiosamente, um estudo demonstrou que a diminuicdo da cTnl ao longo do
tempo foi correlacionada a um maior risco de morte de causa cardiaca, sugerindo disfun¢do miocardica
avancada (Chan et al., 2019). ConcentracGes elevadas de cTnl podem refletir fendmenos subjacentes
como fibrose miocardica, HP ou stresse oxidativo, os quais nem sempre acompanham a dilatacdo
cardiaca ou progressao clinica evidente da DMVM. Adicionalmente, fatores como insuficiéncia renal,
idade avancada e inflamacdo sistémica também podem contribuir para o aumento dos niveis séricos

de cTnl, o que diminui a sua especificidade (Chan et al., 2019; Chanmongkolpanit et al., 2024).
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Para além dos biomarcadores cardiacos, a monitorizacdo da funcdo renal é fundamental,
sobretudo nos estadios mais avancados da DMVM. A progressio da ICC pode levar ao
desenvolvimento da sindrome cardiorrenal, em que a hipoperfusdo renal, resultante do baixo débito
cardiaco, associada a ativacdo neuro-hormonal, contribui para o comprometimento da funcdo renal
(Rangaswami et al., 2019). Estudos confirmam que quanto mais avanc¢ado o estadio da DMVM, maior
tende a ser o grau de azotemia (Nicolle et al., 2007). Niveis elevados de ureia (>27 mg/dL), com
creatinina dentro dos valores de referéncia, sdo frequentes em cdes sintomaticos, sugerindo azotemia
pré-renal (Nicolle et al.,, 2007). Em cdes sob tratamento diurético, aumentos de ureia e da razdo
ureia/creatinina associam-se a maior progressdo da doenca e menor tempo de sobrevida, reforcando
o seu valor como marcadores progndsticos (Brloznik et al., 2023).

Importa salientar que, apesar do seu reconhecido valor diagndstico, nenhum biomarcador
deve ser interpretado de forma isolada. A sua integracdo com dados ecocardiograficos, clinicos e
laboratoriais é fundamental para uma avaliagdo mais completa e precisa da DMVM, contribuindo para

decisOes terapéuticas mais informadas e individualizadas (Borgarelli et al., 2021).

3.1.2. Utilidade clinica do NT-proBNP na avalia¢ao e monitorizagdo da DMVM canina

O BNP pertence a familia dos péptidos natriuréticos e é sintetizado predominantemente pelos
cardiomidcitos ventriculares, em resposta ao estiramento miocardico associado a sobrecarga de
volume ou pressao (Hori et al., 2020). O percursor de BNP, secretado pelos midcitos, é clivado em dois
fragmentos: o BNP ativo que promove efeitos fisioldgicos, como vasodilatacdo, natriurese e inibigcdo
da fibrose; e o NT-proBNP, biologicamente inativo, porém mais estavel e com tempo de semivida
prolongado, o que o torna adequado para avaliacdo laboratorial (Hezzell et al., 2017; Wall et al., 2018).

O NT-proBNP tem-se consolidado como um biomarcador essencial na monitorizacdo da
DMVM em cdes, com utilidade comprovada no diagndstico, estadiamento e estratificacdo de risco
(Haggstrom et al., 2000; Oyama et al., 2009). Em 2021, Ogawa e colaboradores demonstraram a sua
elevada capacidade para identificar cdes com dilata¢do cardiaca e ICC (Ogawa et al., 2021). Estudos
subsequentes confirmaram que os niveis de NT-proBNP sdo significativamente mais elevados em cdes
sintomaticos (estadio C) em comparagdo com cdes assintomaticos (estadio B1 e B2) e com animais
controlo. Através da andlise da curva ROC, estes autores determinaram que um valor de corte superior
a 787,65 pmol/L distinguia cdes com e sem ICC (sensibilidade: 78,38%, especificidade: 72,55% e AUC:
0,792) (Chanmongkolpanit et al., 2024). Além disso, este biomarcador mostrou-se Util na diferenciacdo
entre causas cardiacas e respiratorias de dispneia, sobretudo em cdes geriatricos. Valores inferiores a
800 pmol/L tornam improvavel uma origem cardiaca, enquanto concentracbes superiores a 1800

pmol/L sdo altamente sugestivas de congestdo cardiaca (Fine et al., 2008; Oyama et al., 2009).

10


https://web.endnote.%2BPHJlZi10eXBlPjE3PC9yZWYtdHlwZT48Y29udHJpYnV0b3JzPjxhdXRob3JzPjxh
https://web.endnote.%2BPHJlZi10eXBlPjE3PC9yZWYtdHlwZT48Y29udHJpYnV0b3JzPjxhdXRob3JzPjxhdXRob3I%2BTmljb2xsZSwgQVAuPC9hdXRob3I%2BPGF1dGhvcj5DaGV0Ym91bCwgVi48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPkFsbGVyaGVpbGlnZW4sIFQuPC9hdXRob3I%2BPGF1dGhvcj5Qb3VjaGVsb24sIEpQLjwvYXV0aG9yPjxhdXRob3I%2BR291bmksIFYuPC9hdXRob3I%2BPGF1dGhvcj5UZXNzaWVyLVZldHplbCwgRC48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPiBTYW1wZWRyYW5vLCBDQy48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPkxlZmVidnJlIEhQLjwvYXV0aG9yPjwvYXV0aG9ycz48L2NvbnRyaWJ1dG9ycz48dGl0bGVzPjx0aXRsZT5Bem90ZW1pYSBhbmQgR2xvbWVydWxhciBGaWx0cmF0aW9uIFJhdGUgaW4gRG9nc1xud2l0aCBDaHJvbmljIFZhbHZ1bGFyIERpc2Vhc2U8L3RpdGxlPjxzZWNvbmRhcnktdGl0bGU%2BSiBWZXQgSW50ZXJuIE1lZDwvc2Vjb25kYXJ5LXRpdGxlPjwvdGl0bGVzPjxkYXRlcz48eWVhcj4yMDA3PC95ZWFyPjwvZGF0ZXM%2BPHJlYy1ndWlkPmU4ZjQ2YWM5LTIzZD
https://web.endnote.com/citations/eyJkaXNwbGF5VGV4dCI6IihOaWNvbGxlIGV0IGFsLiwgMjAwNykiLCJjaXRhdGlvbnMiOlt7ImJpYmxpb0NvbnRlbnQiOlt7InNlY29uZGFyeVRpdGxlIjoiSiBWZXQgSW50ZXJuIE1lZCIsImd1aWQiOiJlOGY0NmFjOS0yM2Q3LTQ0MTgtODc0My1kMTNhYzQ3YjA4YWEiLCJyZWNvcmRTdGF0dXMiOiJhY3RpdmUiLCJncm91cEd1aWRzIjpbIjdkNDM5YWZkLWJkMDQtNDliNy04M2NkLTQyZWY4MTE2N2FkYSJdLCJ5ZWFyIjoiMjAwNyIsInJzeG1sIjoiPHJlY29yZD48cmVmLXR5cGU%2BMTc8L3JlZi10eXBlPjxjb250cmlidXRvcnM%2BPGF1dGhvcnM%2BPGF1dGhvcj5OaWNvbGxlLCBBUC48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPkNoZXRib3VsLCBWLjwvYXV0aG9yPjxhdXRob3I%2BQWxsZXJoZWlsaWdlbiwgVC48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPlBvdWNoZWxvbiwgSlAuPC9hdXRob3I%2BPGF1dGhvcj5Hb3VuaSwgVi48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPlRlc3NpZXItVmV0emVsLCBELjwvYXV0aG9yPjxhdXRob3I%2BIFNhbXBlZHJhbm8sIENDLjwvYXV0aG9yPjxhdXRob3I%2BTGVmZWJ2cmUgSFAuPC9hdXRob3I%2BPC9hdXRob3JzPjwvY29udHJpYnV0b3JzPjx0aXRsZXM%2BPHRpdGxlPkF6b3RlbWlhIGFuZCBHbG9tZXJ1bGFyIEZpbHRyYXRpb24gUmF0ZSBpbiBEb2dzXG53aXRoIENocm9uaWMgVmFsdnVsYXIgRGlzZWFzZTwvdGl0bGU%2BPHNlY29uZGFyeS10aXRsZT5KIFZldCBJbnRlcm4gTWVkPC9zZWNvbmRhcnktdGl0bGU%2BPC90aXRsZXM%2BPGRhdGVzPjx5ZWFyPjIwMDc8L3llYXI%2BPC9kYXRlcz48cmVjLWd1aWQ%2BZThmNDZhYzktMjNkNy00NDE4LTg3NDMtZDEzYWM0N2IwOGFhPC9yZWMtZ3VpZD48cmVjLXVzbj41ODY8L3JlYy11c24%2BPC9yZWNvcmQ%
https://web.endnote.com/citations/eyJkaXNwbGF5VGV4dCI6IihCcmxvxb5uaWsgZXQgYWwuLCAyMDIzKSIsImNpdGF0aW9ucyI6W3siYmlibGlvQ29udGVudCI6W3sicnN4bWwiOiI8cmVjb3JkPjxyZWYtdHlwZT4xNzwvcmVmLXR5cGU%2BPGNvbnRyaWJ1dG9ycz48YXV0aG9ycz48YXV0aG9yPkJybG%2FFvm5paywgTS48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPlBlxI1qYWssIEEuPC9hdXRob3I%2BPGF1dGhvcj5OZW1lYyBTdmV0ZSwgQS48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPkRvbWFuamtvIFBldHJpxI0sIEEuPC9hdXRob3I%2BPC9hdXRob3JzPjwvY29udHJpYnV0b3JzPjx0aXRsZXM%2BPHRpdGxlPlNlbGVjdGVkIGhlbWF0b2xvZ2ljYWwsIGJpb2NoZW1pY2FsLCBhbmQgZWNob2NhcmRpb2dyYXBoaWMgdmFyaWFibGVzIGFzIHByZWRpY3RvcnMgb2Ygc3Vydml2YWwgaW4gY2FuaW5lIHBhdGllbnRzIHdpdGggbXl4b21hdG91cyBtaXRyYWwgdmFsdmUgZGlzZWFzZSBhbmQgY29uZ2VzdGl2ZSBoZWFydCBmYWlsdXJlPC90aXRsZT48c2Vjb25kYXJ5LXRpdGxlPkpvdXJuYWwgb2YgdmV0ZXJpbmFyeSBjYXJkaW9sb2d5IDogdGhlIG9mZmljaWFsIGpvdXJuYWwgb2YgdGhlIEV1cm9wZWFuIFNvY2lldHkgb2YgVmV0ZXJpbmFyeSBDYXJkaW9sb2d5PC9zZWNvbmRhcnktdGl0bGU%2BPC90aXRsZXM%2BPGRhdGVzPjx5ZWFyPjIwMjM8L3llYXI%2BPC9kYXRlcz48dm9sdW1lPjQ2PC92b2x1bWU%2BPGlzYm4%2BMTg3NS0wODM0PC9pc2JuPjxhYnN0cmFjdD5TZWxlY3RlZCBibG9vZCBhbmQgZWNob2NhcmRpb2dyYXBoaWMgdmFyaWFibGVzIGRpc3Rpbmd1aXNoIGRvZ3Mgd2l0aCBzdGFibGUgYW5kIHVuc3RhYmxlIENIRiBhbmQgcHJlZGljdCBzdXJ2aXZhbC48L2Fic3RyYWN0Pjx1cmxzPjxyZWxhdGVkLXVybHM%2BPHVybD5odHRwczovL3B1Ym1lZC5uY2JpLm5sbS5uaWguZ292LzM3MDIzNjczLzwvdXJsPjwvcmVsYXRlZC11cmxzPjwvdXJscz48ZWxlY3Ryb25pYy1yZXNvdXJjZS1udW0%2BMTAuMTAxNi9qLmp2Yy4yMDIzLjAzLjAwMTwvZWxlY3Ryb25pYy1yZXNvdXJjZS1udW0%2BPHJlYy1ndWlkPjEyM2VmMzg1LTk2OTMtNGE0NC05Y2M2LTVmNWZkZjUxOTIzMTwvcmVjLWd1aWQ%2BPHJlYy11c24%2BNTg3PC9yZWMtdXNuPjwvcmVjb3JkPiIsInRpdGxlIjoiU2VsZWN0ZWQgaGVtYXRvbG9naWNhbCwgYmlvY2hlbWljYWwsIGFuZCBlY2hvY2FyZGlvZ3JhcGhpYyB2YXJpYWJsZXMgYXMgcHJlZGljdG9ycyBvZiBzdXJ2aXZhbCBpbiBjYW5pbmUgcGF0aWVudHMgd2l0aCBteXhvbWF0b3VzIG1pdHJhbCB2YWx2ZSBkaXNlYXNlIGFuZCBjb25nZXN0aXZlIGhlYXJ0IGZhaWx1cmUiLCJ2b2x1bWUiOiI0NiIsInJlY29yZFN0YXR1cyI6ImFjdGl2ZSIsInJlZmVyZW5jZVR5cGUiOiIxNyIsImlzYm4iOiIxODc1LTA4MzQiLCJhdXRob3JzIjpbIkJybG%2FFvm5paywgTS4iLCJQZcSNamFrLCBBLiIsIk5lbWVjIFN2ZXRlLCBBLiIsIkRvbWFuamtvIFBldHJpxI0sIEEuIl0sImVsZWN0cm9uaWNSZXNvdXJjZU51bWJlciI6IjEwLjEwMTYvai5qdmMuMjAyMy4wMy4wMDEiLC
https://web.endnote.
https://web.endnote.com/citations/eyJkaXNwbGF5VGV4dCI6IihIb3JpIGV0IGFsLiwgMjAyMCkiLCJjaXRhdGlvbnMiOlt7ImJpYmxpb0NvbnRlbnQiOlt7ImlzYm4iOiIxOTQzLTU2OVgiLCJyc3htbCI6IjxyZWNvcmQ%2BPHJlZi10eXBlPjE3PC9yZWYtdHlwZT48Y29udHJpYnV0b3JzPjxhdXRob3JzPjxhdXRob3I%2BSG9yaSwgWS48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPklndWNoaSwgTS48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPkhpcmFrYXdhLCBBLjwvYXV0aG9yPjxhdXRob3I%2BS2FtaXlhLCBaLjwvYXV0aG9yPjxhdXRob3I%2BWWFtYW5vLCBTLjwvYXV0aG9yPjxhdXRob3I%2BSWJhcmFnaSwgVC48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPklzYXlhbWEsIE4uPC9hdXRob3I%2BPGF1dGhvcj5ZYW1hc2hpdGEsIFkuPC9hdXRob3I%2BPGF1dGhvcj5Jd2FzYSwgTi48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPkluYWJhLCBILjwvYXV0aG9yPjxhdXRob3I%2BSGVpc2hpbWEsIFkuPC9hdXRob3I%2BPGF1dGhvcj5ZdWtpLCBNLjwvYXV0aG9yPjwvYXV0aG9ycz48L2NvbnRyaWJ1dG9ycz48dGl0bGVzPjx0aXRsZT5FdmFsdWF0aW9uIG9mIGF0cmlhbCBuYXRyaXVyZXRpYyBwZXB0aWRlIGFuZCBjYXJkaWFjIHRyb3BvbmluIEkgY29uY2VudHJhdGlvbnMgZm9yIGFzc2Vzc21lbnQgb2YgZGlzZWFzZSBzZXZlcml0eSBpbiBkb2dzIHdpdGggbmF0dXJhbGx5IG9jY3VycmluZyBtaXRyYWwgdmFsdmUgZGlzZWFzZTwvdGl0bGU%2BPHNlY29uZGFyeS10aXRsZT5Kb3VybmFsIG9mIHRoZSBBbWVyaWNhbiBWZXRlcmluYXJ5IE1lZGljYWwgQXNzb2NpYXRpb248L3NlY29uZGFyeS10aXRsZT48L3RpdGxlcz48ZGF0ZXM%2BPHllYXI%2BMjAyMDwveWVhcj48L2RhdGVzPjx2b2x1bWU%2BMjU2PC92b2x1bWU%2BPGlzYm4%2BMTk0My01NjlYPC9pc2JuPjxhYnN0cmFjdD5SZXN1bHRzIGluZGljYXRlZCB0aGF0IHBsYXNtYSBBTlAgYW5kIGNUbkkgY29uY2VudHJhdGlvbnMgc2hvdWxkIG5vdCBiZSB1c2VkIGluZGVwZW5kZW50bHkgdG8gZGlhZ25vc2UgTVZEIGJ1dCBjYW4gYmUgdXNlZCB0byBhc3Nlc3MgTVZEIHNldmVyaXR5IGFuZCBzdXBwbGVtZW50IGVjaG9jYXJkaW9ncmFwaGljIGZpbmRpbmdzLjwvYWJzdHJhY3Q%2BPHVybHM%2BPHJlbGF0ZWQtdXJscz48dXJsPmh0dHBzOi8vcHVibWVkLm5jYmkubmxtLm5paC5nb3YvMzE5NjEyNzQvPC91cmw%2BPC9yZWxhdGVkLXVybHM%2BPC91cmxzPjxlbGVjdHJvbmljLXJlc291cmNlLW51bT4xMC4yNDYwL2phdm1hLjI1Ni4zLjM0MDwvZWxlY3Ryb25pYy1yZXNvdXJjZS1udW0%2BPG51bWJlcj4zPC9udW1iZXI%2BPHJlYy1ndWlkPmZlNWY4NzgyLTVlNzAtNDI4MC1hNmM0LTMxMGJkNTYyZWQ5NjwvcmVjLWd1aWQ%2BPHJlYy11c24%2BNzg0PC9yZWMtdXNuPjwvcmVjb3JkPiIsInVybCI6WyJodHRwczovL3B1Ym1lZC5uY2JpLm5sbS5uaWguZ292LzMxOTYxMjc0LyJdLCJ0aXRsZSI6IkV2YWx1YXRpb24gb2YgYXRyaWFsIG5hdHJpdXJldGljIHBlcHRpZGUgYW5kIGNhcmRpYWMgdHJvcG9uaW4gSSBjb25jZW50cmF0aW9ucyBmb3IgYXNzZXNzbWVu
https://web.endnote.com/citations/eyJkaXNwbGF5VGV4dCI6IihIZXp6ZWxsIGV0IGFsLiwgMjAxNzsgV2FsbCBldCBhbC4sIDIwMTgpIiwiY2l0YXRpb25zIjpbeyJndWlkIjoiZjYxYmUzMWUtZjdkNy00NWMzLTg5ZGItZmM0ZDQyNTU3YmQxIiwiYmlibGlvQ29udGVudCI6W3siaXNibiI6IjE4NzUtMDgzNCIsInJzeG1sIjoiPHJlY29yZD48cmVmLXR5cGU%2BMTc8L3JlZi10eXBlPjxjb250cmlidXRvcnM%2BPGF1dGhvcnM%2BPGF1dGhvcj5IZXp6ZWxsLCBNLkouPC9hdXRob3I%2BPGF1dGhvcj5Cb3N3b29kLCBBLjwvYXV0aG9yPjxhdXRob3I%2BTMOzcGV6LUFsdmFyZXosIEouPC9hdXRob3I%2BPGF1dGhvcj5Mw7Z0dGVyLCBOLjwvYXV0aG9yPjxhdXRob3I%2BRWxsaW90dCwgSi48L2F1dGhvcj48L2F1dGhvcnM%2BPC9jb250cmlidXRvcnM%2BPHRpdGxlcz48dGl0bGU%2BVHJlYXRtZW50IG9mIGRvZ3Mgd2l0aCBjb21wZW5zYXRlZCBteXhvbWF0b3VzIG1pdHJhbCB2YWx2ZSBkaXNlYXNlIHdpdGggc3Bpcm9ub2xhY3RvbmUtYSBwaWxvdCBzdHVkeTwvdGl0bGU%2BPHNlY29uZGFyeS10aXRsZT5Kb3VybmFsIG9mIHZldGVyaW5hcnkgY2FyZGlvbG9neTwvc2Vjb25kYXJ5LXRpdGxlPjwvdGl0bGVzPjxkYXRlcz48eWVhcj4yMDE3PC95ZWFyPjwvZGF0ZXM%2BPHZvbHVtZT4xOTwvdm9sdW1lPjxpc2JuPjE4NzUtMDgzNDwvaXNibj48YWJzdHJhY3Q%2BUHJlbGltaW5hcnkgcmVzdWx0cyBzdXBwb3J0IHVuZGVydGFraW5nIGEgbGFyZ2VyIGNsaW5pY2FsIHRyaWFsIG9mIHRyZWF0bWVudCBvZiBkb2dzIHdpdGggcHJlY2xpbmljYWwgTU1WRCB3aXRoIHNwaXJvbm9sYWN0b25lLjwvYWJzdHJhY3Q%2BPHVybHM%2BPHJlbGF0ZWQtdXJscz48dXJsPmh0dHBzOi8vcHVibWVkLm5jYmkubmxtLm5paC5nb3YvMjg3MzQ2MjAvPC91cmw%2BPC9yZWxhdGVkLXVybHM%2BPC91cmxzPjxlbGVjdHJvbmljLXJlc291cmNlLW51bT4xMC4xMDE2L2ouanZjLjIwMTcuMDYuMDAxPC9lbGVjdHJvbmljLXJlc291cmNlLW51bT48bnVtYmVyPjQ8L251bWJlcj48cmVjLWd1aWQ%2BZjYxYmUzMWUtZjdkNy00NWMzLTg5ZGItZmM0ZDQyNTU3YmQxPC9yZWMtZ3VpZD48cmVjLXVzbj43NDM8L3JlYy11c24%2BPC9yZWNvcmQ%
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC11268905/#ref14
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC11268905/#ref30
https://web.endnote.%2BMTc8L3JlZi10eXBlPjxjb250cmlidXRvcnM%2BPGF1dGhvcnM%2BPGF1dGhvcj5PZ2F3YSwgTS48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPkhvcmksIFkuPC9hdXRob3I%2BPGF1dGhvcj5LYW5ubywgTi48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPkl3YXNhLCBOLjwvYXV0aG9yPjxhdXRob3I%2BVG95b2Z1a3UsIFQuPC9hdXRob3I%2BPGF1dGhvcj5Jc2F5YW1hLCBOLjwvYXV0aG9yPjxhdXRob3I%2BWW9zaGlrYXdhLCBBLjwvYXV0aG9yPjxhdXRob3I%2BQWthYmFuZSwgUi48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPlNha2F0YW5pLCBBLjwvYXV0aG9yPjxhdXRob3I%2BTWl5YWthd2EsIEguPC9hdXRob3I%2BPGF1dGhvcj5Ic3UsIEguIEguPC9hdXRob3I%2BPGF1dGhvcj5NaXlhZ2F3YSwgWS48L2F1dGhvcj48YXV0aG9yPlRha2VtdXJhLCBOLjwvYXV0aG9yPjwvYXV0aG9ycz48L2NvbnRyaWJ1dG9ycz48YXV0aC1hZGRyZXNzPkxhYm9yYXRvcnkgb2YgVmV0ZXJpbmFyeSBJbnRlcm5hbCBNZWRpY2luZSBJSSwgU2Nob29sIG9mIFZldGVyaW5hcnkgTWVk
https://web.endnote.

Os niveis circulantes de NT-proBNP aumentam proporcionalmente a gravidade da doenca,
refletindo o stresse hemodinamico e a sobrecarga miocardica (Ogawa et al., 2021). Um aumento de
100 pmol/L estd associado a maior risco de mortalidade por qualquer causa (Moonarmart et al., 2010),
e concentracdes superiores a 1500 pmol/L estdo associadas a maior probabilidade de ICC ou morte de
origem cardiaca (Borgarelli et al., 2021), realcando o valor prognéstico deste biomarcador.

Além disso, os niveis plasmaticos de NT-proBNP apresentam uma associacdo consistente com
indicadores de dilatacdo cardiaca, particularmente com a relacdo AE/Ao. Embora a sua producdo
ocorra predominantemente nos ventriculos, a forte correlacdo com a dilatacdo atrial sugere uma
contribuicdo do AE para a secrecdo de BNP, sobretudo nos estadios mais avancgadas da doenga (Ogawa
et al., 2021). Esta associacdo com a relacdo AE/Ao pode ser observada mesmo antes de se atingirem
os critérios ecocardiograficos que definem o estadio B2, o que reforca a utilidade do NT-proBNP na
detecdo precoce da remodelacdo atrial subclinica (Borgarelli et al., 2021; Chanmongkolpanit et al.,
2024; Ogawa et al., 2021).

Como marcador complementar a ecocardiografia, o NT-proBNP reflete alteragOes
hemodinamicas associadas a RM degenerativa primaria, apresentando correlacdo com a dilatacdo
atrial, disfungao ventricular, fibrilhacao atrial e HP. Estudos demonstraram que concentracdes de NT-
proBNP superiores a 407 pg/mL estdo associadas a um pior progndstico, enquanto valores inferiores
a 200 pg/mL indicam baixo risco de eventos adversos (Lancellotti et al., 2010; Magne et al., 2012).

A utilidade clinica NT-proBNP torna-se especialmente relevante em contextos nos quais a
ecocardiografia ndo esta prontamente acessivel (Chanmongkolpanit et al., 2024). Testes laboratoriais,
como os da Bionote®, demonstraram elevada sensibilidade na distincdo entre cdes com ICC (estadio
C), cdes assintomaticos com cardiomegalia (estadio B2) e cdes saudaveis (Riengvirodkij &
Sakcamduang, 2021). Além disso, a introducdo de testes rapidos revelou resultados consistentes com
os obtidos por ensaios imunoenzimaticos (ELISA) combinando rapidez, fiabilidade e aplicabilidade
imediata em ambiente clinico (Ogawa et al., 2021). Nestes cendrios, o NT-proBNP mostrou
desempenho superior ao da cTnl na diferenciacdo entre cdes com ICC e aqueles com DMVM
assintomatica ou sem doenca cardiaca (Chanmongkolpanit et al., 2024).

Varios valores de corte para o NT-proBNP tém sido propostos na literatura (como 787,65
pmol/L, 1.207 pmol/L ou 1.772 pmol/L); no entanto, ainda ndo existe consenso quanto ao ponto de
corte ideal, sobretudo para a detecdo precoce do estadio B2, fase crucial para o inicio do tratamento
médico. Esta variabilidade metodoldgica dificulta a padronizacdo da sua aplicagdo clinica e reforga a
importancia de uma interpretacdo cautelosa dos resultados, idealmente integrada com outros dados

clinicos e ecocardiograficos (Chanmongkolpanit et al., 2024; Ogawa et al., 2021; Wolf et al., 2013).
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Do ponto de vista terapéutico, ha evidéncias que indicam que a monitorizagcdo sequencial dos
niveis de NT-proBNP pode refletir a resposta clinica ao tratamento. Reducdes nos seus valores apds o
inicio da terapéutica, nomeadamente com diuréticos e pimobendan, associam-se a melhoria clinica e
a uma maior sobrevida (Boswood et al., 2018; Hezzell et al., 2018; Wolf et al., 2013), ao passo que
aumentos progressivos tendem a indicar agravamento da condigdo clinica (Oyama & Singletary, 2010).
Embora o uso do NT-proBNP como ferramenta para orientar decisGes terapéuticas ainda ndo esteja
plenamente estabelecido na pratica clinica de rotina, dados preliminares sustentam o seu potencial
nessa funcdo, reforcando a importancia de mais estudos longitudinais para validacdo
(Chanmongkolpanit et al., 2024; Oyama & Singletary, 2010).

Importa, no entanto, reconhecer que o NT-proBNP apresenta limitagdes. Fatores como idade,
sexo, insuficiéncia renal, HP, hipertiroidismo e uso de diuréticos podem elevar as suas concentracoes,
independentemente da funcdo cardiaca (Sjostrand et al.,, 2014; Wall et al.,, 2018). Em cdes com
azotemia, por exemplo, as concentracdes de NT-proBNP tendem a ser significativamente mais
elevadas, sendo nestes casos recomendada a avaliacdo da razdo NT-proBNP/creatinina, de forma a
aumentar a precisdo diagnodstica (Schmidt et al., 2009).

Assim, embora o NT-proBNP represente uma ferramenta valiosa na monitorizacdao e
estadiamento da DMVM, a sua interpretacdo deve ser integrada com dados clinicos e imagioldgicos.
A combinacdo entre NT-proBNP, a relacdo AE/Ao e a velocidade da onda E tem-se destacado como o
modelo preditivo mais robusto para eventos como ICC ou morte de origem cardiaca (Borgarelli et al.,

2021).

3.2 MicroRNAS como biomarcadores emergentes na Medicina Veterinaria

Os miRNAs sdo pequenas moléculas de RNA n3o codificantes, com cerca de 21 nucledtidos,
gue regulam negativamente a expressdo génica a nivel pds-transcricional (Mercer et al., 2009). Desde
a sua descoberta em Caenorhabditis elegans (Lee et al., 1993), os miRNAs tornaram-se reconhecidos
como reguladores fundamentais de mais de 60% dos genes codificadores de proteinas nos mamiferos
(Friedman et al., 2009; Sayed & Abdellatif, 2011).

Os miRNAs circulam no sangue periférico e fluidos corporais, como saliva e urina (Weber et
al., 2010), livres ou associados a proteinas, como argonaute-2, ou encapsulados em vesiculas, como
exossomas, microvesiculas e corpos apoptdticos (Kamal & Shahidan, 2020). Os miRNAs podem ser
libertados passivamente na circulagdo como consequéncia de danos teciduais (Turchinovich et al.,
2011) ou ativamente por meio de exossomas, permitindo a comunicacdo intercelular (Asgarpour et
al., 2020). Notavelmente, os miRNAs demonstram elevada estabilidade e resisténcia a degradacdo,

mesmo sob condi¢cGes adversas, como variagdes extremas de temperatura, pH e multiplos ciclos de
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congelacdo/descongelacdo, o que os torna particularmente atrativos como biomarcadores ndo
invasivos (Fiedler et al., 2014; Mitchell et al., 2008).

Os miRNAs podem ser quantificados em células, tecidos e fluidos bioldgicos, recorrendo a
diferentes métodos como extracdo com fenol-cloroférmio, utilizagcdo de esferas magnéticas ou colunas
de purificagdo. Posteriormente, a sua expressdo pode ser analisada por diversas técnicas, sendo o PCR
em tempo real (QRT-PCR) considerado o método de referéncia para miRNAs circulantes (Dave et al.,
2019).

A biogénese dos miRNAs tem inicio no nucleo celular, com a transcri¢do de um miRNA primario
pela RNA polimerase Il, que é posteriormente processado pelo complexo Drosha-DGCRS, originando
um miRNA percursor em estrutura tipo hairpin, com cerca de 70 nucledtidos (Lee et al., 2004) . Este
ultimo é exportado para o citoplasma pela Exportina-5 (Bohnsack et al., 2004), onde sofre uma nova
clivagem mediada por Dicer, dando origem ao miRNA maduro de cadeia dupla (Hutvagner et al., 2001).
A cadeia guia é incorporada no complexo indutor de silenciamento por RNA, onde se associa a
argonaute-2 e se liga, preferencialmente, a regido 3'-UTR do mRNA alvo (Ha et al., 2014). Dependendo
da complementaridade, esta ligacdo resulta na repressao da traducdao ou na degradacao do mRNA
(Bartel, 2018; O'Brien et al., 2018).

A nomenclatura dos miRNAs segue uma convencao padronizada, sendo geralmente precedida
pelo prefixo “miR-", com excecdo da familia “let-”, que inclui alguns dos primeiros miRNAs
identificados. Apds o prefixo, é atribuido um ndmero que corresponde a ordem de descoberta do
miRNA. Quando existem variantes com pequenas diferencgas na sequéncia nucleotidica (geralmente
de um ou dois nucledtidos), adiciona-se uma letra minuscula ao final do nimero, como em “miR-208a”
e “miR-208b”. Para indicar a espécie de origem, pode ainda ser utilizado um prefixo composto por trés
ou quatro letras, como “cfa-" para Canis familiaris (Bronze-da-Rocha, 2014).

Os miRNAs desempenham um papel central na regulacdo de diversos processos
fisiopatoldgicos, como a resposta imune e inflamatdria, a hematopoiese e o controlo tumoral
(Baltimore et al., 2008). No sistema cardiovascular, estdo envolvidos na diferenciagdo, crescimento,
contratilidade dos cardiomidcitos e na regulacdo do ritmo cardiaco (Islas & Moreno-Cuevas, 2018).
Atuam em vias moleculares essenciais para a homeostase cardiaca, como a via do TGF-B e da quinase
ativada por mitogénio, ambas associadas a fibrose, as vias dependentes de calcio e de controlo do ciclo
celular, relacionadas a hipertrofia, e as vias angiogénicas mediadas pelo fator de crescimento
endotelial vascular (Wang & Cai, 2017; Wehbe et al., 2019; Yang et al., 2016). Dessa forma, ndo
surpreende que a desregulacdao de miRNAs esteja fortemente associada ao desenvolvimento de
diversas doencgas cardiovasculares, incluindo defeitos congénitos, arritmias, doencas valvulares

degenerativas e insuficiéncia cardiaca (Cakmak & Demir, 2020).
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3.2.1. Regulagdao molecular da DMVM: o contributo dos microRNAs

A investigacdo crescente sobre os miRNAs tem vindo a destacar o seu papel central na
fisiopatologia da DMVM. Além de atuarem como reguladores epigenéticos dos processos de
remodelacdo cardiaca, os miRNAs surgem como biomarcadores promissores no diagndstico precoce,
estratificacdo do risco e monitorizacdo da progressdo da doenca. Evidéncias recentes indicam que a
expressdo dos miRNAs circulantes se altera de forma dindmica ao longo da evolugdo da doenga,
refletindo modificagdes estruturais e funcionais do coragao.

No estudo conduzido por Li et al. (2015), foram analisados 277 miRNAs em cdes distribuidos
por diferentes estadios da doenca (A a D, de acordo com a classificagdo ACVIM), tendo sido
identificados 11 miRNAs com expressado diferencial significativa. Nos grupos B1/B2 e C/D, observaram-
se quatro miRNAs com expressdo aumentada, trés dos quais pertencentes a familia cfa-let-7/cfa-miR-
98, e sete com expressao reduzida, em comparagdao com o grupo A. Importa salientar que a magnitude
das alteracdes foi proporcional a gravidade clinica, evidenciando uma desregulacdo progressiva. Estes
perfis de expressdo sugerem a existéncia de uma assinatura molecular potencialmente util para o
diagndstico, estratificacdo da doenca, progndstico e monitorizacdo terapéutica (Li et al., 2015).

A reforcar esta tendéncia, Yang et al. (2017) identificaram alteracGes na expressdo de ex-
miRNAs associados ao envelhecimento (miR-9, miR-495, miR-599), a presenca de DMVM (miR-9 e miR-
599) e a progressdo para ICC (miR-181c e miR-495) (Yang et al., 2017). Num estudo posterior, os
mesmos autores analisaram a expressao de miRNAs diretamente nas CIVs de caes com DMVM, tendo
observado uma regulacdo negativa significativa dos miRNAs let-7c, miR-17, miR-20a e miR-30d. Estes
miRNAs estdo envolvidos em vias moleculares associadas a diferenciagdo miofibroblastica,
senescéncia e apoptose celular, processos chave na degenerescéncia valvular mixomatosa, o que
destaca o seu potencial como alvos terapéuticos promissores (Yang et al., 2018).

A desregulacdo dos miRNAs torna-se progressivamente mais acentuada com o avancgo da
doenca. No estudo de Hulanicka et al. (2014), a andlise comparativa entre cdes nos estadios B
(assintomaticos) e C (com ICC ligeira a moderada), revelou perfis de expressdo distintos, com
assinaturas moleculares especificas para cada fase da doenca. Destacaram-se, em particular, a
regulacao negativa do miR-30b no estadio B e do miR-133 no estadio C, reforcando o potencial dos
miRNAs como ferramentas de estratificacdo precisa da DMVM (Hulanicka et al., 2014).

Considerando a elevada predisposicdo dos CKCS para a DMVM, Lu et al. (2015) exploraram
possiveis alteracGes transcriptomicas especificas da raca. Através de microarrays, identificaram
alteragGes na expressdo de genes associados a inflamacdo, remodelacdo da MEC e migracdo celular,

bem como a presenca de 59 familias de miRNAs caninos (cfa-miRNAs) (Lu et al., 2015).
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A analise dos perfis de expressdo de miRNAs em racas predispostas a DMVM revelou variacdes
inter-raciais significativas. Um exemplo ilustrativo é o miR-30b, conhecido por inibir o fator de
crescimento do tecido conjuntivo, uma proteina profibrdtica envolvida na progressdo da fibrose
valvular (Duisters et al., 2009). Em cdes da raca Teckel, este miRNA apresentou regula¢do negativa no
estadio B da doenca, ao passo que, em CKCS, foi identificado com regulacdo positiva no estadio B1,
associando-se a parametros ecocardiograficos mais favoraveis. Estas diferencas destacam a
importancia de se considerar o contexto genético e racial na interpretagdo dos perfis de miRNAs e na
sua aplicacdo como biomarcadores ou alvos terapéuticos (Bagardi et al., 2022; Hulanicka et al., 2014).

Adicionalmente, a expressao diferencial de miRNAs tem permitido identificar padrdes
moleculares associados a hipertrofia excéntrica do VE induzida pela DMVM. No estudo de Ro et al.
(2021), o perfil de miRNAs foi comparado entre cdes com DMVM (modelo de hipertrofia excéntrica) e
com estenose pulmonar (modelo de hipertrofia concéntrica), tendo sido identificados 11 miRNAs
diferencialmente expressos. Nos estadios C e D da DMVM, observou-se regulacdo positiva do miR-
130b, acompanhada de uma diminuicdo significativa de outros miRNAs como miR-30d e let-7b. Esta
abordagem comparativa permitiu distinguir miRNAs implicados na remodelacdo cardiaca em geral
daqueles mais especificamente associados a fisiopatologia da DMVM (Ro et al., 2021).

A relevancia translacional destes achados é reforcada pelas semelhancas funcionais e
histolégicas entre a DMVM em cdes e o prolapso da valvula mitral em humanos, ambas formas de
degeneracdo mixomatosa que podem culminar em RM e ICC. Em pacientes humanos com prolapso da
valvula mitral, Songia et al. (2021) identificaram um perfil distinto de miRNAs circulantes, com
regulacao positiva de miR-140-3p, miR-150-5p, miR-210-3p, miR-451a e miR-487a-3p, e regulacao
negativa de miR-223-3p, miR-323a-3p, miR-340-5p e miR-361-5p. Embora esses miRNAs ainda nao
tenham sido diretamente associados a DMVM em cdes, os resultados sustentam o paralelismo
bioldgico entre espécies e reforcam o potencial translacional dos miRNAs (Songia et al., 2021).

Em sintese, os miRNAs emergem com ferramentas promissoras para o diagndstico,
estadiamento e monitorizacdo da DMVM, com potencial para identificar individuos em risco ainda em
fases subclinicas. A convergéncia entre os dados obtidos em cdes e humanos sugere a existéncia de
mecanismos moleculares conservados, sublinhando o papel dos miRNAs n3o apenas como
biomarcadores, mas também como possiveis alvos terapéuticos na doenca valvular degenerativa

(Songia et al., 2021).

3.3. miR-146a na fisiopatologia cardiovascular: o que sabemos?

O miR-146a é amplamente reconhecido como um regulador pds-transcricional essencial da

resposta imune inata, desempenhando um papel central na modulagéo de vias inflamatérias (Saba et
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al.,, 2014). A sua expressdo tem sido implicada em diversos contextos fisiopatoldgicos, incluindo
infecBes, doencas autoimunes, reacdes alérgicas, neoplasias e, de forma crescente, em disfunc¢des
cardiovasculares (Gilyazova et al., 2023).

Altamente conservado entre espécies, 0 miR-146a pertence uma pequena familia de miRNAs
juntamente com o miR-146b. Embora partilhem elevada homologia na sequéncia madura, diferindo
em apenas dois nucledtidos na extremidade 3’, estd demonstrado que sdo regulados de forma
independente, o que sugere funcgées distintas. O miR-146a maduro é codificado pelo gene MIR146A
(5933.3), enquanto o miR-146b deriva do gene MIR146B (10g24.32). Entre as isoformas estudadas,
miR-146a-5p é a mais expressa e a mais amplamente investigada (Paterson & Kriegel, 2017).

Embora inicialmente descrito como um regulador da resposta imune inata, o miR-146a tem
vindo a destacar-se também como um mediador central da homeostase cardiovascular, sobretudo
pelo seu papel na modulagdo negativa da via inflamatdria mediada pelos recetores Toll-like e pelo
fator de transcricdo nuclear kappa-B (TLR/NF-kB). Esta via, fortemente envolvida na fisiopatologia de
varias doencas cardiacas, é regulada através da repressdo das proteinas quinase associada ao recetor
da interleucina-1 (IRAK1, do inglés IL-1 receptor- associated kinase 1) e fator associado ao recetor de
TNF 6 (TRAF6, do inglés TNF receptor- associated factor 6) conforme demonstrado por Taganov e
colaboradores, que identificaram a inducdo de miR-146a por lipopolissacarideos em células da
linhagem monocitica humana de forma dependente de NF-kB (Taganov et al., 2006).

O envolvimento do miR-146a em diversas doencas cardiovasculares tem sido extensivamente
documentado. Na cardiomiopatia induzida por septicémia, Gao et al. (2015) demonstraram que o
aumento da expressdo de miR-146a atenua a disfunc¢do cardiaca, ao suprimir a ativacdo de NF-kB, por
meio da inibicdo de IRAK1 e TRAF6, reduzindo a producdo de citocinas inflamatdrias e a infiltracdo de
células inflamatdrias em cardiomidcitos e macréfagos (Gao et al., 2015). Em modelos experimentais
de isquemia/reperfusdo, a administracdo de miméticos de miR-146a resultou na reducdo da area de
enfarte, do stresse oxidativo e da fibrose, além de melhorar a funcdo cardiaca, por inibicdo das vias
NF-kB e NADPH oxidase 4/ proteina quinase ativada por mitogénio p38 (Xiao et al., 2021).
Adicionalmente, Zhang et al. (2019) demonstraram que o miR-146a protege os cardiomidcitos,
prevenindo a apoptose por meio da regulacdo negativa do recetor nuclear 1 mediador (Zhang et al.,
2019). Este efeito é amplificado pela acdo sinérgica com o microRNA-21, que converge nas vias TRAF6
e da fosfatase e homdlogo da tensina/ proteina quinase B, modulando a atividade de p38 e da caspase-
3 (Huang et al., 2016).

O miR-146a desempenha um papel relevante na fisiopatologia da aterosclerose, atuando
como modulador negativo da inflamagdo vascular. A sua expressdo reduz a producgdo de varios
mediadores proé-inflamatorios, como interleucina-6, fator de necrose tumoral o, quimiocina,
metaloproteinase 9 da matriz (MMP-9), LDL oxidada e moléculas de adesdo endotelial. Essa atividade
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contribui para limitar o recrutamento de mondcitos, a inflamagdo vascular e a progressdo da placa
aterosclerodtica. Entretanto, os dados clinicos permanecem contraditdrios. Enquanto alguns estudos
associam niveis elevados de miR-146a a instabilidade da placa e a um maior grau de estenose (Huang
et al., 2020), outros destacam o seu papel estabilizador, sugerindo um potencial terapéutico na
contencdo da progressdo da doenca aterosclerética (Ardinal et al., 2024).

Ainda no contexto da aterosclerose, o miR-146a demonstrou promover a polarizacao de
macréfagos para o fendtipo M2, favorecendo um ambiente anti-inflamatério e reparador, crucial na
contencdo da lesdo vascular e da fibrose (He et al., 2016; Huang et al., 2016). Além disso, esta também
envolvido na modulacdo da formacdo de armadilhas extracelulares de neutréfilos, processo que,
quando desregulado, contribui para a trombose. A auséncia de miR-146a resulta num fendtipo
neutrofilico envelhecido e hiperreativo, com formagado exacerbada de NETs. Em doentes humanos com
fibrilhacgdo atrial, o polimorfismo rs2432697 associa-se a baixa expressdo de miR-146a, niveis elevados
de elastase e risco aumentado de eventos trombadticos (Arroyo et al., 2018).

No contexto da fibrose miocardica, o miR-146a apresenta um perfil maioritariamente protetor.
Num modelo experimental com ratos diabéticos verificou-se que a reducdo da expressdo de miR-146a
esta associada a maior inflamacdo e fibrose cardiaca (Feng et al., 2017). Ao nivel molecular, Palomer
et al. (2015) demonstraram que o miR-146a inibe a via Fos (fator induzido por osteossarcoma) /
proteina ativadora 1 (AP-1), resultando na reducdo da atividade da MMP-9, enzima essencial na
degradacdo da matriz extracelular e na progressao da fibrose, o que contribui para atenuar a
remodelacdo cardiaca (Palomer et al., 2015).

Apesar de amplamente descrito como protetor, evidéncias recentes sugerem que, em
determinados contextos, o miR-146a pode exercer efeitos deletérios. A sua sobre-expressao suprime
o eixo modificador pequeno semelhante a ubiquitina 1/ ATPase de célcio do reticulo
sarcoplasmatico/endoplasmatico tipo 2a, crucial para a homeostase do célcio, prejudicando a
contratilidade dos cardiomidcitos (Oh et al., 2018). A sua inibi¢do, por outro lado, restaurou a funcdo
cardiaca e atenuou a remodelagdo miocardica, através da regulacdo positiva da desidrogenase do
complexo 2- oxoglutarato mitocondrial, em modelos de hipertrofia, e da modulacao de vias
intracelulares pré-remodeladores, como a proteina quinase B e a proteina quinase regulada por sinal
extracelular, em modelos de enfarte do miocardico (He et al.,, 2019; Heggermont et al., 2017).
Adicionalmente, niveis plasmaticos elevados de miR-146a, em conjunto com microRNA-21, associam-
se a remodelacdo ventricular adversa apds enfarte, sugerindo um valor progndstico negativo (Liu, et
al., 2015).

O miR-146a assume, assim, um papel complexo na fisiopatologia cardiovascular. A sua
capacidade de modular processos como inflamacdo, fibrose, apoptose e remodelagdo cardiaca

destaca-o como alvo terapéutico e biomarcador promissor. No entanto, os seus efeitos dependem do
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tipo celular, do estadio da doenca e do contexto inflamatdrio, o que reforca a necessidade de

abordagens clinicas individualizadas para a sua aplicagdo segura e eficaz.

3.3.1. O miR-146a como potencial biomarcador na DMVM

Apesar da auséncia de estudos que explorem diretamente o papel do miR-146a na DMVM, a
analise critica da literatura permite antecipar a sua possivel relevancia na fisiopatologia da doenca. O
estudo de Piantedosi et al. (2022) assume particular relevancia ao demonstrar a existéncia de um
microambiente inflamatdrio ativo no tecido valvular de cdes com DMVM, marcado por infiltracdo de
células inflamatdrias e expressdo aumentada de interleucina-6, fator de necrose tumoral a e
interleucina-1 beta (Piantedosi et al., 2022). Estes dados reforcam a hipdtese de que a inflamacéo
desempenha um papel mais relevante na DMVM do que anteriormente se admitia, abrindo espaco
para a consideracdo de moduladores enddgenos da via inflamatdria, como o miR-146a.

Reconhecido como regulador negativo da via TLR/NF-kB, o miR-146a exerce a sua acdo
inibitéria por meio da supressdo direta dos adaptadores IRAK1 e TRAF6, reduzindo a producdo de
citocinas proé-inflamatdrias (Taganov et al., 2006). Este mecanismo, amplamente descrito em modelos
de septicemia, isquemia/reperfusdo e fibrose cardiaca, podera ser igualmente relevante na DMVM, ao
limitar o recrutamento celular e a ativagdo inflamatéria das CEVs. Além disso, o miR-146a regula
negativamente o gene FOS, um componente essencial do complexo de transcricdo AP-1. A inibicdo da
via Fos/AP-1 reduz a expressdo de MMP-9, mas também estd associada a diminuicdo de mediadores-
chave da fibrose e remodelacgdo cardiaca, incluindo TGF-B1, colagénio tipo | e IV, fibronectina, actina
o do musculo liso e a endotelina-1 (ET-1) (Palomer et al., 2015).

A ET-1, em particular, assume relevancia na fisiopatologia valvular, sendo produzida pelas CEVs
em resposta a estimulos inflamatérios e mecanicos. A ET-1 atua de forma paracrina na ativacdo das
ClVs, promovendo a sua diferenciacio em miofibroblastos (Oyama, 2009). Assim, ao modular
negativamente o eixo AP-1/ET-1/TGF-B1, o miR-146a pode contribuir para limitar a progressdo da
doenca valvular. Além disso, o miR-146a tem sido implicado na polarizacdo de macréfagos para o
fendtipo M2, associado a um perfil anti-inflamatério e reparador, e na inibicdo da formacdo de
armadilhas extracelulares de neutréfilos. Estes mecanismos, ao contribuirem para a resolucdo da
inflamacdo e reducdo do stresse imunoldgico local, podem atenuar a progressdo da doenca (He et al.,
2016; Huang et al., 2016).

Outro ponto chave é a relacdo entre células T e miR-146a. A literatura sugere que o miR-146a
regula a maturacgdo de células T, pela via TRAF 6-NF-Kb, controlando, assim, a resposta inflamatoria
aguda e crénica (Arroyo et al., 2021). No estudo de Piantedosi et al. (2022) observou-se um aumento
significativo de células T reguladoras em cdes com DMVM nos estadios mais avanc¢ados, sugerindo

uma resposta compensatoéria a inflamacdo. Assim, a disfuncdo do miR-146a pode comprometer a
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regulacdo imunoldgica mediada por células T, contribuindo para o ambiente inflamatdrio crénico e a
progressdo da doenca valvular (Piantedosi et al., 2022).

A DMVM ndo se restringe a degenerescéncia valvular, estendendo-se a alteragées estruturais
progressivas no miocardio, que contribuem diretamente para a evolugao clinica da doenca. Evidéncias
experimentais indicam um papel ativo do miR-146a nesse processo. A sua sobre-expressao tem sido
associada a intensificagdo da remodelacdo cardiaca, com agravamento da disfuncdo ventricular e
dilatacdo das camaras cardiacas. Por outro lado, a inibicdo do miR-146a revelou efeitos protetores
consistentes, incluindo reversdo parcial da disfuncdo sistdlica, melhoria dos parametros
hemodinamicos e reducdo da fibrose intersticial (He et al., 2019; Heggermont et al., 2017; Oh et al.,
2018). Estes dados reforcam a hipdtese de que o miR-146a atua ndo apenas nos mecanismos
inflamatérios e valvulares, mas também na remodelacdo miocardica associada a progressdo da
DMVM, sugerindo o seu potencial como biomarcador de remodela¢do e de progndstico nesta doenca.

Em suma, considerando o papel chave que o miR-146a desempenha na modula¢do da
inflamacdo, fibrose e remodela¢do em diversos contextos cardiovasculares, é razoavel propor que este
miRNA possa participar, direta ou indiretamente, na regulacdo dos mecanismos moleculares que
sustentam a progressao da DMVM. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo investigar
a associagdo entre os niveis plasmaticos de expressdo do miR-146a e as caracteristicas clinicas da

DMVM em cdes, com o intuito de avaliar o seu potencial valor diagndstico, bem como a sua correlagdo

com os niveis de NT-proBNP.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Descri¢ao do estudo

Um total de 60 cdes, de ambos os sexos, foi recrutado no HVP e no Hospital Veterinario UPVET
do Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel Salazar — Universidade do Porto (ICBAS-UP), entre novembro
de 2020 e abril de 2023, para a realizacdo deste estudo prospetivo. A participacdo foi autorizada
mediante a obtencdo de consentimento informado e escrito por parte dos tutores, permitindo a
inclusdo dos animais no estudo e a colheita de amostras sanguineas para fins de investigacdo.

Para cada cdo, foi recolhido o processo clinico completo, incluindo dados clinicos, laboratoriais
e imagioldgicos. Todos os animais foram submetidos a uma avaliagdo clinica completa, composta por
anamnese detalhada com registo de sinais clinicos, exame fisico, ecocardiografia, hemograma,
bioquimica sérica (ureia e creatinina), eletrocardiograma e medicdo da pressao arterial sistémica. Com
base na avaliacdo ecocardiografica e segundo os critérios estabelecidos pelo ACVIM (Keene et al.,
2019), os cdes foram classificados em quatro grupos clinicos: grupo controlo (n=10), constituido por
cdes sem alteracdes clinicas ou ecocardiograficas compativeis com doenca cardiaca; estadio B1 (n=21),
correspondente a cdes com sopro cardiaco, mas sem evidéncia de cardiomegalia ou sinais clinicos;
estadio B2 (n=16), composto por cdes com sopro cardiaco e evidéncia de cardiomegalia, mas
clinicamente assintomaticos; e estadio C (n=13), que incluiu cdes com sinais clinicos compativeis com
ICC. Embora o estadio A inclua cdes com risco aumentado de desenvolver doenca cardiaca, mas sem
alteragGes estruturais cardiacas identificaveis, neste estudo esses animais foram incluidos no grupo
controlo. Adicionalmente, os cdes com DMVM foram classificados em subgrupos com base na
presenca ou auséncia de dilatagdo do AE e/ou do VE, originando seis perfis morfoldgicos distintos: AE
normal (n=22), AE dilatado (AED) (n=28), VE normal (n=20), VE dilatado (VED) (n=30), ambas as
camaras com dimensées normais (n=18), e ambas dilatadas (AED+VED) (n=26).

Foram colhidas amostras de sangue para a quantificacdo dos biomarcadores em estudo e para
as andlises hematoldgicas e bioquimicas. Os niveis plasmaticos de NT-proBNP foram determinados
num grupo mais restrito de cdes (grupo controlo, n=5; estadio B1, n=7; estadio B2, n=8; estadio C, n=4)
e a expressao de miR-146a foi avaliada em todos os cdes, através da extracdo de RNA total, seguida de

transcricao reversa e quantificacdo qRT-PCR.

4.2 Critérios de inclusdo e exclusao

Os critérios de inclusdo para o grupo controlo foram auséncia de sinais clinicos sistémicos e

relatério ecocardiografico dentro dos parametros de normalidade. No grupo com DMVM, os critérios
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de inclusdo implicaram o diagndstico confirmado da doenca com base nas alteraces ecocardiograficas
compativeis, classificadas segundo as diretrizes do ACVIM (Keene et al., 2019).

Foram excluidos deste estudo cdes com doencas sistémicas concomitantes significativas, como
doencgas renais, hepaticas, hormonais, inflamatdrias ou neoplasias, que pudessem interferir com os
valores dos biomarcadores estudados, com base no histéorico médico, exame clinico e resultados
laboratoriais. Foram também excluidos os cdes com qualquer doenga cardiaca congénita ou adquirida,

além da DMVM, diagnosticada por ecocardiografia.

4.3 Colheita e processamento das amostras de sangue

As amostras de sangue foram colhidas da veia jugular utilizando uma seringa de 5 mL e uma
agulha de calibre 23G ou 25G, consoante o diametro da veia de cada animal. Um mililitro foi transferido
para um tubo com heparina, destinado as analises bioquimicas (ureia e creatinina), enquanto os
restantes mililitros foram distribuidos por quatro tubos contendo acido etilenodiaminotetracético
(EDTA). O tubo com heparina foi imediatamente enviado para analise bioquimica, e um dos tubos com
EDTA foi utilizado para a realizacdo do hemograma. Os restantes tubos com EDTA destinaram-se a
obtencdo de plasma para andlise de miR-146a e NT-proBNP. Para tal, o plasma foi separado por
centrifugacdo a 4000 rpm durante 10 minutos, imediatamente apds a colheita. Em seguida, foram
aliquotados, para cada cdo, no minimo 250 uL de plasma em quatro criotubos, os quais foram
armazenados a -80 °C até a analise. A quantificacdo dos niveis plasmaticos de NT-proBNP foi realizada
pelo laboratdrio de referéncia IDEXX, através do Cardiopet® proBNP, um imunoensaio quantitativo de
segunda geracdo baseado na técnica de ELISA. O procedimento de quantificacdo do miR-146a é

descrito na secc¢do seguinte.

4.4 Extragao de RNA total

A extracdo do RNA total foi realizada utilizando o Kit miRNeasy Serum/Plasma (Qiagen,
Alemanha), de acordo com as instrucdes do fabricante e seguindo cuidados rigorosos para evitar
contaminacdo por ribonucleases (RNases). Apds descongelacdo lenta das amostras em gelo, 100 pL de
plasma foram incubados com 500 uL de QIAzol, durante 5 minutos a temperatura ambiente. De
seguida, adicionaram-se 3,5 plL do controlo interno cel-miR-39 (1,6 x 10® copias/uL); este controlo
exogeno, um mimético do miRNA Caenorhabditis elegans miR-39 (cel-miR-39), foi utilizado como
normalizador interno da expressao de miRNAs no plasma. Posteriormente, foram adicionados 100 pL
de cloroférmio a mistura, seguida de agitacdo em vdrtex por, no minimo, 15 segundos, e incubacgdo a
temperatura ambiente durante 2 a 3 minutos. As amostras foram centrifugadas a 12.000 x g, a 4 °C,

durante 15 minutos, originando trés fases: a fase aquosa superior (incolor), contendo o RNA; a
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interfase (branca), contendo DNA e proteinas; e a fase organica inferior (rosada), contendo
principalmente proteinas. Para cada amostra, a fase aquosa superior foi cuidadosamente transferida
para um novo tubo de recolha e misturada com 450 plL de etanol a 100%, promovendo as condi¢des
ideais para a ligagdo de moléculas de RNA com 18 nucledtidos ou mais. Em seguida, a mistura foi
aplicada as colunas de centrifugacdo RNeasy MinElute, fornecidas pelo kit, onde o RNA total se adsorve
a membrana da coluna. A purificacdo foi realizada através de lavagens sequenciais com os reagentes
RWT, RPE e etanol a 80%, todos fornecidos pelo fabricante. Apds as lavagens, as colunas foram
centrifugadas a velocidade maxima, com as tampas abertas, para garantir a secagem completa das
membranas. Posteriormente, o RNA foi eluido com a adi¢gdo de 14 ulL de dgua livre de RNase no centro
da membrana de cada coluna, seguido de centrifugacdo a velocidade maxima durante 1 minuto,
resultando num volume final de aproximadamente 12 uL de RNA total por amostra. As amostras

eluidas foram entdo armazenadas a -80 °C até a sua utilizacdo em analises subsequentes.

4.5 Sintese de cDNA e qRT-PCR

A sintese de DNA complementar (cDNA) foi realizada utilizando o kit TagMan® MicroRNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems) e um termociclador T100 Thermal Cycler (Bio-Rad).
Inicialmente, os componentes do kit e as amostras de RNA total foram descongelados em gelo. Neste
protocolo, o cDNA ¢ sintetizado de forma especifica para cada primer de transcricdo reversa
adicionado; por isso, cada amostra de cao foi utilizada separadamente para a detecao do miR-146a e
do controlo exdgeno cel-miR-39. Para cada reacdo de RT, foram misturados 7 yuL de master mix, 5 pL
de RNA total e 3 puL do primer especifico 5x RT (hsa-miR-146a ou cel-miR-39). O master mix foi
previamente preparado com 0,15 pL de dNTPs (100 mM com dTTP), 1,0 uL de MultiScribe™ Reverse
Transcriptase (50 U/uL), 1,5 uL de tamp&o 10x RT, 0,19 pL de inibidor de RNase (20 U/uL) e 4,16 pL de
agua livre de nucleases. Como controlo negativo, foi preparada uma reacdo substituindo a amostra de
RNA por agua livre de nucleases. As misturas foram mantidas em gelo durante 5 minutos antes de
serem transferidas para o termociclador. As condi¢des de transcricao reversa foram as seguintes: 16 °C
durante 30 minutos, seguido de 42 °C durante 30 minutos, 85 °C durante 5 minutos, e manutencao a
4 °C até a remocdo das amostras. O cDNA obtido foi armazenado a -20 °C até a realizacdo das reacgGes
de PCR gquantitativo.

A guantificacdo dos niveis de miR-146a foi realizada por PCR em tempo real com transcricdo
reversa (qRT-PCR), utilizando o ensaio TagMan® MicroRNA (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA),
com primers especificos para o miR-146a e cel-miR-39, num sistema PikoReal 96 (Thermo Fisher
Scientific). Cada reacéo, realizada em duplicado, incluiu cDNA, master mix, primer e agua, totalizando

20 uL. O protocolo de amplificagao consistiu em: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, seguido de 40 ciclos
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de amplificagdo com 95°C durante 15 segundos e 60°C durante 60 segundos. Foram incluidos dois
controlos negativos: um referente a transcrigdo reversa (se RNA) e outro contendo apenas agua.

A andlise dos dados de gRT-PCR foi efetuada utilizando o método comparativo do ciclo limiar
(27-ACt), sendo a expressdo relativa do miR-146a determinada por comparagdo com os valores do

controlo exdgeno cel-miR-39.

4.6 Avaliacao ecocardiografica e parametros utilizados na classificagio da DMVM

Todos os caes incluidos no estudo foram submetidos a exame ecocardiografico em ambiente
calmo e controlado, sendo posicionados em decubito lateral direito e, posteriormente, em decubito
lateral esquerdo, para obtencdo das diferentes janelas cardiacas adequadas. Os exames
ecocardiograficos foram realizados por trés ecocardiografistas experientes seguindo protocolos
uniformes e padronizados de aquisicdo e medi¢do, segundo as diretrizes do ACVIM (Keene et al., 2019).
Foram utilizados o modo B, modo M bem como Doppler pulsado, continuo e colorido, para avaliacdo
morfoldgica e funcional das estruturas cardiacas.

A janela paraesternal direita em eixo longo permitiu a analise morfoldgica da valvula mitral,
avaliando espessamento, prolapso e coaptacdo das cuspides. O Doppler colorido foi utilizado para
detetar e avaliar qualitativamente a RM. O plano em eixo curto possibilitou a medicdo dos diametros
do AE e da Ao na base cardiaca, durante o inicio da diastole, para célculo do razdo AE/Ao. Considerou-
se indicativa de dilatacdo do AE valores iguais ou superiores a 1,6. Ainda nesta janela, ao nivel dos
musculos papilares, foi medido o didametro interno do ventriculo esquerdo em diastole (DIVEd) sendo
o valor normalizado ao peso corporal (DIVEAN = DIVEd (cm)/peso corporal (Kg) 20,294). Valores de
DIVEAN 2> 1,7 foram interpretados como indicativos de remodelacdao ventricular com hipertrofia
excéntrica. A avaliacdo da funcdo sistdlica foi realizada com base na fracdo de encurtamento, fracdo
de ejecdo, calculada através do método de Simpson em modo B, e na contratilidade miocardica
observada subjetivamente. Na janela apical esquerda, a RM foi caracterizada com maior precisao,
permitindo o alinhamento étimo do jato regurgitante. Com recurso ao Doppler colorido e espectral,
foi determinada a velocidade do jato regurgitante e calculado o gradiente de pressado pela formula 4 x
v2. A gravidade da RM foi classificada pela proporg¢do do jato em relacdo a drea do AE: ligeira (<30%),

moderada (30-70%) e grave (>70%).

4.7 Analise estatistica

A anadlise estatistica foi realizada utilizando o software IBM SPSS Statistics (versdao 30.0) e
Python (versdo 3.13). A normalidade das varidveis numéricas foi avaliada através do teste de Shapiro-

Wilk. Sempre que os dados ndo apresentaram distribuicdo normal em pelo menos um dos grupos,
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foram aplicados testes ndo paramétricos, de forma a garantir a robustez dos resultados. Os resultados
sdo apresentados como médias *+ desvios-padrdo para varidveis com distribuicdo normal e como
medianas com intervalos interquartis (IQR) para varidveis com distribuicdo anormal.

As comparacgdes entre mais de dois grupos foram efetuadas com o teste de Kruskal-Wallis, e,
guando significativas, foram seguidas por analises de comparag¢des multiplas por pares através do
teste de Mann-Whitney U. Para varidveis continuas com distribuicdo normal e variancia homogénea,
foi utilizado o teste ANOVA, seguido do teste de Tukey.

As correlagGes entre varidveis continuas foram avaliadas com o coeficiente de correlacdo de
Spearman. Para a andlise da capacidade discriminatéria dos biomarcadores miR-146a e NT-proBNP em
diferentes contextos clinicos, foram construidas curvas ROC (Receiver Operating Characteristic),
calculando-se a area sob a curva (AUC), sensibilidade, especificidade e valor de corte 6timo com base

no indice de Youden. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido em p < 0,05.

4.8 Consideragoes éticas

O presente estudo foi aprovado pelo ORBEA (Organismo Responsavel pelo Bem-Estar Animal)

do ICBAS-UP, em conformidade com a legislacdo Portuguesa (Lei n.2 92/1995).
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizagao da populagao

Dos 60 cades avaliados, 10 (16,7%) eram clinicamente saudaveis e 50 (83,3 %) apresentavam
diagndstico de DMVM. Entre os cdes com DMVM, 21 (42,0%) foram classificados no estadio B1, 16
(32%) no estadio B2 e 13 (26%) no estadio C, de acordo com a classificagdo do ACVIM. A amostra foi
composta por 34 machos, dos quais eram 16 castrados e 26 fémeas, incluindo 6 esterilizadas.

A mediana da idade na populacdo global foi de 11 anos (percentil 25- percentil 75: 9,00 —13,00)
e a mediana do peso corporal foi de 9,1 Kg (5,99 —16,34). Nao se verificam diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos ou subgrupos em rela¢do a idade, peso corporal ou distribuicdo por sexo
(p>0,05) (figura 3). As caracteristicas demograficas dos diferentes grupos encontram-se resumidas na

tabela 1.

A 2 o B

idade (anos)
Peso (Kg)
I3 3
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| J»
5 l
CONTROLO B1 B2 C CONTROLO B1 B2 C

Figura 3. Distribuicdo da idade (A) e do peso corporal (B) dos cdes nos diferentes grupos clinicos, de acordo com classificagdo
ACVIM (controlo, B1, B2 e C).

Os valores sdo apresentados sob a forma de boxplot, representando a mediana (linha horizontal), intervalo interquartil
(caixa), valores individuais (pontos) e valores extremos (bigodes). Controlo (n=10); B1 (n=21); B2 (n=16); C (n=13). ACVIM:
Colégio Americano de Medicina Interna Veterinaria; Kg: quilograma. p> 0,05.

25



Tabela 1. Caracterizagdo demografica da populagdo de cdes incluida no estudo.

SItpce I\:;:Se (SI\:)/(:) ESt(:T/oBg;:(\:I)IM Idade (anos) Peso corporal (Kg)
Controlo 10 7/3 - 9,00 (8,00-12,00) 6,33 (3,50-12,43)

B1 21 10/11 - 12,00 (8,50-13,50) 13,70 (7,38- 21,44)

B2 16 9/7 - 12,50 (12,00-14,50) 8,00 (5,23-13,93)

C 13 8/5 - 10,00 (9,50-11,50) 10,10 (5,80-23,70)

AE Normal 22 10/12 21/1/0 12,50 (8,75-13,25) 14,70 (7,39-20,47)
AE Dilatado 28 17/11 0/15/13 12,00 (10,00-13,00) 8,35 (5,68-15,36)
VE Normal 20 10/10 18/1/1 13,00 (9,50-15,00) 9,10 (6,59-17,88)
VE Dilatado 30 17/13 4/14/12 11,50 (10,00-13,00) 11,10 (5,99-18,30)
AE+ VE Normais 18 8/10 18/0/0 12,50 (8,75-14,25) 10,38 (7,23-18,64)
AE + VE Dilatados 26 15/11 0/14/12 11,50 (10,00-12,25) 9,25 (5,94-15,81)

Os valores sdo apresentados como mediana (percentil 25- percentil 75). AE: atrio esquerdo; VE: ventriculo esquerdo; DMVM:
doenga mixomatosa da valvula mitral; ACVIM: Colégio Americano de Medicina Interna Veterinaria; M/F: nimero de machos
/ nimero de fémeas; Kg: quilograma. p> 0,05.

A amostra incluiu uma ampla variedade de ragas, predominando os caes sem raca definida
(50%) e racas de pequeno porte, como o Yorkshire Terrier, Pug e Shih-Tzu. N3o foi identificada
associacdo estatisticamente significativa entre a raca e estadio clinico, sendo as racas distribuidas de

forma uniforme entre os grupos.
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5.2 Parametros ecocardiograficos

A andlise dos parametros ecocardiograficos revelou padrdes consistentes de progressdo
estrutural entre os grupos avaliados. Os indices AE/Ao e DIVEAN apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos (p< 0,001), com valores superiores nos grupos B2 e C
em comparacao com aos grupos controlo e B1. O grupo B1 nao diferiu significativamente do grupo
controlo em nenhum dos dois indices (p> 0,05). Embora o grupo C, tenha apresentado valores
numericamente superiores aos do grupo B2, ndo se observaram diferencas estatisticamente

significativa no indice DIVEdN entre estes dois grupos (p> 0,05) (figura 4 e tabela 2).
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Figura 4. Distribuigdo dos pardmetros ecocardiograficos, AE/Ao (A) e DIVEdN (B), nos diferentes grupos (controlo, B1, B2 e
Q).

Os valores sdo apresentados sob a forma de boxplot, representando a mediana (linha horizontal), intervalo interquartil
(caixa), valores individuais (pontos) e valores extremos (bigodes). Controlo (n=10); B1 (n=21); B2 (n=16); C (n=13). AE/Ao:
relagdo atrio esquerdo/aorta; DIVEdN: didmetro interno do ventriculo esquerdo em didstole normalizado ao peso corporal;
ACVIM: Colégio Americano de Medicina Interna Veterindria. p > 0,05; ***p< 0,001, ****p< 0,0001.

Quando analisados os subgrupos, com base na presenca de dilatacdo, ambos os indices AE/Ao
e DIVEdN apresentaram medianas significativamente mais elevadas nos grupos com dilatacdo do AE,
do VE, ou de ambas as camaras (AE+VE), em comparacdo com os respetivos grupos sem dilatacdo (p <
0,001). Estes resultados confirmam uma associa¢do estatisticamente significativa entre a presenca de
dilatacdo cardiaca e o aumento destes indices ecocardiograficos (tabela 2). Em contrapartida, os
parametros relacionados a RM e regurgitacdo tricuspide, incluindo as velocidades dos jatos

regurgitantes e os gradientes de pressdao estimados, ndo apresentaram diferengas estatisticamente
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significativas entre os grupos (p> 0,05), mesmo nas comparac¢des entre animais com e sem dilatagdo
cardiaca (tabela 2).

Estes resultados indicam que, nesta amostra, os indices AE/Ao e DIVEdN foram mais sensiveis
na detecdo de alteragOes estruturais cardiacas do que os parametros ecocardiograficos associados a

regurgitacao valvular.

Tabela 2. Distribuigdo dos principais parametros ecocardiograficos nos diferentes grupos experimentais.

VRM gradRM VRT gradRT
Grupos N AE/Ao DIVEAN
(m/s) (mmHg) (m/s) (mmHg)
Controlo 10 1,32 1,40 0, 00 0,00 0, 00 0, 00
(1,19-1,37) (1,33-1,57) (0,00-0,00) (0,00-0,00) (0,00-0,00) (0,00-0,00)
B1 21 1,42 1,50 5,36 114,8 0,97 3,8
(1,35-1,49) (1,40-1,60) (0,00-5,69) (0,00-130,12) (0,00-2,52)  (0,00-25,40)
B2 16 1,75 2,00 5,15 106,9 2,72 29,7
(1,69-1,90) (1,87-2,22) (3,44-5,97) (48,23-142,55) (1,33-3,17)  (7,05-40,10)
C 13 2,17 2,10 5,23 109,3 1,67 11,2
(1,91-2,39) (2,10-2,40) (4,53-5,60) (82,10-125,40) (0,00-2,96)  (0,00-35,00)
AE 2 1,42 1,50 5,31 112,95 0,49 1,9
Normal (1,36-1,51) (1,40-1,60) (0,00-5,69) (0,00-129,69) (0,00-2,46)  (0,00-24,17)
AE 78 192 2,102 5,36 114,95 2,63 27,7
Dilatado (1,75-2,19) (1,90-2,30) (4,13-5,91) (68,10-139,67) (0,00-3,17)  (0,00-40,10)
VE 20 1,43 1,45 5,31 112,95 1,13 5,20
Normal (1,37-1,53) (1,38-1,60) (2,66-5,63) (37,65-126,40) (0,00-2,60)  (0,00-27,05)
VE 30 1,892 2,102 5,36 114,95 2,45 24,0
Dilatado (1,70-2,16) (1,90-2,30) (3,82-6,03) (58,45-145,45) (0,00-3,20)  (0,00-41,00)
AE+ VE 18 1,42 1,45 5,31 112,95 0,49 1,9
Normais (1,37-1,50) (1,35-1,60) (0,89-5,66) (12,55-127,73) (0,00-2,46)  (0,00-24,17)
AE + VE 2% 1,902 2,102 5,36 114,95 2,63 27,7
Dilatados (1,75-2,22) (2,00-2,30) (4,15-5,93) (68,98-140,63) (0,00-3,20) (0,00 -41,00)

Os valores sdo apresentados como mediana (percentil 25- percentil 75). AE: Atrio esquerdo, VE: Ventriculo esquerdo, AE/Ao:
relagdo atrio esquerdo/aorta; DIVEdN: didmetro interno do ventriculo esquerdo em didstole normalizado ao peso corporal;
VRM: velocidade de regurgitagdo mitral; gradRM: gradiente de pressdo mitral, VRT: velocidade de regurgitagdo tricuspide,
gradRT: gradiente de pressdo tricUspide, m/s: metros por segundo, mmHg: milimetros de mercurio.

2 Diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao respetivo grupo sem dilatagdo (p< 0,001).
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5.3 Expressao relativa do miR-146a (2/-ACt)

A quantificacdo da expressdao do miR-146a foi realizada com base na metodologia de
normalizacdo relativa, recorrendo ao céalculo de 27-ACt, em que ACt representa a diferenca entre o
ciclo limiar (Ct) do miRNA alvo (miR-146a) e o Ct do gene de referéncia (cel-miR-39). Esta abordagem
permite controlar variages técnicas na extracdo e na amplificacdo, garantindo maior fiabilidade e
comparabilidade entre amostras. Assim, os valores obtidos refletem a expressao relativa do miR-146a,
ajustada a variabilidade experimental inerente a técnica de qRT-PCR.

A expressdo relativa de miR-146a, avaliada pelo método 27-ACt, revelou diferencas
estatisticamente significativas entre os diferentes grupos (p< 0,01). Observou-se um aumento
progressivo da mediana da expressdao de miR-146a com o avanco da doenca. A andlise entre grupos
demonstrou que os cdes do estadio C apresentaram niveis significativamente mais elevados de miR-
146a em comparacgdo com o estadio B1 (p< 0,01). Adicionalmente, os cdes sintomaticos (estadio C)
apresentaram expressdo significativamente superior a dos grupos assintomaticos (estadio B1 e B2) (p

=0,005) (figura 5).
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Figura 5. Expressdo relativa de miR-146a nos diferentes grupos em estudo (controlo, B1, B2 e C) (A) e comparagdo da
expressdao de miR-146a entre cdes assintomaticos (estadios B1 e B2) e sintomaticos (estadio C) (B).

Os valores sdo apresentados sob a forma de boxplot, representando a mediana (linha horizontal), intervalo interquartil
(caixa), valores individuais (pontos) e valores extremos (bigodes). Controlo (n=10); B1 (n=21); B2 (n=16); C (n=13); B1+B2
(n=37). 27-ACt: Expressdo relativa de miR-146a em relagdo ao controlo exdgeno (cel-miR-39). **p < 0,01.

A andlise de correlagdo entre a expressao relativa de miRNA e os parametros ecocardiograficos
revelou uma associa¢do positiva fraca, mas estatisticamente significativa, entre os niveis plasmaticos
de miR-146a e a relacdo AE/Ao (r = 0,30; p = 0,02), bem como o DIVEdAN (r = 0,24; p = 0,007). Estes
resultados indicam uma tendéncia de aumento da expressdo de miR-146a com o grau de dilatagdo das

camaras esquerdas, particularmente em relagdo a dilatacdo do AE (figura 6).
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Figura 6. Regress3do linear da expressdo relativa de miR-146a (27-ACt) em fungdo dos indices ecocardiograficos (AE/Ao (A) e

DIVEdN (B)) em cdes com DMVM.

Cada ponto representa um animal. A (n=60). B (n=60).AE/Ao: relagdo &trio esquerdo/aorta; DIVEdN: didametro interno do
ventriculo esquerdo em diastole normalizado ao peso corporal; DMVM: doenga mixomatosa da valvula mitral; r: correlagdo

de Spearman. p = 0,02; p = 0,007.

A expressdo plasmatica de miR-146a foi significativamente superior nos grupos com

dilatagdo cardiaca, em comparacdo com os respetivos grupos sem dilatacdo (p < 0,01 em todas

as comparagoes) (figura 7).
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Figura 7. Distribui¢do dos niveis plasmaticos de miR-146a (2”-ACt) em c3es agrupados consoante com a presenga ou auséncia
de dilatagdo do AE (A), do VE (B) e de ambas as cdmaras (AE + VE) (C).
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Os valores sdo apresentados sob a forma de boxplot, representando a mediana (linha horizontal), intervalo interquartil
(caixa), valores individuais (pontos) e valores extremos (bigodes). AE normal (n=22); AE dilatado (n=28); VE normal (n=20);
VE dilatado (n=30); AE+VE normais (n=18); AE+VE dilatados (n=26). AE: atrio esquerdo; VE: ventriculo esquerdo; 2*-ACt:
Expressado relativa de miR-146a em relagdo ao controlo exdgeno (cel-miR-39). **p< 0,01.

5.4 Anadlise comparativa entre o miR-146a e NT-proBNP

Os niveis plasmaticos de ambos os biomarcadores, miR-146a e NT-proBNP, aumentaram
progressivamente com a gravidade da doenca, sendo significativamente mais elevados no estadio C

do que no estadio B1 (miR-146a: p< 0,01; NT-proBNP: p< 0,05) (figura 8).
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Figura 8. Expressdo do miR-146a (A) e concentragdes plasmaticas de NT-proBNP (B) ao longo dos estadios da DMVM, segundo
classificagdo do ACVIM (Controlo, B1, B2 e C).

Os valores sdo apresentados sob a forma de boxplot, representando a mediana (linha horizontal), intervalo interquartil
(caixa), valores individuais (pontos) e valores extremos (bigodes). (A) Controlo (n=10); B1 (n=21); B2 (n=16); C (n=13). (B)
Controlo (n=5); B1 (n=7); B2 (n=8); C (n=4). 27-ACt: Expressdo relativa de miR-146a em relagdo ao controlo exdgeno (cel-miR-
39); ACVIM: Colégio Americano de Medicina Interna Veterinaria; DMVM: doeng¢a mixomatosa da vélvula mitral; miR-146a:
microRNA-146a; NT-proBNP: fragmento N-terminal péptido natriurético do tipo B. *p <0,05; **p < 0,01.

A analise das curvas ROC permitiu comparar a capacidade discriminatdria do miR-146a e do
NT-proBNP na diferenciacdo entre cdes saudaveis (grupo controlo) e cdes com DMVM (estadios B1, B2
e C). O NT-proBNP apresentou uma AUC de 0,84, demonstrando bom desempenho na identificacdo de
animais doentes. Em contraste, o miR-146a revelou uma AUC de 0,49, sugerindo auséncia de valor
discriminatorio nesta comparagdo. Por outro lado, o miR-146a mostrou melhor desempenho
discriminatdrio na distingdo entre animais assintomaticos (estadio B1 e B2) e sintomaticos (estadio C)
(AUC: 0,76), em relacdo ao NT-proBNP (AUC: 0,67). O ponto de corte 6timo identificado, com base no
indice de Youden, foi de 0,00032 (sensibilidade: 100%; especificidade:54% e AUC: 0,76) (figura 9).
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Figura 9. Curvas ROC para a precisdo de cada biomarcador (miR-146a e NT-proBNP) na discriminagdo de cdes com DMVM de
cdes sauddveis (A) e na discriminagdo de cdes sintomaticos (estadio C) de cdes assintomaticos (estadios B1 e B2) (B).

Alinha a tracejado representa a referéncia diagnédstica (AUC = 0,5). (A) NT-proBNP: Saudaveis(n=5); DMVM (n=19); miR-146a:
Sauddveis(n=10); DMVM (n=50). (B) NT-proBNP: estadio B1 e B2 (n=15); estadio C (n=4); miR-146a: estadio B1 e B2 (n=37);
estadio C (n=13). AUC: area sob a curva; DMVM: doenga mixomatosa da valvula mitral; miR-146a: microRNA-146a; NT-
proBNP: fragmento N-terminal do péptido natriurético do tipo B; ROC: receiver operating characteristic.
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6. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo evidenciam uma tendéncia para o agravamento dos parametros
estruturais, bem como alteragdes nos perfis de biomarcadores funcionais e moleculares, a medida que
a DMVM progride. Estes achados revelam padrées compativeis com a evolugdo da doenga e levantam
hipdteses pertinentes sobre os mecanismos subjacentes.

A populagdo incluida neste estudo apresentou uma idade mediana de 11 anos e um peso
corporal mediano de 9,1 Kg, ndo se tendo verificado diferencgas estatisticamente significativas entre os
grupos clinicos. Estes valores estdo em consonancia com o perfil tipico da DMVM, uma doenca de
carater progressivo que afeta predominantemente cies de pequeno a médio porte e cuja prevaléncia
aumenta com a idade, podendo chegar aos 100% em cdes geriatricos de ragas de alto risco (Borgarelli
& Buchanan, 2012). De facto, a idade avancgada é reconhecida como um dos principais fatores de risco
para o desenvolvimento e agravamento da doenga, uma vez que as alteracbes degenerativas da
valvula mitral tendem a intensificar-se com o tempo. Embora alguns estudos indiguem uma ligeira
predominancia em machos, neste estudo ndo se verificaram diferencas significativas quanto ao sexo.
Relativamente ao peso corporal, a sobre-representacdo de cdes de pequeno porte neste estudo estd
de acordo com a distribuicdo tipica da DMVM, que afeta essencialmente cdes com <20 kg (Keene et
al., 2019). Quanto a composic¢ao racial, observaram-se sobretudo cdes sem raca definida e racas de
pequeno porte, como Yorkshire Terrier, Shih-Tzu e Pug. Apesar da distribuicao uniforme entre grupos,
é reconhecido que certas racgas apresentam uma predisposi¢do genética, nomeadamente o CKCS, onde
a doencga tende a manifestar-se em idades mais precoces e a apresentar uma progressdo mais rapida
(Swift et al., 2017), com alteragGes estruturais significativas observadas em fases iniciais da doenga,
associadas a variantes genéticas que comprometem a integridade da valvula mitral (Axelsson et al.,
2021; Madsen et al., 2011).

Tal como descrito na literatura, observou-se um aumento progressivo dos indices AE/Ao e do
DIVEdN ao longo dos diferentes estadios, com diferencas estatisticamente significativas entre o grupo
controlo e os estadios B2 e C (Ljungvall & Haggstrom, 2023). A auséncia de diferenca significativa entre
o controlo e o estadio B1 no pardmetro AE/Ao estda em conformidade com a definicdo deste estadio,
segundo a classificagdo do ACVIM, no qual ndo se verificam critérios ecocardiograficos de dilatacdo do
AE (Keene et al., 2019). A dilatagdo atrial esquerda constitui um mecanismo compensatorio face ao
aumento do volume regurgitante, permitindo manter a pressao intra-atrial relativamente baixa
durante a sistole ventricular, mesmo em fases avancadas da doenca. Por sua vez, a dilatacdo
ventricular esquerda, evidenciada por valores mais elevados de DIVEdN, foi particularmente marcante
no estadio C, refletindo a sobrecarga de volume crdnica e a consequente hipertrofia excéntrica,

caracteristicas tipicas da evolu¢do da DMVM (Hori et al., 2020).
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Neste contexto, as correlacdes estatisticamente significativas, embora modestas, entre os
niveis de miR-146a e os indices ecocardiograficos AE/Ao e DIVEdN adquirem especial relevancia,
sugerindo que a expressdo deste miRNA podera refletir, pelo menos em parte, o grau de remodelacdo
estrutural cardiaca. Esta hipdtese é sustentada por evidéncia experimental, que associa diretamente
o miR-146a a mecanismos de remodelagdo miocardica (He et al., 2019; Oh et al., 2018; Palomer et al.,
2015). Em modelos de insuficiéncia cardiaca induzida por enfarte do miocardio, a sua expressao
positiva foi relacionada com disfuncdo ventricular, dilatacdo das camaras cardiacas e ativagdo de vias
pro-fibréticas. Inversamente, a sua inibicdo resultou em melhorias hemodinamicas, reducdo da fibrose
intersticial e recuperacdo parcial da funcdo sistdlica (He et al., 2019), reforcando o seu papel ativo na
remodelacdo adversa. Embora ndo seja possivel estabelecer uma relagdo causal direta, os dados aqui
obtidos sugerem que o miR-146a podera funcionar como marcador molecular de remodelacdo
cardiaca, particularmente em estadios clinicos mais avancados da DMVM.

A analise da expressdao do miR-146a ao longo dos diferentes estadios da DMVM revelou um
padrdo compativel com a progressdo da doenca, com niveis significativamente mais elevados no grupo
sintomatico (estadio C) em comparagdo com os grupos assintomaticos (estadios B1 e B2). Este
aumento refletiu-se numa boa capacidade discriminatdria entre cdes sintomaticos e assintomaticos
(AUC = 0,76), sugerindo que o miR-146a podera estar implicado em mecanismos moleculares
associados a fase clinica da doencga, possivelmente relacionados com inflama¢do e remodelagédo
estrutural. Por outro lado, a auséncia de diferencas significativas entre o grupo controlo e os grupos
assintomaticos, bem como o fraco desempenho na distingdo entre cdes saudaveis e doentes (AUC =
0,49), indicam que este miRNA ndo se revela Util como marcador para rastreio precoce, mas podera
constituir um potencial indicador de agravamento ou descompensacao clinica.

Em paralelo, o NT-proBNP permanece como um dos biomarcadores mais amplamente
estudados e utilizados na pratica clinica veterinaria, nomeadamente no contexto da DMVM. Embora
nao esteja diretamente implicado nos mecanismos celulares de remodelagdo, os niveis do NT-proBNP
aumentam progressivamente a medida que se verifica dilatacdo atrial e ventricular, refletindo, de
forma indireta, a magnitude da sobrecarga de volume e o grau de adaptacdo estrutural do coracao.
Estudos anteriores demonstraram uma correlagdo significativa entre os niveis plasmaticos de NT-
proBNP e parametros ecocardiograficos de remodelacdo, como a relagdo AE/Ao, bem como uma boa
capacidade discriminatéria entre os diferentes estadios clinicos (Ogawa et al., 2021). No presente
estudo, o NT-proBNP revelou excelente desempenho na distingdo entre cdes saudaveis e doentes
(AUC= 0,84), evidenciando a sua sensibilidade a alteraces hemodinamicas precoces. No entanto,
demonstrou apenas desempenho moderado na diferenciacdo entre estadios sintomaticos e
assintomaticos (AUC= 0,67), valor inferior ao reportado na maioria dos estudos prévios

(Chanmongkolpanit et al., 2024).
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Tendo em conta os resultados obtidos, o papel distinto, mas complementar do NT-proBNP e
do miR-146a reforca a utilidade clinica da sua combina¢do. Enquanto o NT-proBNP atua como
biomarcador sensivel a sobrecarga miocardica e as alteraces hemodinamicas precoces, o miR-146a
podera fornecer informacdo adicional sobre alteragdes moleculares e estruturais, nomeadamente
processos inflamatodrios e de remodelagdo cardiaca, caracteristicos dos estadios mais avangados. Estes
achados sugerem que, em conjunto, estes biomarcadores podem oferecer uma visdao mais abrangente
da progressao da DMVM.

Apesar da utilidade reconhecida do NT-proBNP, os seus niveis podem ser influenciados por
variaveis ndo cardiacas, como a fungao renal, idade ou terapéutica, o que limita a sua especificidade
clinica (Sjostrand et al., 2014; Wall et al., 2018). Neste estudo, apenas uma parte dos cdes foi
submetida a quantificacdo plasmatica deste marcador, resultando numa amostra particularmente
reduzida, sobretudo no grupo sintomatico (estadio C). Esta limitacdo podera ter comprometido a
robustez das analises comparativas entre biomarcadores, nomeadamente na avaliacdo da capacidade
discriminatoria do NT-proBNP e na comparacdo entre as AUC dos biomarcadores. Por este motivo, os
resultados obtidos devem ser considerados exploratérios, carecendo de validagdo futura em amostras
maiores. Em paralelo, apesar do cuidado em ndo incluir animais com doencas inflamatérias ativas, os
resultados obtidos para o miR-146a revelaram variabilidade intra-grupo, que podera estar associada a
fatores inflamatodrios sistémicos ndo diretamente relacionados com a DMVM. A origem da sua
expressdo plasmatica poderd ndo ser exclusivamente cardiaca, uma vez que os miRNAs circulantes
podem derivar de multiplos tecidos e refletem também os efeitos sistémicos da doenca. De facto, a
discrepancia entre perfis teciduais e plasmaticos, descrita em estudos prévios, refor¢a a importancia
de estudos que integrem a expressdo tecidular e a caracterizacdo funcional deste miRNA (Yang et al.,
2017; Yang et al., 2018). Ainda assim, os dados aqui obtidos sustentam a utilidade potencial do miR-
146a como marcador de remodelac¢do cardiaca avancada, sobretudo quando combinado com outros
parametros clinicos, ecocardiograficos ou moleculares.

Ainda assim, importa reconhecer que a utilizagdo clinica dos miRNAs como biomarcadores
enfrenta diversos desafios. Um dos principais entraves é a auséncia de uma estratégia universal de
normalizacdo, o que compromete a comparabilidade entre estudos e limita a reprodutibilidade dos
resultados. Além disso, a inexisténcia de unidades de medida absolutas e de valores de referéncia
especificos para diferentes amostras, quer em condi¢ées fisioldgicas, quer em contexto patoldgico,
dificulta a interpretacdo da origem da expressao e impede a caracterizacdo de doengas com base em
concentragdes plasmaticas. A variabilidade individual e a baixa expressdo de certos miRNAs no plasma
representam obstaculos técnicos relevantes a sua detecdo e quantificacdo fidvel. Estes

constrangimentos reforcam a necessidade de estudos multicéntricos e longitudinais, que permitam
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validar de forma robusta o potencial diagndstico, progndstico e terapéutico dos miRNAs na pratica
clinica veterinaria (Bagardi et al., 2022; Hulanicka et al., 2014; Jung & Bohan, 2018).

De forma integrada, os resultados deste estudo apontam para o potencial beneficio de uma
avaliagcdo combinada entre parametros ecocardiograficos e biomarcadores funcionais e moleculares,
permitindo uma caracterizacao mais abrangente da DMVM. Embora o NT-proBNP se mantenha como
um biomarcador robusto e util na pratica clinica, os dados obtidos sugerem que a inclusdo de
moléculas como o miR-146a pode acrescentar valor na estratificacdo de risco, particularmente em
fases sintomaticas, onde a remodelagao e inflamacdo sdo mais marcadas. A complementaridade entre
ambos os biomarcadores pode, assim, abrir caminho para abordagens diagndsticas mais precisas e

personalizadas na pratica da cardiologia veterinaria.

7. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que a expressdo plasmatica do miR-146a se
encontra aumentada em cdaes com DMVM, particularmente em estadios mais avancados da doenca.
Verificou-se uma associagcdo significativa entre a expressdo deste mMIRNA e parametros
ecocardiograficos de remodelagdo cardiaca, nomeadamente o indice AE/Ao, indicador reconhecido da
progressao estrutural da doenca. Além disso, o miR-146a revelou boa capacidade discriminatéria entre
cdes sintomaticos (estadio C) e assintomaticos (estadio B1 e B2), contrastando com o NT-proBNP, que
demonstrou melhor desempenho na distingdo entre animais saudaveis e doentes. Este padrao sugere
gue o miR-146a podera refletir alteragdes moleculares associadas a fases mais avancadas da DMVM,
como inflamacdo e fibrose, enquanto o NT-proBNP permanece mais sensivel a alteracdes funcionais e
hemodinamicas precoces. Assim, os dois biomarcadores parecem fornecer informacdo complementar
sobre diferentes dimensdes da doenca.

Ainda que preliminares, os dados aqui apresentados sustentam o potencial do miR-146a como
biomarcador complementar na avaliacdo clinica da DMVM. A sua inclusdo podera contribuir para uma
estratificacdo de risco mais precisa e para o acompanhamento de fases assintomaticas da doenca,
nomeadamente em associacdo com marcadores ecocardiograficos e bioquimicos ja estabelecidos.

Em suma, este estudo refor¢ca a importancia de uma abordagem integrativa, combinando
indicadores morfolégicos, funcionais e moleculares, para uma caracterizacdo mais abrangente e
precisa da progressao da DMVM. Investigacdes futuras, com maior dimensdao amostral, abordagem
longitudinal e validag¢do funcional do papel biolégico do miR-146a serdo fundamentais para consolidar

o papel clinico do miR-146a e explorar o seu potencial terapéutico na cardiologia veterinaria.
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