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RESUMO

A UTILIZACAO DOS microRNAs NO DIAGNOSTICO DE DOENCA RENAL
CRONICA EM GATOS

Christine Souza Martins, Giane Regina Paludo
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia (UnB)

Com a crescente popularizacdo dos gatos como animais de companhia, cresce também a
necessidade de implementacdo de medicina preventiva, em especial aos animais idosos. A
doenca renal cronica é uma das afec¢des mais comuns afetando gatos de meia idade a idosos.
Os biomarcadores hoje utilizados na rotina clinica ndo satisfazem totalmente as condicdes de
precocidade e especificidade adequados para permitir a intervencdo terapéutica nos
mecanismos iniciais que ao perpetuarem os danos ao tecido renal causam declinio gradual de
funcdes e eventual faléncia renal. Os microRNAs (miRNA) sdo RNAs regulatorios curtos e
ndo codificantes produzidos de maneira endégena que podem reprimir a expressdo de genes
por mecanismos pos-transcricionais. Sabe-se que eles podem influenciar condi¢bes
fisioldgicas e patoldgicas em diversos sistemas bioldgicos e tecidos especificos. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar a possibilidade da utilizacdo dos miRNAs miR-365-3p, miR-192-
5p, miR-20a-5p, miR-15b-5p e miR-16-5p no diagnostico da doenga renal crénica em gatos,
através do desenvolvimento e padronizacdo de protocolos de RT-qPCR para amostras de soro
e plasma de gatos. Foram avaliadas as médias das expressdes relativas dos cinco miRNAs
alvos e feita a comparacdo entre dois grupos de gatos adultos domiciliados, um grupo
Controle (10 gatos higidos) e outro com diagnéstico de DRC (15 gatos). O miR-39-3p foi
usado como controle exdgeno. Os resultados obtidos mostraram que o miR-15b-5p apresentou
menor expressdo no soro e no plasma do grupo DRC, o miR-192-5p se mostrou menos
expresso no soro do grupo DRC e 0 mir-365-3p se mostrou menos abundante no plasma do
grupo DRC. Especialmente 0 miR-15b-5p e 0 miR-192-5p podem estar envolvidos em
processos patolégicos ocorrendo no rim, como homeostase de fésforo, hipertensdo, danos
imunomediados e particularmente inducdo de fibrose. O presente estudo demonstrou que
diferengas de expressdo de determinados miRNAs podem sim diferenciar gatos saudaveis de
gatos com DRC e representa novas perspectivas de pesquisa de biomarcadores em gatos
domeésticos.

Palavras-chave: miRNA, doenca renal cronica, gatos, diagndstico molecular, biomarcador



ABSTRACT

microRNAs AS BIOMARKERS FOR FELINE CHRONIC KIDNEY DISEASE

Christine Souza Martins, Giane Regina Paludo
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia (UnB)

As the cat becomes more popular as pets, the need for better practices of preventive veterinary
medicine also grows rapidly, especially for elderly animals. Chronic kidney disease (CKD) is
one of the most common conditions affecting middle-aged to elderly cats. The biomarkers
currently available in clinical practice do not fully satisfy the conditions of adequate precocity
and specificity to allow prompt therapeutic intervention on first mechanisms that, by
perpetuating damage to the renal tissue, cause a gradual decline in function and eventual renal
failure. MicroRNAs (miRNA) are short, non-coding, endogenously produced regulatory
RNAs that can repress gene expression through post-transcription mechanisms. It is well
known that they can influence physiological and pathological conditions in various biological
systems and specific tissues. The aim of the present work was to evaluate the possibility of
using selected microRNAs: miR-365-3p, miR-192-5p, miR-20a-5p, miR-15b-5p and miR-16-
5p in the diagnosis of chronic kidney disease in cats, through the development and
standardization of RT-gPCR protocols for serum and plasma samples. The values of relative
expressions of the five target microRNAs were evaluated and a comparison between two
groups of adult pet cats was made, one Control group (10 healthy cats) and another group
diagnosed with CKD (15 cats). miR-39-3p was used as an exogenous control. The results
showed that miR-15b-5p was downregulated in serum and plasma of the CKD group, miR-
192-5p was downregulated in the serum of the CKD group and mir-365-3p was less abundant
in the plasma of the CKD group. Two of these targets, miR-15b-5p and miR-192-5p may be
specially involved in pathological processes in the kidney, such as phosphorus homeostasis,
hypertension, immune-mediated damage and, particularly induction of fibrosis. The present
study has shown that differences in the expression of certain microRNAs can indeed
differentiate healthy cats from cats with CKD and stands for new research frontiers on
biomarkers in domestic cats.

KEY WORDS: miRNA, chronic kidney disease, cats, molecular diagnosis, biomarker
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1. INTRODUCAO

A populacdo de gatos mantidos como animais de estimagdo vem aumentando
bastante nos ultimos anos no Brasil, acompanhando a mesma tendéncia ja percebida dos
paises desenvolvidos. De acordo com dados da Pesquisa Nacional de Saude (PNS) de 2019
divulgada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica os gatos eram parte de 19,3%
dos lares brasileiros. Segundo esses dados 14,1 milhdes de residéncias contam com pelo
menos um gato (IBGE, 2020). Observa-se ndo somente aumento no nimero absoluto de
animais, mas também uma alteracéo na relacdo dos tutores com esses animais. No passado 0s
gatos eram animais que viviam no fundo do quintal e que pouco frequentavam as clinicas
veterinarias, pois largados a sua prdpria sorte sobreviviam por poucos anos vitimas de
traumas ou doengas infecciosas.

Com o crescimento da populacdo urbana e com o processo de verticalizacdo
das cidades, os gatos passaram a ser a melhor op¢do para quem nao abre mdo de ter um
animal de companhia, mas ndo tem o tempo ou espaco suficiente para abrigar um céo.
Exigindo menos tempo dos tutores e o fato de serem limpos e silenciosos fez com que se
tornassem a melhor opgéo (STRAEDE; GATES, 1993; FERDMAN; INGRAHAM, 2014) .

A relacdo dos tutores com seus gatos foi se tornando cada vez mais préxima
intensificando os cuidados com o0 manejo, nutricdo e satde. Essa nitida melhoria nos cuidados
com a saude tem como reflexo 0 aumento da longevidade e consequentemente o aumento da
incidéncia das doencas cronicas que acompanham o processo de envelhecimento (RAY et al.,
2021).

Dentre as inumeras doencas cronicas e degenerativas que acompanham o
processo de envelhecimento dos gatos, observa-se com mais frequéncia o cancer, as
endocrinopatias (como o diabete melito e o hipertireoidismo), as doencas gastrintestinais
inflamatorias (incluindo hepéticas e pancreéticas) e a doenca renal crénica (DRC). Com o
avanco dos conhecimentos médicos veterinarios e dos meios de diagndstico, até condicbes
antes obscuras, agora sdo reconhecidas como entidades comuns em gatos idosos, como a

osteoartrite e a disfungéo cognitiva (PAEPE et al., 2013).



O gato, como paciente, pode passar muito tempo (até anos) com disfungdes
organicas nao detectadas e somente apresentados para tratamento quando essas disfuncdes ja
estdo muito avancadas, restando poucas opcBes ao medico veterinario para controle ou
manejo dessas condi¢cbes (FORTNEY, 2012). Esse atraso no diagnostico pode ser causa de
frustacdo e descontentamento tanto para o profissional médico veterinario quanto para o tutor
do animal.

A adocao da medicina geriatrica preventiva é essencial na deteccdo precoce de
disfungdes organicas, propiciando a intervencdo imediata e direcionada, garantindo além de
maior longevidade, um bem ainda mais precioso, que é a melhor qualidade de vida possivel
para 0 paciente e, por conseguinte também para o tutor. Essa abordagem também é
considerada menos dispendiosa e mais bem sucedida do que o manejo da crise (RAY et al.,
2021).

A medicina geriatrica preventiva muito se beneficia da introducdo de novas
avaliaces laboratoriais que detectem e possam prever com meses, e até anos, de antecedéncia
o0 aparecimento de disfuncdes organicas especificas ou neoplasias. A DRC afeta entre 30% a
40% dos gatos com mais de 10 anos de idade, sendo considerada inclusive a maior causa de
morte em Vvarios estudos retrospectivos de algumas populaces de gatos em varios paises
(SPARKES et al., 2016). Um tnico biomarcador capaz de avaliar com precisao a funcéo renal
ainda ndo foi determinado. Na pratica clinica entdo essa avaliacdo é baseada na combinacao
de alguns achados laboratoriais como presenca de azotemia e alteracdes na densidade urinaria
(SPARKES et al., 2016).

Considerando que o rim é um Orgdo que ndo se regenera e o diagndstico
preciso da patologia renal necessita de um procedimento invasivo para obtencdo de uma
biopsia, a identificacdo de biomarcadores em fluidos corporais em muito auxiliaria na
identificacdo precisa dos processos patologicos presentes, contribuindo para o
desenvolvimento de ferramentas diagndsticas ndo invasivas (ICHII; HORINO, 2017).

Os miRNAs séo RNAs pequenos ndo codificantes, com aproximadamente 20 a
25 nucleotideos, que agem como reguladores da expressdo génica pos-transcricional. Eles
desempenham papéis fundamentais em muitos processos e vias bioldgicas, tais como a
apoptose, proliferacdo e ciclo celular. Sua desregulacdo estd associada com uma grande
variedade de doencas, incluindo doencas cardiacas, neuroldgicas, cancer e doengas renais
(LAGANA et al., 2017). O atual desenvolvimento de técnicas moleculares abre perspectivas

de utilizacdo dos miRNAs como opcao de novos biomarcadores, visto que estes ja tem se



3

mostrado excelente ferramenta de detec¢do e acompanhamento de varias doencas em seres
humanos e animais (ICHII; HORINO, 2017).

1.1. Objetivos

1.1.1.

Geral

Avaliar a possibilidade da utilizagdo de miRNAs no diagnostico da doenca renal

crbnica em gatos.

1.1.2.

Obijetivos especificos

Desenvolver um protocolo de extragdo para plasma e soro de amostras de
sangue de gatos domésticos, a fim de permitir a purificacdo, recuperagdo e
preservacao adequadas das moléculas de miRNAs. Desta forma, produzir
amostras ideais que permitam uma quantificacdo minima para a realizacdo dos
ensaios;

Desenvolver e padronizar os protocolos de RT-gPCR, nas amostras
selecionadas, para deteccdo e quantificacdo dos miRNAs alvos: miR-365-3p,
miR-192-5p, miR-20a-5p, miR-15b-5p e miR-16-5p.

Quantificar a expressdao dos miRNAs: miR-365-3p, miR-192-5p, miR-20a-5p,
miR-15b-5p e miR-16-5p no soro e plasma de gatos saudaveis (controle) e
comparar essa expressdo em gatos com doenca renal crénica.

Sugerir um perfil de miRNAs especificos capaz de diagnosticar gatos com

doenca renal cronica de maneira mais precoce e sensivel.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O processo de envelhecimento

O processo de envelhecimento € um somatorio dos efeitos deletérios do
tempo na funcéo celular, microanatomia e fisiologia de cada sistema corporal (Fortney, 2012).
Envelhecer ndo representa uma doenca especifica, mas sim um processo complexo com
envolvimento de fatores genéticos, bioldgicos, nutricionais e ambientais contribuindo para
essa regressao progressiva chamada envelhecer (FORTNEY, 2012).

Muitos gatos domésticos estdo vivenciando um nitido aumento na expectativa
de vida devido a disponibilidade de melhores cuidados veterinarios, melhor nutricdo e tutores
mais bem informados e engajados (RAY et al., 2021). Ndo ha uma idade especifica na qual o
gato se torna idoso, o processo de envelhecimento pode variar entre individuos ou até entre 0s
sistemas organicos de um mesmo individuo (PITTARI et al., 2009). Porém, com o objetivo de
facilitar os cuidados preventivos nas diferentes faixas etarias dos gatos, foram estabelecidos
quatro estagios de vida: filhotes (com menos de um ano), adultos jovens (que estdo entre um e
seis anos), adultos maduros (entre sete a dez anos) e idosos ou geriatricos (acima de 10 anos
de idade)(QUIMBY et al., 2021).

Usar a idade do paciente como ponto de referéncia para estimar seu estado de
declinio organico pode ser apropriado. Entretanto, considerando que cada 6rgdo apresenta
uma taxa diferente de envelhecimento bioldgico, qualquer avaliacdo criteriosa do estado de
salde do paciente deveria ser baseada numa triagem funcional de cada sistema orgéanico, se
possivel (FORTNEY, 2012).

H& um determinado ponto critico nesse declinio progressivo, onde um
determinado orgao atinge seu “ponto de inflexdo” fisioldgico. A partir desse ponto todas as
reservas fisiologicas foram exauridas, resultando em alteragdes evidentes nos testes
diagnosticos, nos parametros bioquimicos e/ou aparecimento de sinais clinicos (FORTNEY,
2012).

Esses pontos mensuraveis sdo referidos como “valores de referéncia” do

envelhecimento daquele 6rgdo. Em geral, esses valores de referéncia lentamente progressivos



sdo sutis, ndo detectados ou mal interpretados pelo tutor até que o paciente seja submetido a
estresse por outras doencas ndo relacionadas, hospedagem, internacdo, medicacOes ou
anestesia geral. Cada vez mais, essas alteragcdes sutis nesses valores de referéncia podem ser
detectadas nas avaliacBes dos perfis geriatricos, enfatizando ainda mais a importancia do

estabelecimento de exames de rotina, mesmo em pacientes saudaveis (FORTNEY, 2012).

2.2. Doenca renal cronica nos gatos

As alteracGes bioldgicas inevitaveis associadas com o envelhecimento resultam
na redugdo progressiva da capacidade de manejar fatores de estresse fisiologicos,
imunolégicos e ambientais. Portanto, concomitante com o processo normal de
envelhecimento, a incidéncia de determinadas doencas aumenta gradativamente (PITTARI et
al., 2009).

A doenca renal cronica (DRC) é uma doenca comum na rotina da medicina dos
gatos domésticos. Estudos de prevaléncia apresentam resultados diferentes entre populacées
de diversos paises, podendo representar 4% dos atendimentos primarios em clinicas nao
especializadas (O’NEILL et al., 2014) até 50% dos atendimentos em clinicas especializadas
(MARINO et al., 2014). Ja foi demonstrada como a causa mais comum de morte natural em
gatos de varias idades em alguns estudos (EGENVALL et al., 2009; O’NEILL et al., 2015) ou
mais frequente causa de eutanasia em outros (HUANG et al., 2017). A DRC é sem duavida
mais comum nos gatos idosos, podendo afetar de 30% a 40% dos gatos com mais de 10 anos
(SPARKES et al., 2016).

A DRC ndo é reversivel e, uma vez detectada, raramente se resolve. Embora
desordens congénitas causem ligeiro aumento da incidéncia em gatos com menos de trés anos
de idade, a prevaléncia da DRC aumenta com a idade, a partir de cinco a seis anos em diante
(BROWN et al., 2016). Visto ser a DRC téo frequente em gatos idosos, 0 seu monitoramento
precoce € considerado pratica recomendada no acompanhamento periddico de gatos acima de
10 anos de idade (RAY et al., 2021).

O termo doenca renal cronica refere-se a qualquer condi¢cdo mérbida na qual
houve perda de tecido renal funcional devido a um processo prolongado (geralmente maior
que dois meses de duracgéo) e geralmente progressivo. A DRC frequentemente também causa
alteracbes draméticas na estrutura renal, embora a correlacdo entre alteracfes estruturais e
funcionais seja bastante imprecisa. Isso ocorre parcialmente por causa da extraordinéria

reserva funcional renal possibilitando que os gatos possam sobreviver por longos periodos



(meses a anos) com somente uma pequena fragcdo do tecido renal original, talvez menos de
10%. Sabe-se que a DRC pode ja estar presente por meses ou anos até se tornar clinicamente
aparente (BROWN, 2016).

DRC é um termo ndo especifico e ndo indica a causa da leséo renal ou do seu
comprometimento funcional. As causas Ssdo heterogéneas e, na maioria das vezes,
permanecem indeterminadas. Elas podem ser divididas em congénitas e adquiridas
(REYNOLDS; LEFEBVRE, 2013).

A doenca mais comum de origem genética nos gatos é a doenca renal
policistica autossdbmica dominante, que ja chegou a afetar mais de 38% dos gatos da raca
Persa e seus cruzamentos, sendo esperado que atualmente tenha havido diminuicdo dessa
prevaléncia associada a praticas de cruzamentos controlados. Outras doencas renais
congénitas sdo a amiloidose renal nos Abissinios, Siameses e Orientais, doenca glomerular
nos Abissinios e displasia renal juvenil (REYNOLDS; LEFEBVRE, 2013).

Inimeras desordens adquiridas sdo associadas com a DRC em gatos, entre elas:
presenca de urdlitos no trato urinario superior, linfoma renal, hipertireoidismo, infecgdes
virais, farmacos e toxinas nefrotoxicas. Entretanto, na grande maioria dos casos, os fatores
que iniciaram a lesdo renal ndo podem ser determinados, mas 0s processos associados as
lesbes progressivas podem ser semelhantes a outras espécies (REYNOLDS; LEFEBVRE,
2013).

Nos seres humanos e nos caes, diversas glomerulopatias primarias ou
secundarias sdo responsaveis pela maioria dos casos de DRC (BROWN et al., 2016). Grande
parte dessas alteracGes sdo sinalizadas pela presenca de proteindria. Embora doencas
glomerulares primérias, como glomerulonefrite por imunocomplexos e amiloidose, séo
relatadas no gato e podem resultar em lesdes tubulointersticiais crénicas, a maioria dos gatos
idosos com DRC ndo apresenta evidéncias histoldgicas de doenca glomerular primaria
(CHAKRABARTI et al., 2013; MCLELAND et al., 2015). Na maior parte desses gatos com
DRC as lesdes primérias estdo localizadas no compartimento tubulointersticial com somente
lesbes esclerdticas brandas, provavelmente secundarias, na regido glomerular
(CHAKRABARTI et al., 2013). Nesses gatos, embora a proteindria seja um importante
marcador de progressdo e mortalidade, sua presenca e relacdo com doencas glomerulares é
considerada incomum (SYME, 2009; CHAKRABARTI et al., 2013).

Os danos renais cronicos e persistentes induzem inflamag&o irreversivel com
infiltracdo de células inflamatorias, que por sua vez servem de estimulo para a fibrogénese,

pela producdo de citocinas pro fibréticas como, por exemplo, o TFG-f1 (REYNOLDS;



LEFEBVRE, 2013). LesOes tubulointersticiais (LTI) desempenham um papel critico na
progressdo final da DRC até seus estagios terminais. A prevaléncia de lesdes
tubulointersticiais é independente das injdrias primarias (YABUKI et al., 2010). Alteracdes
patoldgicas envolvidas na LTI incluem infiltragdo mononuclear, lesdo tubular e fibrose
intersticial. Os complexos mecanismos associados a LTI envolvem a indugdo e proliferagdo
de miofibroblastos, responsdveis pela produgdo da matriz extracelular que, quando em
excesso, leva a esclerose renal (YABUKI et al., 2010). A gravidade da DRC em caes €
mediada tanto por glomeruloesclerose quanto por LTI, enquanto no gato ha o predominio da
LTI, particularmente por fibrose intersticial. Estudos imunohistoquimicos demonstraram
também que os precursores dos miofibroblastos sdo diferentes entre as duas espécies.
(YABUKI et al., 2010).

Considera-se, no entanto, improvavel que as alteracbes tubulointersticiais
observadas em gatos com DRC, representem simplesmente a fase final comum do processo de
les@o renal, visto que as mesmas lesdes também sdo observadas em gatos em estadios iniciais
da doenca, porém em menor extensdo (CHAKRABARTI et al., 2013; BROWN et al., 2016).
A presenca dessas lesdes similares tanto em estadios iniciais quanto nos avancados é
compativel com a suposi¢do de que mais de um fator ou injuria seja responsavel pelo inicio da
DRC em gatos (BROWN et al., 2016).

Independe do fator inicial, a perda progressiva dos néfrons, tanto em nimero
guanto em funcdo, frequentemente culmina em faléncia renal. As manifestacdes clinicas
associadas a faléncia renal resultam da perda irreversivel das funcBes renais, levando ao
desenvolvimento de uremia potencialmente fatal. Portanto, torna-se imperativo o diagnostico
da doenca renal e, se possivel, sua etiologia num estagio precoce de modo que intervencdes
terapéuticas possam ocorrer bem antes do estagio terminal irreversivel (KHAN; KHAN,
2015).

2.3. Diagnostico Precoce de DRC

Avaliacdo periédica da saude dos gatos idosos é importante para a deteccao
precoce de condicdes cronicas, entre elas a DRC. As taxas de sobrevida para gatos com DRC
estdo bastante associadas com o grau de azotemia e proteindria e gatos diagnosticados mais
precocemente no curso da doenga vivem mais do que aqueles j& diagnosticados com azotemia
grave e com sinais clinicos (PAEPE; DAMINET, 2013).
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Um biomarcador Unico e preciso para avaliar a fungdo renal ndo existe nem na
medicina tampouco na medicina veterinaria (SARGENT; ELLIOTT; JEPSON, 2021). A
mensuracdo da taxa de filtracdo glomerular (TFG) ainda é considerada o padrdo ouro para
avaliacdo da massa renal funcional (BRAFF et al., 2014).

A taxa de filtracdo glomerular (TFG) é definida como a quantidade de
ultrafiltrado glomerular formado nos néfrons de ambos os rins numa dada unidade de tempo.
O ultrafiltrado que entra no espaco de Bowman ndo pode ser mensurado diretamente, portanto
0 que é mensurada é a taxa de remocao (clearance) de um marcador de filtracdo (FINCH,
2014).

Quando ocorre reducao da massa renal funcional, hd& um aumento da TFG em
cada néfron individualmente como resposta adaptativa para a manutencdo da TFG global.
Essa resposta compensatéria é benéfica em curto prazo. Entretanto, em longo prazo, a
hiperfiltragdo glomerular e a hipertensdo glomerular vai acarretar uma glomeruloesclerose e
perda progressiva de néfrons (FINCH, 2014).

Isso significa que perdas significativas de massa renal funcional ocorre sem
que haja declinio inicial da TFG global. As alteraces compensatorias iniciais s6 sao
detectaveis como hipertrofia em exames histopatoldgicos de tecidos renais (BROWN;
BROWN, 1995). Portanto, a detec¢éo precoce da diminuicdo da TFG com implementacao de
manejo adequado da DRC poderia auxiliar na desaceleracdo da progresséo da doenca e
preservacdo da massa renal funcional. Entretanto, encontrar evidéncias de hipertrofia renal,
sugerindo a ocorréncia de hiperfiltracdo, é inviavel no contexto clinico, pois necessitaria de
uma biodpsia (FINCH, 2014). Sabe-se também que pode haver variagdes individuais e diarias
da TFG de acordo com fatores ambientais, como estresse, ingestdo de agua e alimento; e 0s
rins, com sua formidavel capacidade homeostatica de manutencéo da volemia, sdo capazes de
adaptar a TFG de acordo com variagdes de ingestdo ou perda hidrica (KAMPA et al., 2003).

As principais técnicas para avaliacdo direta da TFG séo: injecdo de iohexol, ou
utilizacdo da taxa de excrecdo da creatinina (exdgena ou enddgena) ou inulina
(CRIVELLENTI; GIOVANINNI, 2021). A necessidade de injecdo intravenosa de bolus de
contraste e a obrigacdo de colheitas de sangue seriadas em tempos pré-determinados tornam
esse tipo de avaliacdo dispendiosa e inconveniente (BRAFF et al., 2014).

Devido a complexidade inerente a realizacdo dos testes de avaliacdo direta da
TFG, testes de avaliacdo indireta sdo os mais usados na prética da clinica veterinaria, como a
mensuragdo da creatinina e SDMA (CRIVELLENTI; GIOVANINNI, 2021).



A creatinina ¢ uma molécula pequena (113 daltons), ndo tdxica, filtrada
livremente e passivamente pelos glomérulos. Ela é formada a uma taxa constante (diretamente
relacionada a massa muscular) a partir do fosfato de creatina na musculatura esquelética
(PERRONE; MADIAS; LEVEY, 1992). Como a creatinina € constantemente produzida, e sua
excrecdo ocorre apenas por via renal, a mensuragdo da sua concentracdo no soro reflete a
capacidade renal de depuracéo renal, representada pela TFG. A creatinina pode ser mensurada
em amostras de soro, plasma e urina (CRIVELLENTI; GIOVANINNI, 2021).

A concentracdo plasmatica da creatinina correlaciona-se inversamente com a
TFG, mas varios fatores afetam sua sensibilidade como marcador de fun¢éo renal (FINCH,
2014). Suas concentragfes variam com a massa muscular do individuo. Outra fonte de
variacdo pode ser a amostra coletada (soro ou plasma) e 0 método de analise (FINCH, 2014).
Estudos experimentais em cdes demonstraram que os valores de creatinina se alteram somente
apos a perda de 75% da massa de néfrons, o que corresponde a cerca de 50% de perda de
funcéo renal global (HOKAMP; NABITY, 2016).

A sensibilidade da creatinina na detec¢do precoce de doenca renal em animais
pode ser aumentada pela avaliacdo seriada de mensuracgdes realizadas em jejum num animal
individualmente e a detecgdo de “tendéncias” de alta nos valores obtidos, mesmo que ainda
dentro dos limites de referéncia (HOKAMP; NABITY, 2016). Mas mesmo esse
monitoramento individual deve levar em consideracdo o processo de envelhecimento, onde o
gato vai apresentar sarcopenia, além logicamente de possiveis alteracdes de volemia ou outras
desordens do trato urinario (como obstruc@es e rupturas) (HOKAMP; NABITY, 2016).

A densidade urinaria também é usada na rotina clinica na avaliacdo indireta da
TFG, mas ela € considerada um marcador pouco sensivel, especialmente em gatos (FINCH,
2014). E interessante o fato de que o rim felino contém aproximadamente de 40% a 50% do
namero de néfrons (200.000) que um rim canino (400.000 a 500.000). Mas todos os néfrons
no rim do gato apresentam longas alcas de Henle que adentram a medula mais interna. Essa
caracteristica anatdomica pode ser responsavel pela excelente capacidade de concentracao
renal do gato (NISSEN, 1966). Gatos submetidos a ablacdo renal mantiveram consideravel
capacidade de concentrar a urina, sendo essa capacidade considerada bem maior do que em
humanos e cées (ROSS; FINCO, 1981).

De maneira geral, um bom biomarcador deve ser acessivel por métodos nédo
invasivos, pouco dispendioso para quantificar, especifico para a doenca de interesse,
extrapolavel a partir de modelos experimentais para a espécie do paciente em estudo e um

indicador precoce confiavel de doenca antes do aparecimento de sinais clinicos (WEBER et
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al., 2010). Do ponto de vista médico, um biomarcador ideal para a DRC deveria se
correlacionar fortemente com a TFG, ser mais sensivel e especifico que a creatinina e ndo ser
afetado por comorbidades, idade, sexo ou raca. Se esse biomarcador fosse correlacionado com
um processo patologico especifico (fibrose ou leséo tubular renal ou metabolismo de fosforo,
por exemplo), isto acrescentaria ainda informacdes a respeito da fisiopatogenia da doenga e
sua progressdo. Além disso, um biomarcador ideal deveria ser claramente afetado pelo
tratamento (QUIMBY, 2015).

A identificacdo de novos biomarcadores para a doenca renal em gatos seria
bastante interessante, pois poderia fornecer novas e melhores ferramentas para o diagnéstico e
monitoramento dos gatos afetados. Embora ndo exista ainda uma recomendacao especifica no
que diz respeito ao tratamento a fim de evitar a progressdao da doenca, sabe-se que 0
diagnostico precoce esta associado a maior sobrevida (QUIMBY, 2015). Além disso, a
disponibilidade de novos biomarcadores permitiria avaliagdes mais precisas de potenciais
tratamentos ainda sob investigacéo, assim como a avaliagdo mais objetiva das respostas aos
tratamentos ja implementados na rotina clinica (QUIMBY, 2015).

Alguns biomarcadores precoces de DRC foram investigados em gatos,
baseados em estudos prévios em seres humanos. A concentracao de cistatina C é considerada
um marcador Gtil da TFG em seres humanos, mas ndo se mostrou Util para gatos (GHY'S et
al., 2015). A deteccdo de microalbumindria, que é importante para o diagndstico de DRC em
seres humanos, ndo se mostrou ser clinicamente relevante em gatos (JEPSON et al., 2009). A
deteccdo de aumentos das concentracdes do fator-23 de crescimento de fibroblastos (FGF-23)
pode preceder a azotemia em gatos com DRC, mas sua utilidade clinica ainda ndo foi
determinada (FINCH et al., 2013).

Os derivados metilados da arginina, a dimetilarginina simétrica (SDMA) e a
dimetilarginina assimétrica (ADMA) se originam da metilacao intranuclear dos residuos de L-
arginina pela proteina-arginina metiltransferase e sdo liberadas na circulagdo apos a
protedlise. Enquanto a ADMA é metabolizada enzimaticamente pela dimetilarginina
dimetilaminohidrolase, a SDMA é, na sua maioria, eliminada por excrecéo renal sugerindo ser
a SDMA uma candidata ideal para ser usada como marcador da TFG (BRAFF et al., 2014).

O aumento das concentracfes de SDMA foi relacionado com DRC em seres
humanos a partir de 1992, porém se tornou relevante como marcador endégeno da TFG em
pessoas somente no inicio dos anos 2000 (HOKAMP; NABITY, 2016). Mas ainda ndo é
utilizado na rotina médica devido a dificuldades metodoldgicas de sua mensuracdo

laboratorial (OBERT et al., 2021). Gragas ao desenvolvimento de técnicas mais acessiveis por
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laboratdrios de referéncia veterinarios, a mensuracdo da SDMA se tornou entdo disponivel
para a medicina veterinaria como um marcador substituto e indireto para a TFG e, assim
como a creatinina, reflete uma relacdo inversa com a TFG e ndo parece ser afetada pelas
variacdes na massa muscular (HALL et al., 2014).

Estudos independentes, porém, demonstram que as concentracdes de SDMA
ndo oferecem vantagens adicionais em relagdo as concentracfes de creatinina em diferenciar
gatos saudaveis de gatos ja azotémicos em fases iniciais de DRC. O valor diagnostico da
mensuracdo de ambos se torna equivalente nas fases mais avancadas de disfuncéo renal
(BRANS et al., 2021). Nao existem muitos estudos também sobre fatores ndo renais que
alteram os valores do SDMA e sua utilidade no monitoramento da DRC (SARGENT,;
ELLIOTT; JEPSON, 2021).

Outro achado em gatos com DRC é a proteinaria, embora seja considerada
pouco frequente nessa espécie e sua presenca ja estaria associada com graves lesdes
histopatoldgicas como severa degeneracdo tubular, inflamacdo, necrose tubular e
anormalidades de parénquima renal (MCLELAND et al., 2015). Fato esse que ndo a capacita
como marcador precoce de disfuncdo. Mesmo em gatos que apresentam proteinuria, esta seria
de origem tubular e ndo glomerular, como consequéncia da exposicdo das células tubulares a
proteinas filtradas e consequente ativacdo de citocinas pro-inflamatorias e pro-fibréticas
(MCLELAND et al., 2015).

A DRC ndo é uma doenca isolada, mas sim o resultado comum de diversos
processos patoldgicos que podem ocorrer simultaneamente, sendo improvavel que um Unico
biomarcador seja capaz de pontuar todos esses processos. O ideal seria um painel de
biomarcadores com caracteristicas complementares (OBERT et al., 2021).

2.4. Os MicroRNAs

MicroRNAs (miRNAs) sdo RNAs regulatorios curtos e ndo codificantes
produzidos de maneira endégena que podem reprimir a expressdo de genes por mecanismos
pos-transcricionais. Eles podem entdo influenciar condi¢cbes normais e patolégicas em
diversos sistemas bioldgicos (BHATT; KATO; NATARAJAN, 2016).

O primeiro miRNA foi descoberto em 1993 no nematddeo Caenorhabditis
elegans, onde estudos descreveram e detectaram um gene denominado lin-4 que néo estava
associado a codificagdo de nenhuma proteina (HAMMOND, 2006). Entretanto, naquele

momento a existéncia desses RNAs foi considerada uma excegéo e evento raro e que estariam
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presentes apenas nos nematodeos. Somente em 2001, trés estudos independentes relataram a
existéncia de varias centenas desses RNAs pequenos e ndo codificantes, ndo somente em
nematodeos, mas também em células de ratos e humanos (OCHS; STEINHILBER; SUESS,
2011). Desde a descoberta desses membros fundadores dessa classe, centenas de miRNAs
foram descritos em plantas e animais, sendo criado até um registro para catalogar os miRNAs
e facilitar a designacdo de nomes para os genes recem-descobertos (GRIFFITHS-JONES,
2004).

Podemos considerar bastante intrigante o fato dos miRNAs passarem tanto
tempo despercebidos, e ndo foi porque eles sdo raros. Os MiRNAS e suas proteinas associadas
parecem ser os complexos ribonucleoproteicos mais abundantes na célula. Ndo obstante, os
mMiRNAS cuja expressdo esteja restrita a tipos celulares ndo abundantes ou a condicdes
ambientais especificas poderiam ainda ndo ter sido detectados nos procedimentos de
clonagem. Portanto, foram desenvolvidas abordagens utilizando ferramentas computacionais
para complementar as abordagens experimentais na identificagdo dos genes dos miRNAsS
(BARTEL, 2007).

Avancos nos estudos da expressao diferencial dos miRNAs demonstraram que
sdo expressos de maneira bastante especifica dos tecidos durante o desenvolvimento. 1sso
indica que os miRNAs provavelmente estejam envolvidos na especificacdo e manutencéo da
identidade tecidual (KLOOSTERMAN; PLASTERK, 2006).

Nos animais, 0s miRNAs se ligam com complementariedade imperfeita a
regido 3'ndo traduzida de seus alvos, para inibir a expressdo de determinados genes por varios
possiveis mecanismos, que incluem degradacdo do mMRNA, inibicdo dos passos de
inicializagdo ou alongamento da tradugéo, e localizagdo nos “P-bodies” citoplasmaticos. Por
causa dessa imperfeita complementariedade na ligacdo dos miRNAS, eles sdo capazes de
afetar muitos mMRNAs, portanto a alteracdo na expressdo de um miRNA pode influenciar na
expressao de centenas de proteinas (CHIN; SLACK, 2008).

Ao serem observados 0 grau de conservacdo e os padrdes de expressao, fica
bastante claro que os miRNAs desempenham importantes papéis no desenvolvimento do
organismo, e, na verdade animais carecendo de miRNAs ndo sdo capazes de se manterem
vivos ou se reproduzir (KLOOSTERMAN; PLASTERK, 2006).

Os miRNAs também desempenham funcdes cruciais em muitos processos
fisiologicos tais como hematopoese, proliferacdo celular, diferenciagéo tecidual, manutengéo
do tipo celular, apoptose, transducdo de sinais e desenvolvimento dos 0Orgaos
(KLOOSTERMAN; PLASTERK, 2006; OCHS; STEINHILBER; SUESS, 2011).



13

Os miRNAs possuem papel chave também como reguladores na comunicacdo
celular. Eles sdo secretados ativamente para o microambiente extracelular ou em fluidos
corporais e capturados por outras células, sendo capazes de alterar a programacdo de
transcricdo dessas células. Além disso, os miIRNAs podem ser derivados de células em
apoptose, com o provavel objetivo de levar sinais de alerta dessas células apoptoticas para as
outras celulas (LORENZEN; THUM, 2012).

Suas caracteristicas de baixa complexidade, auséncia de sabidas modificacdes
poOs-processamento, métodos de deteccdo e amplificacdo simples, perfis de expressdo restritos
a tecidos especificos, além de terem suas sequéncias conservadas entre diversas espécies
animais faz dos miRNAs extracelulares candidatos ideais como biomarcadores ndo invasivos
para refletir e estudar varias condicdes fisiopatologicas do organismo (WEBER et al., 2010;
TRIONFINI; BENIGNI; REMUZZI, 2015).

Os miRNAs foram detectados no soro e plasma pela primeira vez em 2008 e
subsequentemente em outros fluidos corporais, como urina, saliva, lagrimas e leite materno
em anos seguintes. Sua concentracdo pode variar bastante dependendo do tipo de fluido
(ETHERIDGE et al., 2013). Circulam nos diversos fluidos corporais empacotados em
microvesiculas e/ou exossomas ou transportados por proteinas ligantes de RNA (complexos
Argonauta 2) e lipoproteinas, o que os protege da degradacdo pelas ribonucleases
(LORENZEN; THUM, 2012).

A evolucdo na utilizacdo dos miRNAs no diagnostico e prognostico de doengas
comecou com o primeiro relato de que alteracdes na expressdo de alguns miRNAs estavam
associadas ao cancer de pulméo no ser humano (TAKAMIZAWA et al., 2004). Desde entdo
varios miRNAs extracelulares foram detectados no soro, plasma, saliva e urina associados
com diversas condic¢des patoldgicas, inclusive cancer (WEBER et al., 2010).

Com a publicacdo da descricdo do genoma do gato (Felis catus), foram
relatados varios miRNAs nessa espécie, usando diferentes técnicas, inclusive ferramentas
computacionais (SATHYAMURTHY; SWAMY, 2010).

Estudos demonstraram que é possivel estabelecer o perfil de expressdo de
miRNAs em gatos usando um pequeno volume de sangue que pode ser obtido facilmente no
contexto clinico (FLEISCHHACKER et al., 2013; SCALON et al., 2021). Considerando que
as sequéncias da maioria dos miRNAs estdo altamente conservadas entre espéecies, 0s métodos
usados na deteccdo de miRNAs humanos e de roedores também podem ser empregados nos
animais domésticos (FLEISCHHACKER et al., 2013).
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Um dos métodos mais comumente utilizados para determinar a expressdo de
miRNAs é a tecnologia do microarranjo (microarray). E uma ferramenta de alto rendimento
que pode ser utilizada para detectar a expressdo de milhares de miRNAs num mesmo
experimento (CHODKOWSKA; SADKOWSKI; OSTASZEWSKI, 2017). Outro método
disponivel comercialmente usado para anélise de expressdo de miRNAs € a RT-gPCR, que
chega a ser considerado como padrdo ouro por causa de sensibilidade e especificidade
(CHODKOWSKA; SADKOWSKI; OSTASZEWSKI, 2017).

A aplicacdo clinica dos miRNAs como biomarcadores porém, provavelmente
seja afetada por uma gama de variaveis como fatores pré-analiticos, incluindo a coleta e
processamento das amostras, assim como fatores que influenciam a eficiéncia da extracdo do
RNA, além de questBes técnicas inerentes a RT-PCR e na anéalise dos dados (KROH et al.,
2010).

Diferentes padrdes de expressao dos miRNAS, ou de um miRNA especifico, ja
foram relatados como sendo Uteis como biomarcadores para detec¢do precoce de doencas,
classificacdo e até estabelecimento mais preciso de evolucdo e prognostico (DE PLANELL-
SAGUER; RODICIO, 2011).

Em seres humanos varios miRNAs sdo encontrados nos rins, onde foram
considerados cruciais para o desenvolvimento renal e fungdes fisioldgicas assim como serem
também considerados fatores que contribuem para a patogenia de doencas renais como a
nefropatia diabética, lesdo renal aguda, doenca renal policistica, entre outras, devido a seus
efeitos em genes chave envolvidos nesses processos. Portanto, os miRNAS surgiram como
novos biomarcadores nessas desordens renais (BHATT; KATO; NATARAJAN, 2016).

Os miRNAs quando envolvidos na fisiologia renal, atuam em muitos
processos, desde controle da pressdo sanguinea até a manutencdo do fluido corpdreo e a
homeostase eletrolitica (TRIONFINI; BENIGNI; REMUZZI, 2015).

Estudos feitos in vitro com amostras de tecido da medula e do cortex renal de
cdes e gatos levaram a determinacdo do perfil de miRNAs nessas espécies usando o genoma
do camundongo como referéncia. Dentre 0s miRNAS mais expressos no cortex renal do gato
estd 0 miR-192, relacionado com progressdo de fibrose renal. Na medula renal do gato, foi
observada alta expressdo dos miR-15-5p e miR-16-5p relacionados com proliferacdo celular e
apoptose, além do miR-20a, que foi relacionado com lesdo de reperfusdo em camundongos
(ICHIl et al., 2014).

Esses mesmos estudos revelaram diferencgas entre os perfis dos miRNAs entre

caes e gatos, que podem refletir as diferencas na patogenia das lesdes tubulo-intersticiais e
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glomerulares entre essas duas espécies, anteriormente ja estudadas (YABUKI et al., 2010;
ICHII et al., 2011). Especula-se também que essas diferencas na expressdo dos miRNAs
podem estar correlacionadas com diferencas na progressdo da DRC nessas duas espécies
(ICHIl et al., 2014).

Independente da etiologia original da doenca, a progressédo da DRC resulta em
fibrose tUbulo-intersticial e glomerular devido a excessiva deposi¢do de matriz extracelular
(TRIONFINI; BENIGNI; REMUZZI, 2015).

Outras caracteristicas da DRC em seres humanos sdo infiltracdo de células
inflamatorias, atrofia das células tubulares, hipertrofia das células mesangiais e apoptose dos
poddcitos. Sabe-se que todos esses eventos séo instigados principalmente pela citocina TGF-
B1 (Fator de transformagao do crescimento 1) (TRIONFINI; BENIGNI; REMUZZI, 2015).
A sinalizacdo do TGF-B1 sofre finos ajustes pelos miRNAs. O papel do TGF-B1 na
progressao da doenga renal no gato j& foi demonstrada, com concentragdes aumentadas na
urina de gatos com DRC em comparacdo a gatos saudaveis (ARATA et al., 2005;
TRIONFINI; BENIGNI; REMUZZI, 2015).

Sendo os miRNAs altamente pleotropicos e apresentando diferentes acdes
dependendo do tipo celular, dificilmente um Gnico miRNA serd capaz de diagnosticar e
prever a evolucdo da DRC. O ideal seria considerar um conjunto de miRNAs correlacionados
aos processos patolégicos de interesse (TRIONFINI; BENIGNI; REMUZZI, 2015).

Os miRNAs maduros apresentam caracteristicas Unicas que os tornam também
potenciais agentes terapéuticos, incluindo sua curta sequéncia e sua homologia entre varias
espécies de vertebrados. A manipulacdo da atividade de miRNAs especificos nos rins pode
ser alcancada pela introdugdo in vivo de mimics para restaurar os niveis de miRNA ou
inibidores para bloquear sua funcdo. Muitos estudos em modelos animais experimentais
tiveram como foco o potencial terapéutico dos miRNAs na DRC e varios resultados
promissores foram obtidos nas tentativas de cessar a fibrose renal (TRIONFINI; BENIGNI;
REMUZZI, 2015). Entretanto, muitos obstaculos devem ser superados antes que terapias para
DRC utilizando os miRNAs possam ser traduzidas em utilizacdo clinica, incluindo métodos
de administracdo e preocupacOes de seguranca. De fato, os alvos dos miRNAs devem ser
especificos do rim a fim de evitar potenciais efeitos adversos em outros tecidos e 6rgaos e
deveria afetar apenas um alvo (ou alvos na mesma via) para evitar efeitos ndo intencionais em
vias interconectadas (TRIONFINI; BENIGNI; REMUZZI, 2015).

A importancia do estudo dos miRNAs no campo da nefrologia tem ganhado

reconhecimento e importancia, a medida que proporcionam um conhecimento mais profundo
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das vias fisioldgicas e patoldgicas dos rins, abrindo caminho para novos biomarcadores ou
oportunidades de interferéncia terapéutica (TRIONFINI; BENIGNI; REMUZZI, 2015).
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1. RESUMO

A UTILIZACAO DOS microRNAs NO DIAGNOSTICO DE DOENCA RENAL
CRONICA EM GATOS

Christine Souza Martins, Giane Regina Paludo
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia (UnB)

Com a crescente popularizacdo dos gatos como animais de companhia, cresce também a
necessidade de implementacdo de medicina preventiva, em especial aos animais idosos. A
doenca renal cronica é uma das afecgdes mais comuns afetando gatos de meia idade a idosos.
Os biomarcadores hoje utilizados na rotina clinica ndo satisfazem totalmente as condicdes de
precocidade e especificidade adequados para permitir a intervencdo terapéutica nos
mecanismos iniciais que ao perpetuarem os danos ao tecido renal causam declinio gradual de
funcBes e eventual faléncia renal. Os microRNAs (miRNA) sdo RNAs regulatorios curtos e
ndo codificantes produzidos de maneira endégena que podem reprimir a expressdo de genes
por mecanismos pos-transcricionais. Sabe-se que eles podem influenciar condi¢bes
fisioldgicas e patoldgicas em diversos sistemas bioldgicos e tecidos especificos. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar a possibilidade da utilizacdo dos miRNAs miR-365-3p, miR-192-
5p, miR-20a-5p, miR-15b-5p e miR-16-5p no diagnostico da doenga renal crénica em gatos,
através do desenvolvimento e padronizacdo de protocolos de RT-qPCR para amostras de soro
e plasma de gatos. Foram avaliadas as médias das expressdes relativas dos cinco miRNAs
alvos e feita a comparacdo entre dois grupos de gatos adultos domiciliados, um grupo
Controle (10 gatos higidos) e outro com diagnéstico de DRC (15 gatos). O miR-39-3p foi
usado como controle exdgeno. Os resultados obtidos mostraram que o miR-15b-5p apresentou
menor expressdo no soro e no plasma do grupo DRC, o miR-192-5p se mostrou menos
expresso no soro do grupo DRC e o mir-365-3p se mostrou menos abundante no plasma do
grupo DRC. Especialmente 0 miR-15b-5p e 0 miR-192-5p podem estar envolvidos em
processos patolégicos ocorrendo no rim, como homeostase de fosforo, hipertensdo, danos
imunomediados e particularmente inducdo de fibrose. O presente estudo demonstrou que
diferengas de expressdo de determinados miRNAs podem sim diferenciar gatos saudaveis de
gatos com DRC e representa novas perspectivas de pesquisa de biomarcadores em gatos
domeésticos.

Palavras-chave: miRNA, doenca renal cronica, gatos, diagndstico molecular, biomarcador
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2. ABSTRACT

microRNAs AS BIOMARKERS FOR FELINE CHRONIC KIDNEY DISEASE

Christine Souza Martins, Giane Regina Paludo
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, Universidade de Brasilia (UnB)

As the cat becomes more popular as pets, the need for better practices of preventive veterinary
medicine also grows rapidly, especially for elderly animals. Chronic kidney disease (CKD) is
one of the most common conditions affecting middle-aged to elderly cats. The biomarkers
currently available in clinical practice do not fully satisfy the conditions of adequate precocity
and specificity to allow prompt therapeutic intervention on first mechanisms that, by
perpetuating damage to the renal tissue, cause a gradual decline in function and eventual renal
failure. MicroRNAs (miRNA) are short, non-coding, endogenously produced regulatory
RNAs that can repress gene expression through post-transcription mechanisms. It is well
known that they can influence physiological and pathological conditions in various biological
systems and specific tissues. The aim of the present work was to evaluate the possibility of
using selected microRNAs: miR-365-3p, miR-192-5p, miR-20a-5p, miR-15b-5p and miR-16-
5p in the diagnosis of chronic kidney disease in cats, through the development and
standardization of RT-gPCR protocols for serum and plasma samples. The values of relative
expressions of the five target microRNAs were evaluated and a comparison between two
groups of adult pet cats was made, one Control group (10 healthy cats) and another group
diagnosed with CKD (15 cats). miR-39-3p was used as an exogenous control. The results
showed that miR-15b-5p was downregulated in serum and plasma of the CKD group, miR-
192-5p was downregulated in the serum of the CKD group and mir-365-3p was less abundant
in the plasma of the CKD group. Two of these targets, miR-15b-5p and miR-192-5p may be
specially involved in pathological processes in the kidney, such as phosphorus homeostasis,
hypertension, immune-mediated damage and, particularly induction of fibrosis. The present
study has shown that differences in the expression of certain microRNAs can indeed
differentiate healthy cats from cats with CKD and stands for new research frontiers on
biomarkers in domestic cats.

KEY WORDS: miRNA, chronic kidney disease, cats, molecular diagnosis, biomarker
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3. INTRODUCAO

A doenca renal cronica (DRC) afeta entre 30% a 40% dos gatos com mais de
10 anos de idade, sendo considerada a maior causa de morte em varios estudos retrospectivos
de algumas populagdes de gatos em diferentes paises (SPARKES et al., 2016).

Um dnico biomarcador capaz de avaliar com precisdo a funcédo renal ainda nédo
estabelecido. Na pratica clinica entdo essa avaliacdo é baseada na combinacdo de alguns
achados laboratoriais como presenca de azotemia e alteracbes na densidade urinaria
(SPARKES et al., 2016).

Considerando que o rim é um 0Orgdo que ndo se regenera e o diagnostico
preciso da patologia renal necessita de um procedimento invasivo para obtencdo de uma
bidpsia, a identificacdo de biomarcadores em fluidos corporais em muito auxiliaria na
identificacdo precisa dos processos patolégicos presentes, contribuindo para o
desenvolvimento de ferramentas diagndsticas nédo invasivas (ICHII; HORINO, 2017).

O atual desenvolvimento de técnicas moleculares abre perspectivas de
utilizacdo de novos biomarcadores, os miRNAs, que ja tem se mostrado excelente ferramenta
de deteccdo e acompanhamento de varias doencas em seres humanos e animais (ICHII;
HORINO, 2017).

Os miRNAs poderiam corresponder as expectativas de sensibilidade,
especificidade e reprodutividade necessarias a um biomarcador nao invasivo, desde que sejam
estabelecidas estratégias de normalizacdo que garanta a quantificacdo acurada e que controles
apropriados sejam utilizados (DE PLANELL-SAGUER; RODICIO, 2011).

Diferentes padroes de expressdo dos miRNAs, ou de um miRNA especifico, ja
foram relatados com sendo Uteis biomarcadores na deteccdo precoce de doencas, classificagdo
e até estabelecimento mais preciso de evolucdo e prognostico (DE PLANELL-SAGUER,;
RODICIO, 2011).

Como ja foi demonstrado, a técnica de RT-qPCR, utilizando pequenos volumes
de sangue, de 100ul de soro ou plasma, é capaz de detectar e quantificar os miRNAS
circulantes na especie felina (SCALON et al., 2021).
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Como base em estudos relatando a presenca e abundéncia de varios miRNAs
nos rins dos gato (ICHII et al., 2014), foram escolhidos cinco miRNAs para serem
pesquisados no sangue de gatos com DRC, objetivando o estabelecimento de um perfil

limitado que pudesse diferenciar esses pacientes de animais sem a doenca.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Grupos amostrais

Os gatos selecionados para participar do estudo foram divididos em dois
grupos: um grupo de 10 animais categorizados como saudaveis (grupo Controle) e um grupo
de 15 animais diagnosticados com doenca renal cronica DRC (grupo DRC).

Foram incluidos no grupo Controle apenas gatos que nao apresentassem
nenhuma alteracdo clinica ao exame fisico e os valores de creatinina sérica e SDMA
estivessem dentro dos intervalos de referéncia de acordo com o estabelecido pela IRIS
(“International Renal Interest Society”) (IRIS KIDNEY, 2019) além de nenhuma altera¢éo na
urindlise e que fossem negativos para 0 gene da doenca renal policistica, mediante teste de
PCR especifico.

Os gatos incluidos no grupo DRC foram classificados como doentes renais (15
animais) segundo os critérios da IRIS, isto €, que normohidratados apresentaram valores de
creatinina estavel acima de 1,6 mg/dl e valores de SDMA maiores que 14 pg/dl. Foram
considerados apenas o0s gatos classificados a partir do estadio 2 de DRC (segundo os critérios
da IRIS). Quatro dos 15 animais desse grupo apresentaram valores dentro do intervalo de
referéncia SDMA, mas foram incluidos mesmo assim, pois além de apresentarem valores de
creatinina acima dos valores de referéncia, histérico de azotemia persistente, também tinham
densidades urinarias abaixo do normal, sem outras causas. Os animais nesse grupo também
eram negativos para o gene da doenca renal policistica, mediante teste de PCR especifico.

Os gatos do grupo Controle apresentavam uma idade média de 4,72 anos
(variando de 1 a 16) enquanto os gatos incluidos no grupo DRC tinham uma idade média de
13,6 anos (variando de 8 a 19). O grupo Controle continha seis gatos machos e quatro fémeas.
O grupo DRC era composto por sete gatos machos e oito fémeas.

Todos os gatos incluidos no estudo eram domiciliados. Suas amostras de
sangue foram colhidas ap06s assinatura de termo de consentimento livre e esclarecido pelos

seus tutores.
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Os protocolos realizados com os animais foram submetidos e aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia sob protocolo
namero 82/2018.

4.2. Amostras bioldgicas:

As amostras de sangue (média de 2 ml) foram colhidas mediante puncdo da
veia cefélica, jugular ou safena medial com agulha 25x7 acoplada a seringa de 3 ml. Durante
a colheita, as amostras de sangue eram separadas em duas fragdes: 0,5 ml era acondicionados
em frasco com K> EDTA para separacdo do plasma e o restante num tubo seco para separagao
do soro.

As amostras de sangue colhidas sem anticoagulante foram deixadas em espera
por cerca de cinco minutos, para formacdo do coagulo e entdo levadas para centrifugacdo para
a separacdo do soro. O soro era cuidadosamente aspirado a fim de evitar contaminacdo de
restos celulares. Uma aliquota desse soro foi reservada para realizacdo das avaliagdes
bioquimicas e outra para dosagem do SDMA.

Dentro de um tempo méaximo de uma hora ap6s a colheita, o sangue colhido
em frasco com K, EDTA foi submetido a uma primeira centrifugagdo 1.300 x g por 10
minutos em uma centrifuga refrigerada a 4°C, para a remoc¢do da maioria das plaquetas,
tomando-se o cuidado para evitar o rompimento das células presentes na capa de leucocitos e
das plaquetas. Em seguida, uma segunda centrifugacao foi feita a 3.000 x g por 10 minutos a
4°C, para remover as plaquetas residuais, segundo protocolo sugerido por Van Vliet e
colaboradores (VAN VLIET et al., 2017).

Segundo etapas prévias experimentais realizadas, foi determinado que as
aliquotas de soro e plasma suficientes para passos posteriores de extracdo e quantificacdes
moleculares, deveriam ser de 100 pl (SCALON et al., 2021). Entdo apds a separacédo de soro e
plasma, esses foram fracionados em aliquotas de 100 ul e congelados a -80°C.

Foram também colhidas amostras de urina por cistocentese com agulha, que
eram mantidas na seringa de colheita e protegidas da luz por papel aluminio e refrigeradas, se

necessario, até serem analisadas. As urinalises foram realizadas no mesmo dia da colheita.
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4.3. AvaliagOes laboratoriais:

As amostras de sangue e urina foram analisadas pelo laboratério de Patologia
Clinica Veterindria da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria (FAV) da
Universidade de Brasilia (UnB).

Foram realizados hemogramas em todas as amostras e avalia¢gdes bioquimicas
séricas selecionadas, a saber: ureia, creatinina, proteina plasmatica total, alboumina, fosforo e
potassio. Os hemogramas foram realizados em um contador automatico de células para uso
veterinario (ABX Horiba Instruments Ltda, S8o Paulo). Os valores de volume corpuscular
médio (VCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram
determinados por calculo padrdo. O volume globular (VG) foi determinado por
microhematdcrito com a utilizacdo de capilares sem anticoagulante em microcentrifuga
(CELM® mod.MH, Barueri, Sdo Paulo). As proteinas plasmaéticas totais (PPT) foram
determinadas com refratdmetro portatil (Modelo: SZJ-D). Os esfregagos de sangue total em
lamina foram corados com corante comercial tipo Romanowsky (Instant-Prov NewProv,
Pinhais, PR) para a realizacdo da contagem leucocitaria diferencial e observacdes da
morfologia celular sanguinea.

Na avaliacdo bioquimica do soro foram mensuradas as concentragdes de ureia,
creatinina, proteina total (PT), albumina, fdsforo, potassio. Foram utilizados reagentes
comerciais especificos para cada analito, seguindo as recomendacbes do fabricante, com
leituras realizadas no analisador bioquimico automatico (COBAS C111 Analyser, Roche®
Instrument Center, Sui¢a) e semiautomatico (Bio 2000, Bioplus, Barueri, Sdo Paulo).

Amostras de soro de todos os gatos dos dois grupos também foram enviadas
para o laboratdrio de referéncia IDEXX® em S&o Paulo para a mensuracdo da SDMA.

As amostras de urina colhidas foram submetidas a urinalises e utilizadas para a
mensuracdo de creatinina urinaria, proteina urinaria e o calculo da razdo Proteina:Creatinina
urinéria (RPC). As mensuragOes da creatinina e proteina urinarias foram realizadas em
analisador bioquimico automatico (COBAS C111 Analyser, Roche® Instrument Center,
Suica). A avaliacdo quimica da urina foi realizada por meio de fita colorimétrica (Combur-
test, Roche®, Indianapolis, IN). A sedimentoscopia foi realizada ap0s centrifugacdo da

amostra.
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4.4. Analises moleculares:

4.4.1.Extracao

As amostras de soro e plasma em aliquotas de 100 pl foram submetidas
primeiramente aos protocolos de extragdo com o kit de purificagdo de miRNA miRNeasy®
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), de acordo com protocolo suplementar fornecido pelo
fabricante e adaptado segundo estudos feitos em gatos (WEBER et al., 2015).

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia da extracdo, um miRNA exdgeno, nesse
caso o cel-miR-39-3p (miRNeasy serum/plasma spiked-in control, Qiagen®), é adicionado as
amostras numa concentragdo de 1,6 x 102 copias/ pl antes da transcrigdo reversa e usado para
normalizacdo dos dados (SCHWARZENBACH et al., 2014).

Os volumes finais apos as eluicdes em agua RNAse-free foram de 30-50 pl.

Ap0s esses procedimentos as amostras eram novamente congeladas a — 80°C.

4.4.2. Quantificacdo das amostras

As proximas etapas foram realizadas no Laboratério de Tecnologias para
Terapia Génica da Universidade de Brasilia.

Um volume de 2 pl dessas amostras purificadas foram submetidos ao protocolo
de quantificacdo dos miRNAs pelo método fluorimétrico utilizando o aparelho Qubit® 2.0
(Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, EUA), com o uso dos Kkits Qubit® microRNA
Assay, seguindo as recomendacdes do fabricante. Apds obtidos os valores da quantificacéo,
todas as amostras foram diluidas para a concentracdo final de 0,25 ng/uL antes dos passos

seguintes.

4.43.RT-gPCR

A expressdo dos miRNAs foi analisada utilizando-se a técnica de transcrigcdo
reversa seguida de reacdo em cadeia de polimerase quantitativa (RT-qPCR).

Para a realizacdo da técnica da RT-qPCR é necessario que os RNAs extraidos
das amostras sejam convertidos em DNA complementar (cDNA) por meio da reacdo de
transcricao reversa.

Essa etapa de sintese do cDNA foi realizada utilizando o kit TagMan
MicroRNA Reverse Transcription (Thermo Fisher) juntamente com iniciadores especificos

(primers) dos miRNAs alvos escolhidos e o nesse estudo (Tabela 2.1).
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As escolhas dos alvos de estudo foram baseadas nos perfis de miRNAs ja
descritos em tecidos renais de gatos e suas correspondentes correlagbes com processos
patoldgicos (como fibrose, apoptose, proliferacdo celular, doenca renal policistica) em
varias espécies animais, sendo que 0 miR-192-5p mais abundante no cértex renal e os demais

mais abundantes na medula renal (ICHII et al., 2014).

Tabela 2.1. Descricdo dos miRNAs selecionados, com nome, gene de origem e
sequéncia de nucleotideos

MiRNA Sequéncia do miRNA maduro Gene
miR-192-5p 5’-CUGACCUAUGAAUUGACAGCC-3’ MIPF0000063
miR-20a-5p 5’-UAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUAG-3’ MIPF0000001
miR-365-3p 5’-UAAUGCCCCUAAAAAUCCUUAU-3 MIPF0000061
miR-16-5p 5’-UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG-3’ MIPF0000006
miR-15b-5p 5’-UAGCAGCACAUCAUGGUUUACA-3’ MIPF0000006

cel-miR-39-3p 5’-UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG-3’ MIPF0000304

Todos os oligonucleotideos do miRNA maduro ja vem em ensaios preparados
com a sonda Tagman (Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific TagMan®
MicroRNA Assays, Life Technologies Corporation, Pleasanton, CA, USA), os reagentes
usados para as reacées do RT sdo do mesmo conjunto TagMan® reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems by Thermo Fisher Scientific TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription Kit, Thermo Fisher Scientific Baltics UAB, Vilnus, LT), com concentracdes e
volumes padréo para todas as reacées, segundo as recomendacdes do fabricante.

A solucdo de mistura para essa etapa era composta por agua livre de nucleases
(4.16uL), 100mM de desoxinucleotideos (0.15uL), enzima de transcriptase a 50U/pL
(MultiscribeTM Reverse Transcriptase) (1.0pL), tampdo RT 10X (1.5uL), inibidor de RNase
a 20U/pL (0.19uL), 5pL da amostra de miRNA diluida na proporcao de 0.25ng/pL e 3uL do
oligonucleotideo RT a 5X, compondo um volume final de 15uL de reacdo para cada amostra.
O protocolo de amplificacdo consistiu em uma etapa inicial de 30 minutos a 16°C, seguido de
30 minutos a 42°C e uma etapa final de 5 minutos a 85°C. Todas as amplificagdes foram
realizadas em um mesmo termociclador (MyCyclerTM Thermal Cycler, Bio-Rad, Hercules,
CA, USA).
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Apbs a realizagdo da reacdo da transcriptase reversa, as amostras foram
submetidas a reacdo de polimerase em cadeia em tempo real (RT-qPCR). Para isso as
solugdes foram preparadas contendo os seguintes reagentes: 10 uL do Master Mix (Applied
Biosystems by Thermo Fisher Scientific, TagMan® Fast Advanced Master Mix, Life
Technologies Corporation, Austin, TX, USA), 1 uL do oligonucleotideo (TagMan®) a 20X
(primer de interesse), 7 UL de &gua livre de nucleases e 2 puL do cDNA da amostra produzido
da etapa anterior de RT, totalizando um volume final de 20pL de reacdo para cada amostra.

O plaqueamento das amostras foi feito em triplicatas em uma placa de reagédo
(MicroAmp® Fast 96-Well Reaction Plate 0,1mL, Applied Biosystems by Life
Technologies), coberta por um filme de protecdo (MicroAmp® Optical Adhesive Film, Life
Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA). As placas seladas pelo filme de protecédo
foram centrifugadas (Mini Plate Spinner, Labnet) e posteriormente levadas para o
equipamento termociclador gPCR QuantStudio 12K Flex (Applied Biosystems by Life
Technologies) onde ocorrem os ciclos de amplificacdo e quantificagdo com o seguinte
protocolo: etapa inicial de 2 minutos a 50°C, segunda etapa de 20 segundos a 95°C, terceira
etapa de 40 ciclos com 3 segundos a 95°C, seguidos de 30 segundos a 60°C.

Cada ensaio também incluiu, além do miRNA de interesse, um RNA de
referéncia para normalizacdo dos resultados e um controle negativo NTC (no-template
control) contendo os demais reagentes, mas com a agua livre de nucleases em substituicdo ao
cDNA.

O equipamento termociclador fornece a representacdo da curva de
amplificacdo e os valores correspondes dos ciclos de quantificagdo (Cq ou Ct) que indicam o
ciclo em que a amplificagcdo se torna exponencial, com consequente informagdo suficiente
para se calcular a quantidade inicial de particulas de miRNA na amostra testada, bem como a
comparacdo dessa quantidade em relacdo ao controle normalizador das reaces.

A comparacao entre os valores de Ct do grupo experimental com os valores de
Ct do grupo Controle comeca pela normalizacdo de todos os grupos pelo gene de referéncia
com obtencao do ACt, isto é, o ACt = Ct (miRNA alvo) — Ct (mirRNA referéncia). A partir
dai calcula-se 0 AACt = ACt (experimental) — ACt (controle). A expressdo génica foi expressa
com a formula 224, representando a expressdo relativa do grupo experimental em relacdo ao
grupo controle (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Essa formula adotada para a expressdo
relativa (222" contempla a expressio logaritmica por duplicagdo do cDNA a cada ciclo de
amplificacdo, e o sinal negativo que ajusta a relacdo inversa entre o valor de Ct e o contetido

de miRNA na amostra em teste.
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4.5. Andlise estatistica:

Os dados da expressdo relativa (2-AACt) de todos os miRNAs foram inseridos
no programa “GraphPad Prism Versao 6.01 for Windows”. Apoés a eliminagdao de “outliers”,
foram realizados teste de Shapiro-Wilk para checar se os dados tinham distribuicdo normal.
Apobs essa analise, 0s que ndo passaram no teste de normalidade, a comparacdo entre 0s
grupos foi feita com o teste Mann Whitney, considerados diferentes aqueles cujo p < 0,05. Os

dados que passaram no teste de normalidade foram comparados com teste t ndo pareado.

Com o objetivo de analisar o poder discriminatorio da expressao relativa entre
o grupo Controle ¢ o grupo DRC foram utilizadas curvas “Receiver Operating Characteristic”

(ROC) para cada miRNA avaliado, por meio do célculo da area sob a curva (ASC).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos as andlises dos hemogramas, avaliacdo bioquimica sanguinea e urinalise,
foi possivel estadiar os 15 gatos que fizeram parte do grupo DRC, de acordo com seus valores
de creatinina e seguindo os critérios estabelecidos pela IRIS, 10 foram classificados como
estddio 2 de DRC e cinco em estadio 3. No momento da avaliacdo apenas um gato
apresentava proteinuria (RPC > 0,4), oito gatos ndo apresentavam proteindria (RPC < 0,2) e
seis foram classificados como tendo proteinuria limitrofe ou “borderline” (RPC entre 0,2-0,4).
Né&o foi aferida a pressdo arterial dos gatos desse grupo no momento da avaliacdo, ndo sendo
possivel portanto, fazer o sub-estadiamento completo da DRC. No grupo DRC, seis gatos
apresentaram hipocalemia e apenas dois estavam com hiperfosfatemia, duas alteracdes
bioquimicas comuns em gatos com alteracdes renais cronicas (PAEPE; DAMINET, 2013). Os
dados completos das avaliacbes laboratoriais dos dois grupos estudados podem ser vistos no
Anexo 1.

A Tabela 2.2 resume os resultados obtidos na RT-qPCR das expressoes
relativas (222") dos cinco miRNAs estudados e as diferencas entre o grupo Controle e o
grupo DRC.
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Tabela 2.2. Resumo dos resultados comparativos entre as médias (+ desvio padrdo) da
expressdo relativa (224¢Y) dos miRNAs estudados no grupo Controle e o grupo Doenga
Renal Cronica (DRC). *representa diferenca significativa entre os grupos Controle e
DRC pelo teste Mann Whitney, considerando p < 0,05

MiRNA Amostra Controle DRC p
miR-15b-5p  Plasma 1,11 (£ 0,54) 0,54 (+0,32) 0,0046*
Soro 1,056 (+0,72) 0,43 (+0,25) 0,0124*
miR-192-5p  Plasma 1,24 (£0,91) 0,71(x0,48) 0,088
Soro 1,25 (+0,94) 0,45 (x0,22) 0,003*
miR-365-3p  Plasma 1,26 (+0,75) 0,59 (0,39) 0,021*
Soro 1,47 (£1,26) 1,04 (+0,84) 0,304
miR-16-5p  Plasma 1,16 (£0,61) 0,95 (+0,54) 0,24
Soro 1,30 (£0,73) 1,94 (£1,13) 0,28
miR-20a-5p  Plasma 1,13 (£0,5) 0,78(0,38) 0,77
Soro 1,02 (£0,41) 1,16 (%0,76) 0,95

A Figura 2.1 é a representacdo grafica desses resultados somente no plasma e a

Expressao relativa

Figura 2.2 somente no soro.

Expressdo Relativa dos microRNAs no Plasma

Figura 2.1 — Distribuicdo comparativa das expressdes relativas (222") dos miRNAs no
plasma dos dois grupos. (*) representa diferenca significativa pelo teste Mann Whitney,
considerando p < 0,05.
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Expressao Relativa dos microRNAs no Soro

Expressao relativa

Figura 2.2 - Distribuicdo comparativa das expressoes relativas (244¢Y) dos miRNAs no soro
dos dois grupos. (*) representa diferenca significativa pelo teste Mann Whitney, considerando
p <0,05.

Esta claro pelos resultados obtidos que o Gnico miRNA cuja expressao estava
diferente entre 0s grupos amostrais, tanto no soro quanto no plasma foi o miR-15b-5p,
apresentando-se menos expresso nos animais do grupo DRC, em comparagdo com 0s animais
do grupo Controle. Os outros miRNAs avaliados apresentaram um padréo diferente entre soro
e plasma, sendo 0 miR-192 menos expresso apenas no soro € miR-365 mMenos expresso
apenas no plasma dos gatos com DRC quando comparados com o grupo Controle.

A escolha dos cinco miRNAs utilizados no presente estudo foi baseada na sua
comprovada abundéncia no tecido renal de gatos (ICHII et al., 2014), mas o fato de estarem
presentes no tecido renal ndo quer dizer necessariamente que apresentam a mesma abundéancia
no sangue ou que estdo envolvidos direta ou indiretamente em processos fisioldgicos ou
patolégicos nos rins. Todos os miRNAs estudados foram detectados no plasma e soro dos
gatos dos dois grupos experimentais. Conforme foi demonstrado em etapas prévias desse
trabalho, a abundéncia desses miRNAs foi maior no soro que no plasma (SCALON et al.,
2021).

A incapacidade de detectar miRNAs especificos no plasma ou soro, em alguns
casos, reflete a sua pouca abundancia livre na circulacdo. Sabe-se que a liberacdo de alguns

miRNAs das celulas/tecidos para o sangue € limitada ou seletiva. Além disso alguns miRNAs
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podem ser mais estaveis que outros a degradagdo pelas ribonucleases plasmaticas ou serem
mais receptivos a amplificacdo pelas polimerases (KIM et al., 2012).

Os miRNAs circulantes, como os que foram avaliados no presente estudo, nao
funcionam apenas como biomarcadores de doenca, que sdo liberados do compartimento
celular como resultado de morte celular, mas eles sdo também ativamente secretados e
carregam informacgdes genéticas de uma célula para outra, funcionando como reguladores
dessa comunicacao intercelular. Para melhor exercerem essas funcdes devem ser protegidos
da degradacéo e, por causa de sua baixa concentracdo no sangue circulante, sdo ativamente
captados pelas células receptoras (LORENZEN; THUM, 2012).

E importante considerar que qualquer tentativa de traduzir a expressdo de
miRNAs no sangue em informacdes diagnosticas ou prognoésticas na rotina clinica deve
passar pela padronizacdo das metodologias utilizadas, isto é, padronizar os procedimentos de
colheita de amostras, condi¢cdes de estocagem e processamento, 0s mMiRNAs escolhidos para a
normalizagcdo e os métodos estatisticos para analise dos dados (ALMEIDA; REIS; CALIN,
2011). Toda metodologia utilizada no presente estudo foi padronizada desde a colheita das
amostras de sangue, condi¢des de armazenamento e processamentos finais. Essa padronizagéo
fez parte das etapas iniciais cujo objetivo foi exatamente a determinacdo dos melhores
métodos de processamento, volume ideal das amostras e escolha do gene de referéncia e
normalizacdo (SCALON et al., 2021).

A completa compreensdo do papel exercido pelos miRNAs aqui estudados na
fisiopatogenia renal é bastante problematica considerando os diferentes tipos celulares nos
quais as concentracdes e influéncias dos miRNAs podem ser diversas em vérias patologias (LI
et al., 2010).

A evolucdo das lesdes histopatoldgicas nos rins € proporcional a evolugédo dos
estadios da doenca, isto é, a gravidade da degeneracao tubular, inflamacdo intersticial, fibrose
e glomeruloesclerose ¢ maior nos estadios mais avancados em comparagdo aos estadios
iniciais (MCLELAND et al., 2015). No presente estudo ndo houve avaliacdo histopatologica
dos rins, o que inviabiliza a relacdo direta da expressdo desses miRNAS a processos
patologicos especificos, sejam em fases iniciais ou avancadas.

Ja foram descobertos literalmente dezenas de miRNAS cuja expressdo no
tecido renal e urina foram relacionados a diversos processo patologicos renais (FRANCZYK
et al., 2021). Por outro lado, pesquisas com perfis de miRNASs no sangue circulante como foi

feito no presente estudo s&o bem menos numerosas.
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Dos cinco miRNAs estudados, 0 miR-192 é o que apresenta mais mencgdes de
ser relacionado a fisiologia e patologia renal em animais e no ser humano. Sabe-se que 0 miR-
192 estd bastante expresso nos rins saudaveis de varias espécies, incluindo seres humanos,
cdes e gatos (ICHII et al., 2014) e, comparativamente 0 miR-192 estd mais expresso nos rins
do que em outros 6rgaos (FRANCZYK et al., 2021). Foi demonstrado que ele estd envolvido
em mecanismos fisiologicos renais como o equilibrio fluido pela sua a¢do supressora na
ATPase Na+/K+ (MLADINOV et al., 2013). Mas o fato mais marcante de suas a¢Ges no
tecido renal ¢ sua relagdo com a fibrose renal, por mecanismos mediados pela citocina TGF-f
(KATO et al., 2007; KRUPA et al., 2010; PUTTA et al., 2012). Especula-se se a menor
expressdo do miR-192 aqui observada no soro dos gatos com DRC, poderia estar relacionada
com maiores concentragfes no rim, durante os processos de fibrose que acompanham a
progressdo da DRC.

A fibrose renal € uma consequéncia praticamente inevitavel do acumulo
excessivo de matriz extracelular que ocorre em virtualmente qualquer tipo de DRC.
Independente da causa inicial, a progressdo da DRC geralmente resulta progressdo de
cicatrizacdo tecidual que leva a completa destruicdo do parénquima renal e DRC terminal.
Entre os muitos fatores fibrogénicos que regulam o processo fibrético renal, o TGF-B1
desempenha papel fundamental (L1U, 2006).

Inimeras evidéncias experimentais em modelos animais e no ser humano
apontam para uma relagdo causal entre 0 aumento da expressdo do TGF-f1 e o inicio da
fibrose glomerular e tubulointersticial (ZEISBERG et al., 2002; ARATA et al., 2005) Os
niveis elevados de TGF-B1 nos rins correlaciona-se diretamente com o grau de fibrose
intersticial ou esclerose glomerular (ARATA et al., 2005).

A DRC nos gatos ¢ uma doenca que muito se assemelha a DRC nos seres
humanos, no que diz respeito as varias causas e a fibrose renal resultante, ao acimulo de
matriz extracelular e a proliferacdo de miofibroblastos nos rins. Isso indica entdo que o TGF-
B1 é um fator importante envolvido também na doenga nos gatos, assim COmMO NOS Seres
humanos e outros animais (ARATA et al., 2005). Esses fatos reforcam a importancia do
estudo do papel do miR-192 em pacientes com DRC, como feito no presente estudo.

As menores expressdes do miR-15b tanto nas amostras de soro quanto de
plasma no grupo DRC poderiam estar relacionadas com a presenca de lesdo renal, uma vez
gue ja foi demonstrado que perfis de expressdo urinarios do miR-15b podem servir de
biomarcadores de lesdes renais agudas em cdes (SUN et al., 2021). A menor expressdo do

miR-15b no sangue j& foi relacionada com alteragdes do metabolismo do fésforo em pacientes
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humanos com DRC avancada (WANG et al., 2012) e também com hipertensdo sistémica em
pacientes renais (NANDAKUMAR et al., 2017). Em ambos os estudos, porém, o miR-15b
ndo era o unico alterado. Como no presente estudo ndo houve a afericdo da pressdo arterial
dos gatos incluidos, ndo podemos fazer nenhuma correlagdo da menor expressao do miR-15b
com esse pardmetro e apenas dois gatos do grupo DRC apresentaram hiperfosfatemia,
impossibilitando também qualquer correlacdo de seus valores com o0s niveis de expressdo do
miR-15b.

Sabe-se também que o miR-15b participa da inducéo de linfécitos T CD4(+)
reguladores, que protegem de danos celulares causados por reagdes autoimunes (SINGH et
al., 2015). Acredita-se com isso que a menor expressdao dele e de outros miRNAs em
pacientes humanos com DRC, possa sugerir uma menor ativacao imunoldgica, mas 0 que isso
implica na progressao da DRC ainda necessita maior investigacdo (NANDAKUMAR et al.,
2017).

Uma menor expressdo do miR-15 e do miR-192 j4 foi demonstrada na urina de
pacientes humanos com diferentes formas de DRC, o que, segundo os pesquisadores,
corrobora a hipdtese do envolvimento desses miRNAS na progressdo da DRC (SZETO et al.,
2012), porém ndo ha relato dessa correlacdo com os niveis desses miRNAS no soro ou plasma
desses pacientes.

O miR-15b-5p e o mir-16-5p ja foram observados apresentando menor
expressdao em neoplasias mamarias em cdes (BOGGS et al., 2008). Nenhum animal dos
grupos experimentais tinha diagnostico de neoplasia.

Muitos miRNAs estdo envolvidos de diversas maneiras nas vias moleculares
dos processos inflamatérios, como 0 miR-16 e 0 miR-20a (OCHS; STEINHILBER; SUESS,
2011). Considerando que parte dos processos patoldgicos nos rins sao inflamatorios, podemos
especular alguma participacdo desses miRNAs, mas é mais provavel que as concentracdes na
urina sejam mais informativas. Foi demonstrado mais recentemente que 0 miR-16 esta sim
presente na urina de gatos, mas ndo apresentou diferencas significativas de expressao entre
animais doentes (pielonefrite e outras doencas renais) e gatos saudaveis (JESSEN et al.,
2020), sendo entdo inutil como biomarcador de patologia renal. O miR-20a, que esta
altamente expresso na medula renal dos gatos (ICHII et al., 2014), ja foi relacionado com
lesGes renais isquémicas em camundongos (GODWIN et al., 2010). No presente estudo nédo
foram observadas diferencas de expressdo do miR-16 ou do miR-20a nem no soro nem no

plasma. Se eles estdo envolvidos de alguma maneira na progressédo da DRC, pode ser que suas
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concentragdes fiquem restritas ao tecido renal ou urina ou talvez estariam envolvidos apenas
nas fases iniciais da DRC onde os processos inflamatorios estdo no comeco.

Dos miRNAs estudados, o que tem menos relacdo com patologias renais é o
miR-365a-3p, sendo a maioria das citacOes de sua expressao relacionadas a diversos tipos de
neoplasias, inclusive carcinoma renal (OTO et al., 2021). Sua menor expressdo no plasma de
gatos do grupo DRC no presente estudo pode nédo ter nenhum significado ou ser um bom
pressagio de sua localizagao “protegendo” o tecido renal de transformacgdes neoplasicas.

Com o objetivo de investigar o valor diagnostico da expressao relativa do miR-
15b no plasma e no soro, 0 miR-192 no soro e do miR-365 no plasma e sua utilidade como
biomarcadores para a DRC em gatos, foram geradas as curvas ROC e calculadas as areas sob
a curva (ASC).

A curva ROC é obtida pelo célculo da sensibilidade e especificidade de cada
valor observado e fazendo o tracado da sensibilidade pelo valor 1-sensibilidade. Um teste
diagnostico que discrimina perfeitamente dois grupos deve resultar numa curva que coincida
com as margens esquerda e superior do tracado. Uma avaliacdo global do poder
discriminatorio de um teste € dada pela area sob a curva (ASC). Essa area é igual a
probabilidade que um valor qualquer obtido num teste diagnostico seja diferente entre os
individuos saudaveis e os doentes (ALTMAN; BLAND, 1994). Valores de ASC variam de 0
a 1,0 (100%); valores > 0,8 (80%) indicam que a precisdo do teste diagnostico é muito boa
(FERREIRA; PATINO, 2018).

A analise da curva ROC para 0 miR-15b do grupo Controle versus o grupo
DRC no plasma resultou numa &rea sob a curva de 83 %, com p = 0,006 e intervalo de
confianca (IC) de 95 % (67% - 98%). Sendo calculado o indice de Youden (J), isto é, o ponto
de maior sensibilidade e especificidade, onde J = Sensibilidade (%) + Especificidade (%) —
100. Esse ponto 6timo = 0,456 fornecendo uma sensibilidade de 60 % e uma especificidade
de 100% (Figura 2.3).
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ROC curve miR-15-5p Plasma

Sensibilidade %
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Especificidade (falsos positivos)

Figura 2.3 — Curva ROC da analise comparativa entre os grupos Controle e DRC quanto a

expressao relativa do miR-15b-5p no plasma (ASC = 0,83; p = 0,006). ( ponto de corte =
0,456).

A andlise da curva ROC para o miR-15b para grupo Controle versus o grupo
DRC no soro resultou numa area sob a curva de 82 %, com p = 0,014 e intervalo de confianca
(IC) de 95 % (62% - 100%). Foi calculado o indice de Youden (J), isto é, o ponto de maior
sensibilidade e especificidade, onde J = Sensibilidade (%) + Especificidade (%) — 100. Esse
ponto 6timo = 0,42 fornecendo uma sensibilidade de 67 % e uma especificidade de 89%
(Figura 2.4).

ROC curve miR-15-5p SORO

Sensibilidade %

0 20 40 60 80 100
Especificidade (falsos positivos)

Figura 2.4 — Curva ROC da analise comparativa entre os grupos Controle e DRC quanto a
expressdo relativa do miR-15b-5p no soro (ASC = 0,82; p = 0,014). ( ® ponto de corte = 0,42)
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Quando colocamos juntos os dados referentes as curvas ROC da expressdo do
miR-15b-5p no soro e plasma nos permite comparar o poder discriminatorio que a menor
expressdo desse mMIRNA tem nesses dois tipos de amostras bioldgicas (Figura 2.5).
Considerando que seus valores de ASC sdo bem semelhantes, podemos concluir que a menor
expressdo do miR-15b-5p no plasma e no soro tem 0 mesmo poder de diferenciar entre gatos
saudaveis e com DRC, de acordo com os respectivos pontos de corte calculados.

ROC curve: miR-15-5p Soro + miR-15 Plasma

— miR-15-5p
— miR-15-5p

Sensibilidade %

0 20 40 60 80 100

Especificidade
Figura 2.5 — Curva ROC comparativa da sensibilidade/especificidade da expressédo do miR-
15b-5p no plasma (ASC = 0,83) e no soro (ASC = 0,82).

A andlise da curva ROC para 0 miR-192 para grupo Controle versus o grupo
DRC no soro resultou numa area sob a curva de 85 %, com p = 0,004 e intervalo de confianca
(IC) de 95 % (66% - 100%) (Figura 2.6). Foi calculado o indice de Youden (J), isto é, o ponto
de maior sensibilidade e especificidade, onde J = Sensibilidade (%) + Especificidade (%) —
100. Esse ponto 6timo = 0,98 fornecendo uma sensibilidade de 100 % e uma especificidade
de 70%.

ROC curve: miR-192-5p Soro
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Figura 2.6 — Curva ROC da analise comparativa entre os grupos Controle e DRC quanto a
expressao relativa do miR-192-5p no soro (ASC = 0,85; p = 0,004). ( ® ponto de corte =
0,98).

Ao comparar 0 poder discriminatorio da menor expressao do miR-192-5p no
soro com 0 miR-15b-5p também no soro (Figura 2.7), observamos uma ligeira diferenca entre
os dois, onde a ASC para 0 miR-192-5p foi de 0,85 conferindo a este uma maior precisio para
diferenciar animais saudaveis daqueles com DRC. Como ambos os parametros demonstraram
ASC > 0,8 indicando que a precisdo é muito boa (ALTMAN; BLAND, 1994), o uso dos dois
juntos pode representar um poder discriminatério ainda maior para diferenciar entre saudaveis
e com DRC.

ROC curve miR-15-5p soro + miR-192-5p soro

— miR-15-5p Soro
— miR-192-5p Soro

Sensibilidade %

0 20 40 60 80 100

Especificidade

Figura 2.7 — Curva ROC comparativa da sensibilidade/especificidade da expresséo do miR-
15b-5p (ASC = 0,82) e do miR-192-5p (ASC = 0,85) no soro.

A andlise da curva ROC para 0 miR-365 grupo Controle versus o grupo DRC
no plasma resultou numa area sob a curva de 78 %, com p = 0,022 e intervalo de confianca
(IC) de 95 % (57% - 99%). Sendo calculado o indice de Youden (J), isto €, 0 ponto de maior
sensibilidade e especificidade, onde J = Sensibilidade (%) + Especificidade (%) — 100. Esse
ponto étimo = 0,795 fornecendo uma sensibilidade de 86 % e uma especificidade de 70%
(Figura 2.8).
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ROC curve: miR-365-3p Plasma Plus
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Figura 2.8 — Curva ROC da analise comparativa entre os grupos Controle e DRC quanto a
expressao relativa do miR-365-3p no plasma (ASC = 0,78; p = 0,022). ( @ ponto de corte =
0,795).

Ao comparar 0 poder discriminatorio da menor expressao do miR-365-3p no
plasma com o miR-15b-5p também no plasma (Figura 2.9), observamos uma nitida diferenca
entre os dois, onde a ASC para 0 miR-365-3p foi de 0,78, considerado abaixo do valor para
ser considerado um teste com boa precisdo, e para 0 miR-15b-5p de 0,83. Mesmo com a
observada menor expressdo do miR-365-3p no plasma de animais com DRC no presente
estudo, ndo seria recomendada a sua utilizacdo isoladamente para diferenciar entre estes e 0s
saudaveis.

ROC curve miR-15-5p plasma plus + miR-365 plasma plus
100
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— miR-365-5p plasma plus

60 — miR-15-5p plasma plus
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Figura 2.9 — Curva ROC comparativa da sensibilidade/especificidade da expresséo do miR-
15b-5p (ASC =0,83) e do miR-365-3p (ASC = 0,78) no plasma.

Ja sabemos, de prévios experimentos que as amostras de soro apresentam um
rendimento de miRNAs maior em comparagdo ao plasma e que o0 uso de amostras de soro é
mais conveniente, pois ndo necessita de uma centrifuga refrigerada (VAN VLIET et al,,
2017). Felizmente também a melhor combinagdo de miRNAs de acordo com as curvas ROC
foi o uso de valores de expressdo do miR-15b e do miR-192 no soro. Estes foram o0s

parametros com Otimos valores da ASC, de 82% e 85%, respectivamente e se forem
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combinados podem aumentar ainda mais o poder de distinguir gatos saudaveis de gatos com
DRC. Essa combinagdo pode ser proposta como parte de um perfil de avaliacdo de gatos na
busca do diagnostico de DRC.

Antes de considerarmos esses resultados como tendo relacdo direta com o
diagnostico de doenca renal ha de se considerar alguns fatores que poderiam interferir nos
resultados.

Plasma e soro, mesmo de um Unico individuo, apresentam caracteristicas
bioldgicas diferentes. A diferenca essencial entre plasma e soro é a presenca e auséncia,
respectivamente, de fibrinogénio e fatores de coagulacdo. Mais importante ainda € a presenca
das plaquetas, que contém uma grande variedade de miRNAs e que poderiam ser liberados no
soro durante a coagulacdo junto com os miRNAs dos leucdcitos e eritrocitos (MOLDOVAN
et al., 2014). Na obtencdo de amostras de plasma ha o risco de contaminacdo por células
presentes no “pellet” durante a aspiracdo, como as células possuem maiores concentragdes de
miRNAs do que o plasma ou soro, essa “contaminagdo” pode ser um fator de confusdo se ndo
houver atencdo para isso durante o processamento do sangue (KROH et al., 2010). Muitos
estudos comparando esses dois fluidos biologicos encontraram pouca ou nenhuma diferenca
na eficiéncia da quantificacdo dos miRNAs extracelulares, porem com tendéncia a obter
maiores concentracdes no soro, tanto em estudos com humanos (MOLDOVAN et al., 2014) e
com gatos (SCALON et al., 2021).

Outros fatores pré-analiticos também podem afetar a eficiéncia da extracao,
como o tempo decorrido desde a colheita do sangue até seu processamento e 0 jejum pré
colheita, visto que ja se sabe que a lipemia pode afetar essa eficiéncia (KROH et al., 2010).
Quanto ao tempo decorrido pés-colheita da amostra, esse foi padronizado para ndo ultrapassar
uma hora. Infelizmente, ndo foi possivel padronizar o jejum para 0s animais selecionados para
participar, pois sendo animais domiciliados, havia a dependéncia da disposicdo dos tutores
para leva-los ao hospital veterinario em horarios de sua conveniéncia.

A manutencéo da estabilidade do RNA durante e apds a colheita do sangue é
um fator importante para a quantificagdo mais precisa dos miRNAs e pode ser influenciada
pelo anticoagulante utilizado (KIM et al., 2012). No presente estudo todas as amostras foram
colhidas utilizando 0 mesmo tipo de tubo com o0 mesmo anticoagulante.

Outro fator de variacdo, independente da doenca, poderia ser a idade dos
pacientes, uma vez que estudos em humanos e ratos ja demonstraram que a idade do
individuo pode afetar a expressdo de alguns miRNAs (DE PLANELL-SAGUER; RODICIO,
2011). No presente estudo ha uma nitida e significativa diferenca (p = 0,0004) de faixa etaria
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entre os animais incluidos nos grupos. O grupo Controle tinha uma média de idade 4,7 anos
(£4,9) e o0 grupo DRC com média de 13,6 anos (+ 3,1).

Considerando que as vias metabolicas celulares influenciam o processo de
envelhecimento e que estas sdo alvos da regulacdo pelos miRNAs, é praticamente inevitavel
qgue os miRNAs estejam envolvidos na longevidade celular e nos fendmenos que evoluem
com a idade (SUN; LAI, 2013). A expressédo de diversos miRNAs se alteram com a idade,
alguns mais expressos, outros menos expressos em diferentes tecidos e células, afetando a
longevidade. Alteracfes nas expressdes dos miRNAs podem representar tanto uma resposta
adaptativa em animais idosos ou estarem ativamente envolvidas em processos relacionados ao
envelhecimento (SUN; LAI, 2013). O processo de senescéncia celular pode ser induzido
como resposta a diversos fatores, tais como encurtamento dos telémeros apds muitos ciclos de
divisdo celular (senescéncia replicativa) ou estressores, como danos ao DNA ou a cromatina,
oncogenes e mitdgenos (senescéncia prematura induzida por estresse)(SMITH-VIKOS;
SLACK, 2012).

Muitos dos estudos que relacionam as diferentes expressdes de miRNAs com
processos de envelhecimento e longevidade foram realizados com o nematddeo C. elegans,
mas ha também outros que sugerem o envolvimento dos miRNAs na regulacdo de fenotipos
de envelhecimento em células ou tecidos especificos nos mamiferos (SMITH-VIKOS;
SLACK, 2012). Os miRNAs controlam a transformacao de uma célula em replicacdo em uma
célula senescente ao interferirem com fatores que respondem ao estresse celular, vias de
supressdo tumoral e vias de sinalizacdo celular relacionadas com controle da longevidade
(SMITH-VIKOS; SLACK, 2012).

E fato que parte dos processos degenerativos que ocorrem nos rins podem ser
atribuidos ao envelhecimento renal. O estudo do envelhecimento renal torna-se interessante
como modelo de envelhecimento de érgdos, pois a funcdo renal pode ser acompanhada de
maneira quantitativa mais prontamente do que em outros orgaos (BAI et al., 2011). Estudos
realizados em ratos demonstram claramente que varios miRNAs apresentam expressoes
significativamente diferentes nos tecidos renais jovens em comparagdo com tecido renal de
animais idosos. Foi sugerido que esses miRNAs poderiam estar regulando o processo de
envelhecimento do tecido renal através da modulagdo dos genes envolvidos nos mecanismos
antioxidantes mitocondriais (BAl et al., 2011).

Considerando que as caracteristicas das lesdes renais diferem nas diversas
doencas renais, deve-se examinar com cautela os perfis de expressdo de miRNAs para cada

doenca renal com relacdo ao tipo de célula expressando o miRNA em questéo, em especial se
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considerarmos a aplicacdo dos miRNAs como marcadores de doenga (ICHII; HORINO,
2017).

Até o presente ndo ha um dnico biomarcador nem mesmo na nefrologia médica
que seja considerado ideal, isto €, ndo invasivo, totalmente confidvel e com altas sensibilidade
e especificidade. Os miRNAs podem atender os critérios de sensibilidade, especificidade e
reprodutividade necessarios para serem considerados biomarcadores ndo invasivos e
confiaveis, desde que estratégias de normalizacdo para quantificacdo precisas e escolha
adequada dos controles sejam implementadas, como foram feitas no presente estudo
(FRANCZYK et al., 2021). Entretanto, o fato de que os miRNAs poderem estar envolvidos
em multiplos processos de doengas simultaneamente continua um obstaculo a ser superado
(FRANCZYK etal., 2021).

Além de servirem como biomarcadores, os mMiRNAs também possuem
emergente papel como agentes terapéuticos ou de prevencdo de doengas. Essas terapias
geralmente estdo baseadas no estimulo ou repressao de suas expressdes. Mas essa abordagem
apresenta desafios a serem superados, como um melhor conhecimento da biologia dos
miRNAS e seus alvos, desenvolvimento de estratégias de administragdo dos miRNAS ou seus
antagonistas ao paciente e a determinacdo precisa do risco de toxicidade ou respostas
imunolégicas, além, € claro dos potenciais efeitos indesejados em diferentes alvos (DE
PLANELL-SAGUER; RODICIO, 2011). Visto que o0 miR-192 apresentou diferenca em sua
expressao nos pacientes com DRC, especula-se a sua utilidade no tratamento das lesdes
crbnicas, onde a fibrose ja se apresenta como principal processo associado com perda
progressiva de funcdo.

Muito ainda é necessario ser investigado no que diz respeito ao papel ativo dos
miRNAs na doenca renal nas diversas espécies animais, incluindo os gatos, antes que um
perfil totalmente reprodutivel e pratico seja disponibilizado.

Mesmo com diferengas de expressdo observadas em trés alvos estudados,
informacbes mais completas e precisas seriam obtidas se pudéssemos comparar
simultaneamente a abundancia desses mesmos miRNAs no tecido renal e na urina de cada
individuo. Essa avaliacdo seria ainda mais precisa se pudéssemos relacionar os perfis de
miRNAs obtidos com alteracdes histopatologicas especificas e a fase de progressao, abrindo
caminho para intervenc@es terapéuticas precoces e eficazes. Os procedimentos de obtencdo de
amostras para biopsia renal ndo sdo isentos de risco para o0 paciente, 0 que torna bastante

desafiadora essa abordagem ao trabalhar com animais de estimagéo domiciliados.
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A descoberta e a rdpida evolucgdo das pesquisas com miRNAs abriu um campo
totalmente novo e empolgante de pesquisa. As tecnologias de detecgdo e manipulacdo dos
miRNAs evoluem a passos largos. Os miRNAs circulantes ja demonstraram o seu potencial
como biomarcadores em diversos cenarios de doencas. Algumas terapias baseadas em
miRNAs j& estdo em diversas fases de testes clinicos para diferentes doengas humanas. Mas
ainda h&a muito a se descobrir e talvez ainda leve um bom tempo para que as respostas obtidas
nos laboratorios de pesquisa se traduzam em terapias aplicaveis na clinica, em especial na

clinica de animais de companhia.
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6. CONCLUSOES

Considera-se bem-sucedida a tentativa de estabelecimento de protocolos de
extracdo de mMiRNAs do sangue de gatos domeésticos, com a utilizacdo de pequenas
quantidades de sangue para obtencdo de plasma e soro a serem utilizados nos ensaios. 1sso
pode abrir novas perspectivas de pesquisas de biomarcadores de doencas nessa espécie.

Foi possivel detectar e quantificar os alvos miR-365-3p, miR-192-5p, miR-
20a-5p, miR-15b-5p e mIiR-16-5p no plasma e no soro dos gatos dos dois grupos
experimentais.

Os protocolos desenvolvidos e padronizados foram capazes de demonstrar que
diferencas de expressdo dos miRNAs miR-365-3p, miR-192-5p e miR-15b-5p podem sim
diferenciar gatos saudaveis de gatos com DRC, em especial a combinacdo da expressdo dos

miR-192-5p e miR-15b-5p no soro, que apresentou 0 melhor poder discriminatorio.
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ANEXO A - RESULTADOS DE EXAMES LABORATORIAIS MAIS RELEVANTES DO GRUPO CONTROLE

Potassio Fosforo RPC

Identificacdo Idade VG PPT Creatinina SDMA Seérico Sérico Densidade (Razao

(anos) (%) (g/dl) (mg/dl) (ng/dl) (mEg/l) (mg/dl) urinaria Proteina:Creatina

urindria)
Gato 1 1,2 38 7.4 1.1 14 5.16 6.0 1,039 0.08
Gato 2 3 50 7.2 1.6 12 4.7 4.5 1,057 0.08
Gato 3 11 44 8.2 1.2 10 4.43 6.0 1,044 0.09
Gato 4 1 47 8.4 1.1 10 3.91 5.2 1,054 0.15
Gato 5 2 46 7.6 1.2 9 5.03 5.9 1,060 0.12
Gato 6 1 46 7.4 1.4 11 4.16 5.5 1,038 0.08
Gato 7 4 49 7.8 1.5 10 3.87 4.3 1,057 0.10
Gato 8 16 48 8.0 1.2 10 4.8 54 1,049 0.14
Gato 9 5 44 7.4 1.0 9 3.5 4.8 1,045 0.16
Gato 10 3 40 7.6 1.0 10 4.66 6.0 1,047 0.13
Valores de - 24-45 6,0-8,0 0,8-1,6 0-14 3,6-5,4 3,0-6,3 >1,035 <04

Referéncia




ANEXO B - RESULTADOS DE EXAMES LABORATORIAIS MAIS RELEVANTES DO GRUPO DRC
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Potassio | Fdsforo RPC
Identificagdo Idade | VG PPT | Creatinina | SDMA Sérico Sérico Estddio | Densidade (Razdo
(anos) | (%) (g/dI) (mg/dl) (ng/di) (mEqg/1) (mg/dl) | de DRC urinaria | Proteina:Creatina
urinaria)
Gato 1 15 36 8,4 2,8 18 3,99 52 2 1,017 0,17
Gato 2 15 39 9,0 2,3 21 4,55 54 2 - -
Gato 3 9 36 8,4 2,8 16 4,25 52 2 1,016 0,36
Gato 4 17 40 9,6 2,5 21 4,3 3,5 2 1,027 0,12
Gato 5 13 35 8,6 1,7 15 3,25 4,0 2 1,040 0,13
Gato 6 13 48 9,2 2,2 17 2,84 3,6 2 1,019 0,27
Gato 7 8 42 9,0 3,1 21 5,85 4,1 3 1,025 0,24
Gato 8 14 45 9,0 2,8 23 3,25 4,9 2 1,017 0,25
Gato 9 17 29 9,4 2,8 27 4,82 7,9 3 1,013 0,32
Gato 10 15 31 9,4 3,3 33 3,10 51 3 1,027 0,12
Gato 11 15 39 9,6 3,8 36 2,92 18,8 3 1,013 2,66
Gato 12 19 52 7,8 2,3 6 3,35 3,7 2 1,022 0,04
Gato 13 9 28 8,2 19 10 4,62 2,3 2 1,012 0,17
Gato 14 13 30 9,0 2,6 8 - 4,2 2 1,021 0,16
Gato 15 12 42 8,2 3,0 9 4,43 3,6 3 1,010 0,22
Valores de - 24-45 | 6,0-80 | 0,8-1,6 0-14 3,6-5,4 3,0-6,3 - > 1,035 <04
Referéncia
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ANEXO D - APROVACAO PELO COMITE DE ETICA DE USO ANIMAL (CEUA-

UnB)
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CAPITULO 3

1. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou que diferencas de expressédo de determinados
miRNAs podem sim diferenciar gatos saudaveis de gatos com DRC, mas respostas mais
completas e precisas seriam obtidas se pudéssemos comparar simultaneamente a abundancia
desses mesmos miRNAs no tecido renal e na urina de cada individuo. Foi demonstrado
também que pequenos volumes de sangue, em particular de soro, sdo suficientes para as
técnicas de deteccdo e quantificacdo dos miRNAs, o que muito facilita a colheita,
processamento e armazenamento de amostras para estudos futuros.

Seria muito atil também, antes desenvolver estudos comparativos, dedicar estudos
com uso da técnica de microarranjo de miRNAs circulantes nos gatos saudaveis, para obter
uma visdo geral e buscar alvos mais especificos e, a partir dai, compararmos com animais
afetados por diferentes doencas. Novos estudos também podem acompanhar o processo de
envelhecimento dos individuos e se esse processo, mesmo saudavel afetaria a abundancia de
determinados miRNAs.

E possivel vislumbrar um caminho bastante inovador no diagndstico de varias doencas
que afetam os gatos domésticos, em especial os idosos. Uma das afecgdes crbnicas mais
comuns é a doenca inflamatéria intestinal que, em determinado ponto, ndo se diferencia do
linfoma, desordem igualmente comum. O caminho dos biomarcadores sanguineos em muito
facilitaria o processo de diagnostico, tradicionalmente dependente de biopsias intestinais.

Outro horizonte inovador seria também a incorporacdo de miRNAs como alvos de
terapias individualizadas e precoces. Técnicas que ja vem sendo utilizadas na Medicina,
através de silenciamento da acdo de determinados miRNAs ou a administracdo de outros com
foco na interferéncia especifica em processos patoldgicos em curso. No caso da doenca renal
crbnica, isso poderia representar uma nova modalidade de intervencdo na progressdo da
doenca, que até hoje, s6 é manejada quando indicios de disfuncéo ja estdo presentes e, muitas

vezes, ja irreversivel.



