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Resumo

HOW CRYSTAL CLEAR IS IT? - ESTUDO MORFOMETRICO E
HISTOPATOLOGICO DO CORACAO DE GATOS COM CARDIOMIOPATIA HIPERTROFICA

A cardiomiopatia hipertréfica (HCM) é a cardiopatia mais frequente em gatos. O seu
diagnéstico é predominantemente clinico, em vida, baseado no exame ecocardiografico,
seguindo-se o0 seu estadiamento de acordo com os restantes sinais clinicos e sintomas do
animal. Em contrapartida, os critérios de diagnéstico pés-morte desta afecdo ndo estdo
solidamente estabelecidos, sendo que muitos patologistas se baseiam no peso do coracéo e
na avaliacdo macroscopica subjetiva e pessoal de alteracbes histopatolégicas de tecido
cardiaco.

Foram recolhidos coracfes de gatos necropsiados no Servigco de Anatomia Patolégica
da FMV-ULisboa (n=32). Estes foram divididos em grupo controlo e grupo doente/HCM, de
acordo com o peso do coragdo. Seguidamente, procedeu-se a analise morfométrica
macroscopica e a avaliacao histopatoldgica de amostras de miocardio. Foi realizada coloracéo
imunohistoquimica para troponina | cardiaca (cTnl) e, finalmente, efetuou-se a medicéo da
espessura dos cardiomiécitos.

Observaram-se diferengas estatisticamente significativas entre os grupos controlo e
HCM na maior parte das varidveis morfométricas analisadas. No que diz respeito aos achados
histopatoldgicos, a Unica diferenca estatisticamente significativa foi no grau de fibrose da
parede do ventriculo esquerdo. Além disso, a marcacdo imunohistoquimica para cTnl nao
detetou diferencas significativas entre tecido saudavel e tecido lesionado. A espessura dos
cardiomiocitos revelou diferencgas significativas entre os dois grupos.

Em concluséo, este estudo resultou num conjunto de observacdes que permitem uma
melhor e mais completa compreensdo morfométrica e histopatolégica da HCM em gatos. Mais
estudos permitirdo uma melhor e mais completa compreensdo da patologia clinica e

histopatologia da HCM felina.

Palavras-chave: Cardiomiopatia hipertréfica; Gato; Miocardio; Morfometria; Histopatologia;

Cardiomiocitos.



Abstract

HOW CRYSTAL CLEAR IS IT? — MORPHOMETRIC AND HISTOPATHOLOGICAL
STUDY OF THE HEART OF CATS WITH HYPERTROPHIC CARDIOMYOPATHY

Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is the most common heart disease in cats. Its
diagnosis is predominantly clinical, in vivo, based on echocardiographic examination, followed
by staging according to the animal's clinical sighs and symptoms. In contrast, the postmortem
diagnostic criteria of this condition are not solidly established, and, therefore, many
pathologists rely on the weight of the heart and on the subjective assessment of
histopathological changes of cardiac tissues samples.

Hearts were collected from cats presented for necropsy at the Pathological Anatomy
Service of FMV-ULisboa (h=32) and divided into a control group and a sick/HCM group
according to heart weight. Macroscopic morphometric evaluation of these hearts was then
carried out, as well as histopathological analysis of myocardial samples. Immunohistocemical
staining for cardiac troponin | (cTnl) was performed and, finally, the thickness of the
cardiomyocytes was measured.

Statistically significant differences were observed between the control and HCM groups
in most of the morphometric variables analyzed. With regard to histopathological findings, the
only statistically significant difference was in the degree of fibrosis of the left ventricular wall,
in one of the scenarios.

Furthermore, immunohistochemical staining for cTnl did not effectively detect
differences between healthy and injured cardiac tissue. Regarding the determination of
cardiomyocyte thickness, significant difference values were obtained between the two groups.

In conclusion, this study resulted in a set of observations that allow a better and more
complete morphometric and histopathological understanding of HCM in cats. Further studies
will allow for a better and more complete understanding of the clinical pathology and

histopathology of feline HCM.

Keywords: Hypertrophic cardiomyopathy; Cat; Myocardium; Morphometry; Histopathology;

Cardiomyocytes.
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1. Breve relatorio de estagio na FMV-ULisboa e outros

A dissertacdo aqui apresentada teve como base o trabalho desenvolvido ao longo de
seis meses (de 1 de marco a 31 de agosto de 2023) na FMV-ULisboa, com horarios alternados
entre o Hospital Escolar Veterinario (HEV) e o Laboratério de Anatomia Patologica da FMV-
ULisboa. A orientacdo neste estagio foi fornecida pela professora Doutora Rute Marina Garcia
da Noiva, como orientadora de estagio e fonte de conhecimento e de validacao de dados e
desenvolvimentos na matéria de Anatomia Patoldgica, e pelo Dr. Rui Miguel de Oliveira
Gomes Maximo, como tutor de estagio e fonte de conhecimento e de validacao de dados e
desenvolvimentos na parte clinica. No total, o estagio curricular em causa correspondeu a um
namero total de 1001 horas, em seis meses.

Além disso, foram realizados, ao longo desse periodo, estagios extracurriculares para
ter contacto com diferentes logisticas de trabalho, perspetivas da area de veterinaria e
contacto com a area clinica mais frequentemente. Mais adiante, encontram-se mais

pormenores acerca desses estagios e os beneficios neles sentidos pelo mestrando.

1.1. Estagio curricular

Gréfico 1: Horas despendidas em cada servico ou atividade curricular.
NUMERO DE HORAS CURRICULARES

Lab. Anatomia Patologica 699

Perda de Peso/Exdticos 25

Cirurgia 63
Cardiologia 80
Medicina Geral 50
Ecografia 42
Radiologia 42

0 100 200 300 400 500 600 700 800



1.1.1. Medicina Geral

No servico de Medicina Geral do HEV, as consultas registadas sdo por marcacao
prévia ou em regime de Urgéncia apos triagem por enfermeiro/a responsavel no horario
respetivo. Nesse servico, 0 mestrando teve a oportunidade de acompanhar uma variedade de
casos clinicos, desde consultas preventivas (e.g., vacinacdo e/ou desparasitacdo), a
situacdes de doenca grave, cronica ou aguda, que exigiram a elabora¢do de uma anamnese
completa, lista de diagndsticos diferenciais, realizacdo de meios complementares de
diagnostico como radiografia, tomografia computorizada (TC), andlises clinicas, entre outros,
estabilizacdo clinica, diagndstico e encaminhamento apropriado para colegas de

especialidade médica, como Medicina Interna, Ortopedia, Cardiologia ou Neurologia.

1.1.2. Imagiologia (Radiografia, TC e Ecografia)

Na pratica clinica corrente e para a avaliacdo em seguimento de um caso clinico,
exames imagioloégicos como raio- X, tomografia computorizada (TC) e ecografia séo
essenciais para o correto desempenho médico-veterinario. Foi 0 que o estagiario mais
aprendeu durante as semanas de estagio nesses servicos do HEV.

No servico de Radiografia, o estagiario observou e participou em diferentes fases do
processo de obtencdo de imagem radiografica, nomeadamente a preparacdo do animal a
examinar, a sua sedacdo e monitorizacdo da sedacdo/anestesia, o acondicionamento e
posicionamento do mesmo em marguesa, colimacdo do feixe e selecdo das constantes
radiogréaficas e observacéo e constatacao do contetido da imagem. Durante os procedimentos
de TC, as fases de obtencdo de imagem eram muito semelhantes, tirando a colimacéo do
feixe, ja que os feixes de radiacdo ionizante sdo emitidos de forma pulsatil e mével, levando
a um processamento técnico e informatico diferentes.

No servigo de Ecografia, 0 mesmo pO6de aprender sobre a interpretacdo de imagens
ecogréficas, valores de medicdo de referéncia de diferentes 6rgdos e como a Ecografia € um
exame muito rapido e util em contexto de acompanhamento de casos clinicos, mais

precisamente no que diz respeito a sua evolugao.



1.1.3. Cardiologia

O servigo de Cardiologia foi o servigo frequentado durante mais tempo neste estagio
curricular. Durante as semanas de estagio em Cardiologia, o estagiario pdéde presenciar e
notar os procedimentos padrdo de ecocardiografia e os passos mais particulares para
algumas suspeitas clinicas, bem como as abordagens clinicas mais adequadas as
cardiopatias mais frequentes em animais de companhia, no que diz respeito a terapéutica
farmacoldgica, a vigilancia necessaria em casa pelos titulares, a interpretacdo dos sintomas
descritos pelos mesmos nessa vigilancia, e ao progndstico das varias doencas cardiacas.
Desta forma, o mesmo pOde aprender a importancia dos diversos parametros de
ecocardiografia, os seus valores de referéncia e o significado dos desvios em relacdo a esses
valores e a fisiopatologia de diversas cardiopatias em diferentes animais, tendo em conta
também o seu estado de saude geral e a presenca ou auséncia de doencas concomitantes e

de terapéuticas relacionadas a essas mesmas.

1.1.4. Cirurgia

Durante o tempo de estagio no servi¢co de Cirurgia, o estagiario teve a oportunidade
de apreender e participar na rececdo dos pacientes, no referente a obtencdo de
informacédo prévia relevante com titulares, a preparacdo pré cirargica, que compreende
desde a avaliacdo dos sintomas e sinais clinicos (como frequéncias cardiaca e
respiratoria, estado de hidratacdo, entre outros) até ao tipo de sedacdo e inducéo
anestésica, com a sua devida monitorizacéo.

Nos periodos intra cirargicos, este acompanhou cirurgias de varios tipos, como
cirurgias eletivas como orquiectomias e ovariohisterectomia (vulgo cirurgias de
esterilizacdo), até cirurgias de maior urgéncia, como laparotomias, laparoscopias, para
remoc&o de tumores, e cirurgias ortopédicas para resolucado de lesdes traumaticas. Nesse
mesmo periodo, o estagiario aprendeu os cuidados intraoperatdrios necessarios, como a
manutencdo apropriada de anestesia e controlo de dor para cada paciente, a leitura e
interpretacdo de gasometria, pulsimetria e eletrocardiografia, e, finalmente, péde ter a
experiéncia enriguecedora de acompanhar e auxiliar (dentro do permitido pelo/a médico/a
responséavel) nas intervencdes cirurgicas, como suporte de material cirdrgico, execucao
de suturas e mobilizagdo de estruturas.

Nos periodos pos cirargicos, o orientando seguiu a monitorizacao pds-operatoria
dos pacientes submetidos, aprendeu os sintomas e sinais a considerar na recuperacao

anestésica e a comunicacgao ideal e profissional a ter com titulares para o “follow up” dos



seus animais.

1.1.5. Unidade de Contencéo e Doencas Infecciosas (UCDI)

Durante o periodo de estagio no servico da UCDI, o estagiario acompanhou 5 casos
de Doencgas Infeciosas Felinas, como Imunodeficiéncia Viral Felina, Leucemia Viral Felina,
Peritonite Infeciosa Felina e Doencas de Trato Respiratorio Superior Felino. Também teve a
oportunidade de treinar a recolha de materiais biolégicos, como corrimentos nasais, retais e
sangue desses animais, sendo que na recolha de sangue, para além dos animais estarem
prostrados ou calmos no ambiente da UCDI, as suas veias apresentavam vasoconstricao
aumentada devido ao estado de doenca, e dai haver maior dificuldade na sua obtencao, mas

gue permitiu um reforgo de treino em venopuncao.

1.1.6. Centro do Peso Saudavel e Animais Exo6ticos:

O servigco do Centro do Peso Saudavel e o de Animais Ex6ticos foram servicos em que
0 estagiario tentou estar presente nos dois servi¢cos, de forma alternada, em cada dia.

Nesses servicos, respetivamente, pdde aprender a abordagem comunicativa a
desempenhar no apelo a cooperacéo dos titulares no seguimento e respeito de um plano
alimentar equilibrado e necessério a cada animal de acordo com o seu estado de saude geral
ou doencgas concomitantes, e a abordagem a ter perante animais exoéticos (também chamados
de “novos animais de companhia”) e as técnicas de contencéo e obtencdo de amostras de

fluidos mais indicadas, assim como a administracao de farmacos para cada espécie exdtica.

1.1.7. Laboratorio de Anatomia Patoldgica

Externamente ao trabalho realizado em contexto hospitalar no HEV, nos seis
meses de Estagio Curricular, o mestrando também desenvolveu trabalho no laboratério
de Anatomia Patoldgica da FMV. No ambito do servigo deste laboratério, 0 mesmo assistiu
e auxiliou nas aulas praticas de necrdpsias da Unidade Curricular “Anatomia Patolégica
II”, estando presente para esclarecer as duvidas dos/as estudantes, auxiliar na realizacao
das necrépsias solicitadas pela docente e onde recolheu as suas amotras para o trabalho
de investigacao.

Dentro do trabalho laboratorial em si, nas instalacfes internas, o estagiario
aprendeu acerca histoquimica convencional, imunohistoquimica e citoquimica. Por

conseguinte, este acompanhou e participou em algumas das rotinas de laboratério, tais



como a preparacdo e selecdo de reagentes e corantes para coloracbes como
Hematoxilina-Eosina (HE), Tricromio de Masson (TM) e Imunohistoquimica. Também teve
a chance de observar e apreender conhecimentos acerca da avaliagdo citolégica de
amostras provenientes do HEV-FMV. Este periodo em laboratério também o levou a
estudar e consolidar saberes de histopatologia e de investigagcéo cientifica.

1.2. Estégios Extracurriculares

Adicionalmente ao estagio curricular, o estudante realizou 336 horas de estagio
extracurricular, incluindo:

Uma a duas vezes por semana ao longo de quase quatro meses, desde 4 de abril a
20 de junho de 2023, no Hospital Veterinario de Sdo Bento, acompanhando o Dr. Pedro
Parreira no servico de Cardiologia desse hospital e no servigo de Internamento.

Aos fins de semana, no Anicura - Hospital Vasco da Gama, onde o mesmo
acompanhou os servicos de Medicina Geral e de Cardiologia, desde 3 de abril a 25 de junho
de 2023, e onde pbde praticar as recolhas de sangue e outras amostras biologicas e a
utilizac@o dos equipamentos desse hospital, como os aparelhos de andlises sanguineas e de
radiografia.

Pontualmente, as quartas-feiras de manha, na Onevet- VetOeiras acompanhou o
guotidiano e o trabalho da equipa de Cirurgia e de Ortopedia, acompanhando o Dr. Luis
Chambel. Neste estagio pontual, foram aplicados os conceitos tedricos de preparacéo

cirdrgica, assepsia e de anestesia.

Grafico 2: Horas despendidas em cada servi¢o ou atividade extracurricular.
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2. Reviséao Bibliografica

2.1. Breve descricéo fisiologica e clinica do Aparelho Cardiovascular

O coracao desempenha a funcao vital de distribuir eficazmente sangue pelo corpo de
um animal, de forma a fornecer oxigénio e nutrientes a todas as células do mesmo e a retirar
destas os produtos de metabolismo. Para tal, o coracdo dispbe de um conjunto de
compartimentos organicos, mecanicos e ativos, como o0s atrios (esquerdo e direito) - que
recebem o sangue proveniente da circulacao sistémica venosa ou da circulagdo pulmonar
apos a sua oxigenacao - e os ventriculos (esquerdo e direito) - que impulsionam o sangue
através de movimentos ciclicos de contracdo (sistole) e de relaxamento, com enchimento
(diastole). Para assegurar que o fluxo de sangue intracardiaco ocorre numa direcdo Unica,
entre os atrios e os ventriculos, existem as valvulas atrioventriculares direita (tricuspide) -
entre o atrio e o ventriculo direitos — e esquerda (bictspide ou mitral) - existente entre o atrio
e ventriculo esquerdos. Deste modo, é crucial que o coracdo se mantenha integro e funcional
durante toda a vida do animal, para sustentar o bom funcionamento dos restantes tecidos e
orgaos. (R. Stephenson 2012a).

Perante uma situacao patologica do aparelho cardiovascular, qualquer atividade
fisiologica de outros 6rgdos fica comprometida, potencialmente comprometendo a
sobrevivéncia do animal. Neste sentido, é essencial entender os mecanismos de
funcionamento normal do coracdo, bem como o que ocorre durante a patogénese de lesdes
e doencas cardiacas para haver interferéncia nesses primeiros mecanismos.(Berne and Levy
1997; Hamlin 2000; R. Stephenson 2012)

Aorta

Veia cava superior, s
P Artérias

pulmonares

Atrio direito Atrio esquerdo

Valvula mitral
Veia cava inferior

Valvula tricuspide
Ventriculo
Ventriculo esquerdo

direito

Figura 1: Esquema da estrutura do coracdo. Adaptado de Ross et al (2016).



2.1.2. Histologia

Histologicamente, o coragdo apresenta uma estrutura complexa de cardiomidcitos,
tecido conjuntivo com componentes fibrosas e elasticas, e neurénios de Sistema Nervoso
Autonomo (SNA).

Os cardiomidcitos sdo células musculares, mononucleadas e de formato cilindrico que,
tal como as células musculares esqueléticas, tém aspeto estriado devido a alternancia entre
bandas mais claras, bandas |, e bandas mais escuras, bandas A, sendo essas Ultimas a zona
de unido das proteinas actina e miosina que, com envolvimento de canais de recetores de
calcio nele localizados, levam a contracao celular muscular. A estimulacdo e a inibicdo dessa
contracdo muscular é devida também as proteinas troponina cardiaca C e troponina cardiaca
I, que tém a funcdo de, respetivamente, estimular a libertacdo da troponina cardiaca | no
citoplasma e dissociar as ligacdes de actina e miosina para reverter a contracdo muscular.

Além do mais, este 6rgdo é composto por trés camadas distintas, da mais interna para
a mais externa: endocardio, miocardio e pericardio. O endocardio consiste numa Unica
camada de células endoteliais que reveste as camaras do coracdo. Ocasionalmente,
pequenas quantidades de musculo liso também podem ser observadas no endocardio.
Imediatamente abaixo no endocardio, na transicdo para o miocardio, existem fibras de
colagénio e elastina de tecido conjuntivo laxo, microvasos e, especialmente, neurénios. O
miocérdio é a por¢do do coracdo com maior relevancia no seu desempenho, sendo composto
maioritariamente pelos cardiomidcitos e neurénios ativos do SNA e quantidades moderadas
ou baixas de tecido conjuntivo rico em elastina (Layland et al. 2005; Young et al. 2013;
Abrahamsohn 2017).

Os cardiomidcitos, no miocardio, estdo “ancorados” entre si por discos intercalares,
compostos por “gap junctions”, que permitem justaposicdo e comunica¢ado constante entre as
células, e canais de sodio dependentes de voltagem, para propagacao de impulso elétrico. O
pericardio constitui um saco de tecido conjuntivo elastico, subdivido em folheto
visceral/epicardio, que esta em contacto mais proximo com o miocardio, e folheto parietal, que
compde a parede externa do saco pericardico. O conjunto destes dois folhetos compde o0 saco
pericardico, que alberga o cora¢cdo com uma escassa quantidade de liquido no seu interior, 0
liquido pericéardico, que é essencial para a mobilidade do coragdo durante as fases de sistole
e diastole, pois diminui a resisténcia ou atrito a que este 6rgao € sujeito nos seus movimentos
associados a essas fases (Layland et al. 2005; Young et al. 2013; Abrahamsohn 2017; Arackal
and Alsayouri 2023).



2.1.3. Mecanismos da func¢ao cardiaca

Para uma boa funcdo cardiaca, é necessario que haja eficazmente mecanismos
intrinsecos ao coracao para bombear e distribuir 0 sangue corretamente pelo organismo.
Deste modo, temos a capacidade de conduzir impulso elétrico desencadeador de contragéo
cardiaca (condutividade/dromotropismo), a capacidade das células musculares serem
excitadas por gradientes elétricos apropriados (excitabilidade/batmotropismo), a capacidade
contratil muscular (contratilidade/inotropismo), a capacidade de manter um ritmo regular e
coordenado (ritmicidade/cronotropismo) e a capacidade de (ativamente) relaxar de forma a
permitir novo enchimento das camaras cardiacas e preparacdo para nova contracao
(complacéncia/lusitropismo) (Engelmann 1897; Smith and Katz 1983; Furukawa et al. 1990;
Monti et al. 1992; Marston and Pinto 2023).

A contracdo cardiaca inicia-se no né sinoatrial (n6 SA), um centro diferenciado de
células musculares e nervosas que geram o estimulo elétrico inicial para o ciclo cardiaco. A
partir deste no, pelos feixes nervosos de His, o estimulo elétrico é orientado no sentido dos
atrios para os ventriculos, alcancando outro centro diferenciado, o n6 atrioventricular (né AV).
O no6 AV desencadeia novo impulso elétrico com “delay” de 50 a 150 milissegundos em
relacdo a contracdo atrial, propagado através dos ramos direito e esquerdo de His, que depois
se subdividem nas fibras de Purkinje, células nervosas inseridas no interior do miocéardio dos
ventriculos e que distribuem o potencial de acdo despolarizante pelos cardiomiécitos a sua
volta (R. Stephenson 2012a; R.B. Stephenson 2012; Ross and Pawlina 2016).

2.1.4. Mecanismos compensatorios

A partir do momento que ocorrem lesbes a nivel cardiaco, o organismo ativa
mecanismos compensatoérios, que visam o suporte eficaz a curto prazo para assegurar as
suas funcgdes e atividade cardiacas normais. Entre os mecanismos estudados, h& a salientar
0 sistema nervoso auténomo (SNA) e o sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (RAA)
(Stephenson 2012).

O SNA, por acdo de neurotransmissores inotropicos e cronotropicos positivos, leva ao
aumento da forca e da frequéncia de contragdo do miocardio. Isto acontece, porque a
epinefrina e norepinefrina se ligam aos recetores R-1 das células do miocardio, levando a
aumento da pressao arterial (PA) e da frequéncia cardiaca (FC); esses mesmos transmissores
levam a vasoconstricdo por ligacdo aos recetores a-1 dos vasos sanguineos. Por seu lado,
no sistema RAA, a hormona renina € produzida pela macula densa nos rins em situagdes de

hipovolémia, hipoperfusdo ou hipotenséo, resultando a transformacgéo do angiotensinogénio



em angiotensina |, seguidamente transformada em angiotensina Il pela enzima conversora da
angiotensina (ECA) ao nivel vascular capilar, resultando em vasoconstricdo, que eleva a PA.
A angiotensina Il também estimula a libertacdo de aldosterona, que desencadeia a retencao
de sddio junto ao tubo contornado distal de cada nefrénio e a excre¢éo de potassio, 0 que,
por osmose, leva a aumento da volémia, que € um fator promotor do aumento da PA
(Stephenson 2012; R. Stephenson 2012b; R. Stephenson 2012c; R. Stephenson 2012a;
Oyama et al. 2017).

Adicionalmente, a angiotensina Il também estimula (ainda mais) a atividade do SNA,
adicionando, nesta atividade, a libertacdo de vasopressina/ADH, que diminui a excrecéo de
agua pela urina nos nefrénios e causa vasoconstricdo. Deste modo, no seu todo, o sistema
RAA aumenta a volémia e a pressao arterial sistémica (Furukawa et al. 1990; R. Stephenson
2012; R. Stephenson 2012b; R. Stephenson 2012c; R. Stephenson 2012a; Oyama et al. 2017;
Ettinger and Feldman).

2.1.5. Patologia cardiaca

Decorrente de todo o esforgo continuo e incessante que o coragdo desempenha,
devido a fatores intrinsecos ou extrinsecos ao aparelho cardiovascular, inimeras agressoes,
macroscopicas e/ou microscopicas, podem levar a alteracbes e sequelas para o
funcionamento fisioldgico do coracdo, de gravidade variavel. Estas alteracBes andémalas
normalmente resultam quando os mecanismos compensatorios deixam de ser “Uteis” e
passam a ser nefastos, no médio a longo prazo, por recorrente esforco mecéanico, neuro-
hormonal e celular a que o coragcdo, mais precisamente o0 miocardio, é sujeito. Por
conseguinte, ocorrem gradualmente, e de forma cumulativa, lesdes de fibrose, arteriosclerose
(fibrose das artérias de maior calibre) e remodelacdo cardiaca com alteracdo de funcdes
bioquimicas celulares, como o funcionamento de canais de calcio, a producao de energia, a
conducdo de sinal elétrico. Desta forma, estamos perante um processo inapropriado de
adaptacgao ao incremento de “stress” ou esforgo cardiovascular e ocorre o que se denomina
frequentemente de disfungéo sistolica (em que a fracdo de ejegéo, isto é, a quantidade do
volume total que existe nos ventriculos e que € ejetado para as circulages correspondentes,
esta reduzida), pois ha diminui¢éo do inotropismo, e de disfuncado diastolica (em que a fragédo
de ejecdo esta preservada, isto €, a fragdo mantém-se, embora o valor absoluto desse volume
esteja reduzido), pois h4 uma diminui¢cdo do lusitropismo. Em suma, existe diminuigdo da
distribuicdo e retorno de sangue das circulagdes sistémica e pulmonar (Luis Fuentes et al.
2016; Luis Fuentes et al. 2020).

Entre as afecOes cardiacas mais caracteristicas dos animais de companhia, existe a

Cardiomiopatia Dilatada, a Doenga Mixomatosa da Valvula mitral, em caes, e a
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Cardiomiopatia Hipertréfica, em gatos. Com o estabelecimento da cardiomiopatia, todos os
mecanismos anteriormente referidos estdo envolvidos sinergicamente na progressao da
afecdo existente, podendo progredir para insuficiéncia cardiaca, com progndstico
desfavoravel/reservado (Luis Fuentes et al. 2016).

Quando os mecanismos compensatdrios ndo conseguem colmatar as alteracbes
cardiovasculares que os despoletam e/ou estes mecanismos ocorrem cronicamente, temos
sinais de remodelagdo morfoldgica e funcional, levando a Insuficiéncia Cardiaca (IC), mais
frequentemente de natureza congestiva. Neste cenario, apesar dos esforcos do corpo do
animal para manter a homeostasia, a distribui¢céo e recolha de sangue dos varios 6rgaos nao
se efetua apropriadamente, resultando em falha de oxigenacdo e nutricdo dos diferentes
compartimentos organicos, bem como remocdo dos seus metabolitos (Luis Fuentes et al.
2016).

Perante uma Insuficiéncia Cardiaca Congestiva (ICC), a apresentacdo clinica é
usualmente de dispneia, intoleréncia ao exercicio fisico, hiporrexia ou anorexia, e acumulacéo
de liquido nas cavidades corporais, como a cavidade toracica e a cavidade abdominal,
descrevendo-se esses casos, respetivamente, por derrame pleural e ascite. Essa acumulagéo
de liquido ocorre em estadio avancado de ICC, em que a pressao capilar e venosa da
circulagdo em causa (pulmonar ou sistémica) ultrapassa pressao plasmatica oncética do
espaco inter- e intracelular. A progresséo para este estado patolégico e quadro clinico, inclui
varias alteracfes estruturais no coracdo, como a arteriosclerose, fibrose, “desorganizacao”
das fibras musculares cardiacas e inflamacéo generalizada ou localizada no coracdo (Oyama
2016).

Para melhor consciencializagdo da gravidade da ICC nos animais, a “International
Small Animal Cardiac Health Council” (ISACHC) criou o algoritmo do estadiamento da ICC
felina (Finn et al. 2010; Luis Fuentes et al. 2020). Ha trés classes principais neste sistema,
dependendo se o paciente é sintomatico ou ndo. A ICC é classificada como assintomatica
(Classe I), ICC leve a moderada (Classe 1l) ou; ICC grave (Classe Ill). A subclassificacdo é
baseada na existéncia de evidéncia de remodelacdo cardiaca a ecocardiografia (que
diferencia as classes la e Ib), ou até que ponto os sinais clinicos afetam a qualidade de vida
do doente e se a gestdo domiciliaria é suficiente (classe llla) ou se € necessaria estabilizacao
hospitalar (classe lllb) (Fox 1999; Finn et al. 2010).

Em suma, existe um conjunto de fenémenos inflamatérios, neuro-hormonais e de
remodelacdo miocérdica que culminam na insuficiéncia cardiaca e, por conseguinte,
multiorganica.

Neste dltimo evento, a insuficiéncia multiorganica, esta-se perante uma emergéncia
médica que necessita de intervencdo atempada e assertiva para, no minimo, estabilizar o

animal. Essa estabilizacdo envolve inevitavelmente intervencdo farmacologica, na qual se
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incluem diuréticos de efeito rapido e poténcia elevada, como furosemida - e torasemida
segundo alguns autores -, adrenalina, dobutamina ou dopamina; e intervencbes mais
invasivas como toracocentese ou abdominocentese para retirar liquido das cavidades toracica
ou abdominal. Adicionalmente, oxigenoterapia e fluidoterapia podem ser utilizadas como
terapéuticas de suporte a estabilizacdo (Ferasin and Defrancesco 2015; Fox and Schober
2015; James et al. 2018; Novo Matos et al. 2018; Luis Fuentes et al. 2020).
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Figura 2: llustracdo das vérias causas e consequéncias dos mecanismos compensatorios
cardiovasculares. Adaptado de: https://www.news-medical.net/whitepaper/20190909/Heart-Failure-

Cardiovascular-Research.aspx, acedido a 17/07/2023.

2.2. Cardiomiopatia Hipertrofica (HCM) em gatos sob o olhar clinico

A HCM é a doenca cardiaca mais comum em Felis catus (gatos), em que ha aumento
da espessura do miocardio, por hipertrofia dos cardiomiécitos e/ou aumento do espacgo
intersticial (ocupado por tecido conjuntivo fibroso, por exemplo), com consequente diminuigdo
da complacéncia cardiaca e leses miocardicas progressivas. A causa desta doenca €
multifatorial, no sentido em que pode ter causa genética, denominada de primaria, bem como
metabdlica ou hematolégica - como hipertiroidismo ou anemia crénica, respetivamente -,
denominada de secundaria. Em todo o caso, as primeiras lesdes que normalmente acontecem

sdo as microscopicas, como o aumento do tamanho dos cardiomidcitos, gerando uma
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hipertrofia concéntrica do coracdo (Biasato et al. 2015; Wilkie et al. 2015; Luis Fuentes et al.
2020; Belerenian et al. 2021).

Por existir tanta variabilidade de causas e fenédmenos fisiopatolégicos inerentes a cada
caso de Cardiomiopatia Hipertrofica, em vez de a HCM ser considerada por si s6 uma doenga
especifica, estd dado como aceite o conceito de fen6tipo de HCM. Deste modo, a HCM
engloba ndo s6 um s6 processo fisiopatolodgico, mas sim um conjunto de caracteristicas fisicas
observaveis, que, a seu tempo, conduzem as alteragdes morfolégicas supramencionadas. A
descricdo da HCM em primaria (ou idiopéatica) e em secundaria permite uma analise mais
pormenorizada da HCM em relacdo as suas causas e etapas de desenvolvimento. Em ambas
as naturezas da HCM, priméria ou secundaria, a longo prazo, observam-se microlesées
musculares progressivas, secundarias a contragdo excessiva e continua do miocéardio e ao
gasto de energia associado - que o fornecimento de oxigénio pode ndo sustentar -, assim
como ao aumento de tensdo ou compressao das artérias coronarias e suas ramificagoes.
Essas microlesbes podem traduzir-se, assim, na desintegracdo e rotura de membrana
citoplasmatica, que levam a libertacdo de biomarcadores como a Troponina cardiaca | (cTnl),
uma molécula utilizada para diagnéstico de exclusdo para HCM ou lesédo cardiaca perante
guadros cardiorrespiratorios. Posteriormente, essas microlesdes podem desenvolver-se para
macrolesées, havendo fibrose e perda de funcao, tipicamente chamadas de disfuncdo
sistélica e de disfuncéo diastélica (Kittleson and C6té 2021).

Ao progredir para estadios mais avancados com disfuncéo sistolica e/ou diastélica, a

doenca gera IC e ICC, com todas as consequéncias que advém desta doenca clinica grave.

Figura 3: llustracdo de coragdes de gato com diferente morfologia. Corac&o normal (A); coracéo
com cardiomiopatia hipertréfica (B e C), na variante difusa simétrica (B) e na variante difusa

assimétrica (C). Adaptado de: https://www.cvcavets.com/hypertrophic-cardiomyopathy-in-cats/

12



2.2.1. HCM priméria/idiopética

A HCM de natureza primdria caracteriza-se, essencialmente, por uma reagdo ou
evolucao idiopatica do aparelho cardiovascular, em que ha espessamento do musculo
cardiaco sem uma causa prévia aparente que justifique tal evolug¢éo organica do coracéo. Nao
existe, na HCM idiopatica, uma causa congénita estrutural, metabdlica ou hemodinamica,
sendo na maioria das vezes causada por mutacdes genéticas, evidenciada pela prevaléncia
aumentada em algumas racas de gatos. Para a HCM idiopética, foram identificadas as
mutacdes MyBCP3-A31P e MyBCP3-R820W para, respetivamente, individuos das ragas
Maine Coon e Ragdoll, que originam alteracdes patolégicas da proteina C ligante a miosina,
tal como ocorre em algumas das mutacdes nos seres humanos que desenvolvem HCM
primaria (Bonagura 2016).

Para além das racas referidas, também se denotou a prevaléncia excecional de HCM
idiopatica em Persa, Bengal, “American Short Hair’ e “Brittish Short Hair” e Bosques da
Noruega, nas quais se suspeita, haverem causas genéticas, mas ainda sem conclusdes
definitivas sobre quais s&o as mutacdes (Trehiou-Sechi et al. 2012; Marz et al. 2015; Bonagura
2016).

2.2.2. HCM secundaria

A HCM de natureza secundaria é uma cardiopatia que se desenvolve a partir de
processos patoldgicos sistémicos, que levam a um aumento crénico do esforgo cardiovascular
para impulsionar o sangue para, normalmente, a circulacao sistémica, o que leva a hipertrofia
da massa muscular do ventriculo esquerdo, como a hipertensdo arterial sistémica (HAS),
hipertiroidismo, anemia crénica, acromegalia, ou processos infiltrativos neoplasicos do
miocéardio, como um linfoma ou outra neoplasia com distrofia muscular, apesar de serem muito
raros. O uso inadequado de corticosterdides e doxiciclina também tem sido registado como
causas potenciais de HCM secundaria. (Ferasin, 2009; Chetboul et al, 2006; Chetboul et al,
2006; Glaus & Wess, 2010).

Em todo o caso, a evolugdo da HCM para um estadio de IC pode ocorrer com se a
causa sistémica original ndo for detetada e corrigida apropriadamente. Deste modo, o
desenrolar dos processos fisiopatolégicos de HCM podem ocorrer de forma similar do que

ocorre na HCM idiopatica(Bonagura 2016).
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2.2.3. Epidemiologia da HCM

A HCM é a cardiopatia mais prevalente no gato, sendo que existem racas mais
predispostas e a sua estatistica de presenca a nivel mundial é variada, de acordo com a
prevaléncia dessas racas predispostas em certas zonas do planeta e de acordo com a
facilidade de esses animais serem examinados clinicamente. Apesar destes fatores
desviantes de uma realidade exata, estima-se que a prevaléncia de HCM em gatos
domésticos é de cerca de 15% (Teixeira 2023).

Apesar de a predisposicdo racial em gatos estar conceptualizada, talvez devido ao
facto de haver mais gatos sem raca definida (em inglés, classificados como “Domestic Short
Hair”), observam-se mais casos de HCM nesses ultimos, especialmente quando tém tracos
fenotipicos das racas predispostas, do que casos de individuos com “pedigree”/estaldo. Por
conseguinte, o que se pode concluir é que, devido também as diversas doencas que a espécie
Felis catus pode desenvolver, qualquer gato de idade adulta, meia-idade ou geriatrico pode
exibir um quadro de HCM aquando da avaliacéo clinica. Para além dos dados sobre racas,
também se identifica uma predominancia masculina, com proporcées, em relacdo ao sexo
feminino, tipicamente em torno de 3:1. Este dado pode refletir uma verdadeira disparidade
sexual, ou a associacdo entre tamanho dos animais, pois os machos sdo normalmente
maiores, e assim na ecocardiografia talvez alguns destes machos normais tenham critérios

inclusivos para o diagnostico de HCM (Kittleson and C6té 2021).

2.2.4. Apresentacéao e Sinais Clinicos

Geralmente, a idade média de diagndstico da doenca é 6,5 anos de idade, no entanto
o diagnéstico clinico esta descrito em animais entre os 6 meses e 0s 16 anos de idade. Como
€ vulgar observar em doentes felinos, um gato com HCM exibe sinais discretos e inespecificos
de doencga até se encontrar em estadio avangado de doenca. Deste modo, a HCM pode
permanecer assintomatica até se instalar derrame pleural, pericardico ou peritoneal/ascite.
Nesse momento, 0s sintomas que o animal apresenta sao normalmente de dispneia, fraqueza
generalizada, hiporrexia ou anorexia, prostragédo e, em ultima instancia, perda de consciéncia
(Atkins 2004; Johnson and Luis Fuentes 2016; Kvart 2016).

N&o obstante, existem condi¢des patoldgicas como acromegalia e hipertiroidismo que
predispdem a HCM, mas uma particularidade destas condi¢des € que ndo desencadeiam um
aumento de espessura do miocardio ao ponto de se observar HCM grave; apenas ligeira a
moderada. Por outras palavras, se se examinar um gato com hipertiroidismo e este

apresentar, pelos critérios “standard”, HCM grave, é provavel que haja alguma outra
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comorbilidade ou predisposi¢cdo individual que, juntamente com a doengca metabdlica,
desencadeia essa alta gravidade, e ndo somente essa doenga metabolica per si (Kittleson
and Coté 2021).

2.2.5. Meios Complementares de Diagnéstico e Terapéutica (MCDT)

Os MCDT mais relevantes para o diagnéstico para HCM em gatos estao amplamente
descritos, apesar de na pratica clinica nem sempre serem faceis de aplicar, devido a varios
fatores externos ao clinico, como por exemplo a qualidade do ecografo, as contraturas
musculares do térax e 0s movimentos do gato, a necessidade muitas vezes de anestesia ou
sedacdao, entre outros fatores.

A auscultac@o cardio-torécica, efetuada na clinica corrente, permite huma primeira
insténcia avaliar e cronometrar o batimento cardiaco existente, sendo que o que se verifica
normalmente sdo os fechamentos das valvulas atrioventriculares, que correspondem ao
denominado S1, e ao das valvulas semilunares (aértica e pulmonar), gerando o som
auscultado e nomeado de S2. Estes sons, S1 e S2, sédo considerados os fisiol6gicos nos
animais. Ademais, a auscultacdo permite uma avaliacdo auditiva sensivel de forma a verificar
se h4d aumento de turbuléncia no fluxo de sangue intracardiaco, isto é, se existe algum sopro
cardiaco, e se ocorre algum som cardiaco anormal, essencialmente. De notar que a
auscultacdo deve ser acompanhada de detecdo do pulso arterial, mais frequentemente o
femoral, para confirmar a sincronicidade/concordancia entre o pulso tatil e cada batimento
cardiaco(Willis 2016).

A ecocardiografia € considerada o exame “gold standard” para diagndstico clinico de
HCM em gatos. Para avaliacdo dos seus parametros, a “American College of Veterinary
Internal Medicine” (ACVIM) criou diretrizes para uma abordagem consensual para medi¢ao e
avaliacéo do ecocardiograma de Gatos (chamada adiante de Classificagdo ACVIM).

A radiografia tem o seu valor diagnéstico limitado, com baixa especificidade e
sensibilidade, visto que s6 se observa cardiomegdlia neste meio complementar quando a
cardiomiopatia é grave e se 0 animal apresentar alteragdes patolégicas simultaneas, como
edema pulmonar ou derrame pleural, que podem também ocorrer em casos de pneumonia,
neoplasias toracicas e outras que levem a alteragdes nas imagens radiograficas. A radiografia
toracica pode fortalecer a suspeita de HCM ou auxiliar na avaliagdo do grau de congestéo;
entretanto, embora possa haver cardiomegélia e elevacdo dorsal da aorta em casos graves,
em alguns gatos com insuficiéncia cardiaca a silhueta cardiaca pode parecer normal (Borgeat
et al. 2014; Bonagura 2016). Desta forma, a interpretacdo de todos os dados radiogréaficos
para o diagndstico de HCM pode ser desafiante e até mesmo dubio.

O eletrocardiograma também, a par da auscultacdo cardiotorcica, permite avaliar a
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FC, o ritmo do batimento cardiaco e a intensidade do mesmo. Este consiste num registo de
diferencas de potencial elétrico entre elétrodos, resultantes das diferencas de potencial
elétrico que ocorrem ao longo do corpo do animal devido a conducédo de impulso elétrico ao
longo do miocérdio, que tomam assim sinais elétricos de diferentes sinais ou sentidos para
diferentes elétrodos (Willis 2016).

A medicdo de PA também € uma pratica clinica comum e importante para avaliagcao
do estado geral do animal, especialmente num animal com alguma afecdo cardiaca ou
suspeita de uma afecdo assim. Para a sua medi¢do, podem-se utilizar métodos invasivos, por
implementacdo de barorrecetores no interior de uma artéria, ou ndo invasivos, como
esfigmomandmetro (vulgarmente conhecido como o medidor com bracadeira insuflavel),
tendo em conta que 0s nao invasivos, pela sua baixa necessidade de pratica e inocuidade do
procedimento envolvido, séo preferiveis (Johnson and Luis Fuentes 2010; Kvart 2010; Stepien
2010; Willis 2010; R. Stephenson 2012).

Os marcadores cardiacos podem ser uma boa aposta para o diagndstico, prognéstico
e monitorizacdo da HCM, sabendo que os seus valores indicardo o esforco que o organismo
esta a realizar para compensar as lesdes e outras alteracdes cardiovasculares e indicardo a
gravidade ou extensdo das lesfes cardiacas. Os biomarcadores mais relevantes existentes
sdo o pré-péptido natriurético cerebral (pro-BNP) e a troponina cardiaca | (cTnl) (Kienle 2008;
Tilley 2008; Langhorn et al. 2014; Bonagura 2016; Dias, R 2016).

Finalmente, podemos ter em consideragcéo o aconselhamento de rastreio genético de
racas predispostas, essencialmente testagem para os genes MyBCP3-A31P e MyBCP3-
R820W para, respetivamente, individuos das racas Maine Coon e Ragdoll ou individuos com

tracos fenotipicos delas.

2.2.6. Classificacdo ACVIM

Para a uniformizagéo e, logo, para um entender consensual acerca da abordagem
diagndstica e terapéutica das cardiomiopatias em gatos, a ACVIM (American College of
Veterinary Internal Medicine) publicou em 2020 orientagfes nesse sentido.

Para tal, estabeleceram um conjunto de parametros ecocardiograficos para
diagndstico “in vivo” de cardiomiopatias, tais como:

Em modo M: Espessura do Septo Interventricular em diastole (eSIVd), da Parede Livre
em diastole (ePLVEd), a Dimensao Interna do ventriculo esquerdo em diastole e em sistole
(diVEd e diVEs, respetivamente) e a Fracdo de Encurtamento do Ventriculo Esquerdo (FE),
isto é, a percentagem de volume intraluminal do ventriculo que é reduzida, em relacdo ao seu

volume luminal em diastole, em cada sistole.
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Em 2D: As mesmas medi¢cdes do modo M, acrescentado o racio entre o didmetro
interno do Atrio Esquerdo e da artéria Aorta na diastole (dAE/dAo).

Tabela 1: Valores ecocardiograficos de referéncia para gato, em 2D. Tabela
adaptada de Boon (2011).

Parametro Média +DP Intervalo de
(mm) valores

diVEd (mm) 12,7 +0,34
diVEs (mm) 8,8 +0,72
eSIvd (mm) 4,0 £0,31
eSlVs (mm) 6,4 +0,29
ePLVEd (mm) 4,0+0,28
ePLVEs (mm) 6,5 +0,40
dAo (mm) 8,1 +0,53
diAE (mm) 12,0 +0,51

dAE/dAo [1,13; 1,68]

FE (%) 31+7%

Legenda: diVEd- Dimens&o interna do ventriculo esquerdo no fim da diastole; diVEs- Dimensao interna
do ventriculo esquerdo no fim da sistole; eSIVd- Espessura do septo interventricular no fim da diastole; eSIVs-
Espessura do septo interventricular no fim da sistole; ePLVEd- Espessura da parede livre do ventriculo esquerdo
no fim da diastole; ePLVEs- Espessura da parede livre do ventriculo esquerdo no fim da sistole diAE- Diametro
interno do atrio esquerdo; dAo- Diametro da aorta; dAE/dAo- racio entre diAo e dAo; FE- Fragdo de encurtamento
do ventriculo esquerdo.

Dentro desta classificacdo, temos os gatos:

i. em estadio A - sem sintomas ou evidéncia de anomalias cardiacas, mas
predispostos a cardiomiopatia, por exemplo, ao serem de raca predisposta,;

ii. em estadio Bl - sem sintomas, mas jA com alteracBes ecocardiograficas que
acarretam baixo risco de insuficiéncia cardiaca (IC), sendo a pior situacao a
congestiva (ICC) e/ou tromboembolismo arterial felino (TEAF);

iii. em estadio B2 - também nado apresentam sintomas tal como em B1, mas as
alteracBes ecocardiograficas permitem concluir um alto risco de ICC e/ou
TEAF,;

iv. em estadio C - no qual ja ha sinais de ICC e/ou TEAF,;

V. estadio D - em que, além de se encontrar em estadio C, o animal é refratario a
terapéutica.

O ultimo estadio é, claramente, o de pior prognéstico e que compromete a qualidade
de vida do animal, em que hé& evolucéo negativa do seu estado organico, com perda de bem-
estar.

Para certos parametros, ndo ha uma completa concordancia dos valores maximos de
referéncia, por exemplo referindo-se ao dAE/dAo, que em varias referéncias bibliograficas

apresenta diferentes valores determinados por diferentes autores (Boon 2011).
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2.2.7. Progndéstico

O prognostico dos gatos com HCM depende do estadio da doenca quando €
diagnosticada, da “compliance” dos detentores a terapéutica e do acompanhamento do
animal. No entanto, varios estudos, considerando os varios fatores a influenciar o tempo de
sobrevivéncia desses gatos apés o diagndstico, permitem concluir de forma genérica que esse
tempo é sensivelmente de 2 anos (Payne et al. 2010; Spalla et al. 2016).

Por exemplo, os gatos diagnosticados como estadio B2, sem tratamento, tém maior
probabilidade de evoluirem para IC ou TEAF. Isto verifica-se quando se observam hipertrofia
e disfuncéo sistélica do ventriculo esquerdo, quando temos ruido de galope com pulso ou
arritmias no exame clinico, ou quando observamos enfraguecimento da acdo expulsiva da
porcdo funcional esquerda do coracdo, por diminuicdo da fracdo de encurtamento e
hipocinesia do miocardio. Por seu lado, gatos que sejam diagnosticados num estadio A ou B1
tém maior probabilidade de viverem boa qualidade de vida durante mais tempo,
principalmente se se detetar a progressao para B2, que justifica tratamento médico, para
atrasar a evolucao negativa do quadro clinico. Dentro das opcdes terapéuticas disponiveis,
nao existe um consenso acerca das farmacoterapias mais eficazes no estadio B2, apesar de
IECA’s, como o benazepril, e diuréticos, como espironolactona, terem sido sujeitos a estudos
significativos para definir a sua importancia no maneio de HCM em estadio B2. No estadio C,
estadio onde comeca a existéncia de IC, terapéuticas de efeito mais rapido e brusco como
furosemida e torasemida séo indicadas, bem como a oxigenoterapia. Com a estabilizacao
certa, um acompanhamento com prescri¢cdo cronica de furosemida na IC crénica permite um
maneio mais estavel do quadro clinico. Antiagregantes plaquetarios como clopidogrel,
especialmente com sinais que evidenciam risco de TEAF sdo benéficos e aumentam a
expectativa de vida do animal. No estadio D, em que a IC persiste de forma refrataria ao
tratamento, uma terapia multimodal com furosemida, espironolactona e pimobendan parece
ser a escolha de farmacos que melhor demonstram evidéncia de eficacia do tratamento (Luis
Fuentes et al. 2020; Kittleson and Coté 2021).
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Tabela 2: Classificacdo de estadio de cardiomiopatia hipertréfica segundo
consenso ACVIM 2020. Tabela adaptada de Luis Fuentes et al. (2020).0Original.

Estadio A Animal de raga predisposta (exemplos: Maine Coon cu Ragdoll), sem sinais ou sintomas
Estadio B1 Animal sem sintomas clinicos de IC, mas alteragdes ligeiras com ou sem expressdao hemodinamica na ecocardiografia
Estadio B Animal sem sintomas clinicos de IC, mas alteragdes expressivas hemodinamicas na ecocardiografia. Alto risco de IC.
Estadio B2 Indicacéo: Vigilancia regular e terapéutica diurética
Estadio C Animal com sintomas clinicos de IC e alteragées com expressido hemodinamica na ecocardiografia.

Indicagdo: Oxigenoterapia, terapéutica diurética e antiagregante e vigilancia. Prognostico reservado.

. Critérios de estadio C e ndo responsivo ao tratamento.
Estadio D I . . P e 3 s g .
Indicagdo: Oxigenoterapia, terapéutica diurética e antiagregante e vigilancia. Prognéstico muito reservado.

Legenda: IC- insuficiéncia cardiaca.

2.3. Histopatologia da Cardiomiopatia Hipertroéfica (HCM) em gatos

2.3.1. Hipertrofia miocéardica

A cronicidade da hipertrofia miocardica existente e crescente, causada pelos
mecanismos primarios e secundarios referidos anteriormente, acarreta uma exigéncia de
oxigénio superior ao que a rede arterial coronaria pode transportar e desencadeia alteracdes
prejudiciais ao coracdo e ao seu normal funcionamento, chamada por alguns autores de
cardiomiopatia por sobrecarga. Mais precisamente, temos morte dos cardiomidcitos,
inflamacao e substituicdo destes por tecido fibroso e diminuicdo do aporte sanguineo ao tecido
cardiaco e do alcance da nutricdo e remocao de metabolitos deste tecido. Os cardiomidcitos
podem reagir nesta sequéncia por varias origens: nutricionais (como a deficiéncia em
nutrientes como vitamina E, tiamina, potassio, entre outros); por xenobi6ticos (como o0s
farmacos digitalicos e o cobalto), ou endobibticos (como a urémia); ou por estimulos fisicos
e/ou nervosos (como danos no Sistema Nervoso Central (por traumatismo ou doenca), stress
e choque).

A hipertrofia miocardica pode ocorrer de forma difusa ou localizada e, dentro da difusa,
pode ocorrer de forma assimétrica na morfologia/arquitetura do coragdo, gerando também
alteracdes de fluxo sanguineo intracardiaco, como aumento da turbuléncia (o que gera um
sopro cardiaco), obstrucdo dindmica e/ou disfuncdes diastdlicas de certas por¢des do
miocardio.

A isquemia resultante da hipertrofia, diminuicdo do lumen capilar coronario e
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espessamento do espaco intercelular e intracelular, também a longo prazo, leva a perda de
forga contratil e “deformacéo” de proteinas musculares plasmaticas. Nao obstante, com o
decorrer da evolucgéo fibrética do miocardio, os cardiomidcitos vao-se afastando cada vez
mais uns dos outros e das fibras nervosas que transmitem o sinal condutor contratil. Por isso,
no ultimo estadio da HCM, quer a funcdo diastblica, quer a funcdo sistdlica, estdo
comprometidas. Este Ultimo estadio € onde se insere a ICC como doenca progressiva e de
prognostico reservado a mau.

Em resultado dessa hipertrofia, desse aumento da necessidade de energia e
manutencdo da integridade celular e da capacidade de estiramento das membranas
citoplasmaticas, os cardiomidcitos podem romper ao longo do tempo, desenvolvendo micro-
e macrolesdes, com libertagdo do seu conteudo celular, como sarcomeros e membrana
celular, e como a cTnl, que, dessa forma, na imunohistoquimica apresentardo,
presumivelmente, uma marcagédo mais fraca do que num coracao normal/saudavel (Borgeat
et al. 2014; Wilkie et al. 2015; Novo Matos et al. 2018) .

2.3.2. Degenerescéncia celular e aparéncia histopatoldgica

Durante a HCM, ocorre um aumento da espessura dos cardiomiécitos, isto €, a sua
hipertrofia, e o incremento do esfor¢co muscular e a incapacidade da irrigacdo coronaria para
0 suportar, assim como a incapacidade de manter a manutencdo da integridade celular,
conduzem, assim, a rotura e a apoptose, sendo essas células substituidas por fibroblastos
gue produzem tecido conjuntivo fibroso (fibrose de substituicdo). As alteracbes celulares
relacionadas com a falta de nutrientes e com a producao energética, na fisiopatologia da HCM,
levam ao vulgarmente denominado de desorientacdo miofibrilar (em inglés, “myofibrillar
disarray”), em que as células musculares cardiacas perdem a sua orientacdo paralela, bem
definida entre si, e passam a estar orientadas em varias direcbes, ndo se observando um
cadeia coesa entre elas para a normal contracéo sincrona, que se traduz também numa perda
da correta sinalizagdo elétrica para a contracdo, comprometendo o dromotropismo,
cronotropismo, ionotropismo e batmotropismo fisiolégicos (Biasato et al. 2015; Wilkie et al.
2015).

Com a necrose celular, os tecidos adquirem uma coloracdo palida, que pode evoluir
depois para amarelo ou branco, por vezes associado a calcificacdo/mineralizacao distréficas.
Outros achados histopatolégicos resultantes do quadro de HCM séo a arteriosclerose, que
consiste na existéncia de artérias com paredes mais espessas do que o hormal e/ou envoltas
num infiltrado celular em areas de fibrose intersticial (White 2015; Galati et al. 2016; Kitz et al.
2019; Kittleson and C6té 2021; Liu et al.).

Contudo, na prética corrente, os patologistas tém enfrentado um dilema contraditério
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em que 0s supostos achados tedricos de HCM ndo se encontram em amostras de tecido
cardiaco, mesmo nos gatos em que se sabe a partida que tiveram HCM. Portanto, pode-se
concluir que nem todos os gatos que tém HCM tém essas caracteristicas histopatolégicas no
seu miocardio, e € mais provavel so existirem nos cora¢cdes com maiores dimensdes, ou seja,
com hipertrofia mais grave (e maior peso) (Kittleson and Coté 2021).

Adicionalmente, com a degenerescéncia e morte celular, os compostos do citoplasma
e sarcoplasma dos cardiomidcitos € libertado na corrente sanguinea, o que justifica o aumento
de cTnl sérica em situacbes graves de HCM felina. Por sua vez, sera de presumir que a
presenca intracelular de cTnl estard diminuida, o que observou Camara et al. (2019) pela

técnica de imunohistoquimica, num estudo direcionado a cardiomiopatia por stress em

cetaceos.
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2.4. Visao comparativa e translacional gato-humano

Desde ha algumas décadas se tem constatado que a fisiopatologia, a patologia
bioguimica/celular e a evolucdo semioldgica que se observa na HCM em gatos sao homélogas
a HCM em seres humanos. Deste modo, esta homologia tem sido alvo de interesse na area
da Cardiologia Humana, para maior compreensao da HCM, a partir da cardiopatia em gatos.
(Kittleson et al. 1999; Joshua et al. 2023)

Mais precisamente, tem-se observado um auxilio dos estudos em fisiopatologia, na
descricdo das alteracdes bioquimicas e miofibrilares na HCM e, por sua vez, na geragao de
farmacos que se mostraram eficazes no tratamento de HCM em humanos, com a investigacéo
clinica e laboratorial de HCM que ocorre em gatos (Ferguson et al., 2020a; Keam, 2022;
Sharpe, Oldach, Kaplan, et al., 2023; Sharpe, Oldach, Rivas, et al., 2023).

Contudo, por seu lado, a cardiologia felina ndo tem beneficiado dos progressos de
investigacao e de tratamento, em comparacao ao que se verifica na bibliografia para HCM em
humanos. Além da discrepéancia que existe acerca de opcdes de terapéutica, farmacolégica e
cirargica, disponivel para titulares e médicos veterinarios para maneio e cura da HCM em
felinos, também ha a diferenca marcante de investimentos para o estudo aprofundado da
HCM no ambito de Anatomia Patolégica ou Medicina Veterinaria Forense, uma vez que
existem varios estudos em Medicina Humana em que recorrem a Imagiologia avancada
(como, por exemplo, ressonancia magnética) e programas de software avancados autbnomos
para a avaliacdo de amostras e gestédo de dados.

Além disso, dentro da area da Anatomia Patolégica em humanos, conseguiu-se
concluir dados histopatoldégicos acerca das alteragcBes celulares caracteristicas e
potencialmente patognomoénicas de HCM, tais como padronizacdo de valores normais e
anormais de espessura de cardiomiécitos, de grau de fibrose e de grau de “desorganizacao”
miofibrilar. Entre as conclusGes que se realizaram, sugeriu-se que cardiomiocitos com
espessura acima de 19,75 um estao hipertrofiados e que presenca de “desorganizacao”
miofibrilar a partir de 10% é confirmativo de HCM (Tracy and Sander 2011; Maron and Fox
2015; Galati et al. 2016; Stern et al. 2016; Saba et al. 2017; Tejado and Jou 2018; Basso et
al. 2021; Zampieri et al. 2021).

Portanto, vé-se a excelente oportunidade de mutuamente se incrementar
conhecimento e boa pratica médica e cientifica em “Cardiologia Animal” ao manter lado a lado

a HCM em medicina veterinaria e em medicina humana.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Objetivos

O objetivo principal deste estudo foi comparar e explorar a diferencas entre os
parametros diagndsticos de Cardiomiopatia Hipertrofica Felina (HCM) in vivo e post mortem,
de forma a identificar quais os achados post mortem que melhor espelham os parametros in
vivo. Para cumprir este objetivo, as tarefas foram divididas para cumprir os seguintes objetivos
secundarios:

o Documentar os valores morfométricos obtidos a ecocardiografia em animais
gatos com HCM seguidos no servico de Cardiologia do HEV-FMV entre janeiro de 2022 e
junho de 2023;

o Documentar os valores morfométricos obtidos em animais com e sem
alteracdes sugestivas de HCM apresentados a necrépsia no laboratério de Anatomia
Patolégica da FMV entre marco de 2023 e agosto de 2023;

o Comparar os valores morfométricos obtidos a ecocardiografia em animais
gatos com HCM com os valores morfométricos obtidos em animais com HCM a necroépsia;

o Determinar valores de corte para as medi¢cdes morfométricas macroscopicas
realizadas “post mortem” que determinem uma suspeita ou diagnéstico de HCM;

o determinar se, em coracdes notoriamente hipertrofiados, existem alteracbes
histopatoldgicas e de marcacdo imunohistoquimica que se possam considerar como critérios
objetivos e quantitativos de diagndéstico;

o determinar um conjunto de valores padrdo da espessura dos cardiomidcitos

gue determinem um diagndstico histopatolégico de HCM.

Serdo comparados: a espessura da parede livre do ventriculo esquerdo no final da
diastole (ePLVEd), a dimensao interna do ventriculo esquerdo no final da sistole (diVESs), a
dimensao interna do ventriculo esquerdo no final da diastole (diVEd), a espessura da parede
do septo interventricular no final da diastole (eSIvd), o diametro do atrio esquerdo (dAE), o
didmetro da raiz aortica (dAo) e a relacdo atrio esquerdo-raiz aortica (dAE/dA0), na

ecocardiografia.

23



3.2. Selecéo de elementos amostrais e tipo de estudo estatistico

3.2.1 Amostras populacionais

Analise morfométrica in vivo

Os casos de HCM felina (n=17) foram recrutados na Faculdade de Medicina
Veterinaria do Hospital Escolar da Universidade de Lisboa — Servico de Cardiologia entre,
sensivelmente, janeiro de 2022 e junho de 2023.

Os parametros de inclusao incluiram: a) espécie felina; b) histéria clinica ou suspeita
de cardiomiopatia hipertrofica.

Para uma melhor contencdo e leitura dos dados da ecocardiografia, foram
aconselhados farmacos tranquilizantes ou sedantes, como gabapentina (100mg) e/ou
alfaxalona (0,2 mg/kg) e butorfanol (2mg/kg) respetivamente, de acordo com o protocolo

médico gerido com o/a titular, com as possiveis reacfes adversas implicadas.

Para o diagndstico foram utilizados os parametros ecocardiograficos indicados na
Tabela 3.

Tabela 3: Valores ecocardiograficos de referéncia para gato, em 2D. Tabela
original baseada em Boon (2011).

Parametro Média +DP Intervalo de
(mm) valores

diVEd (mm) 12,7 +0,34
diVEs (mm) 8,8 £0,72
eSIvd (mm) 4,0 +0,31
eSlVs (mm) 6,4 +0,29
ePLVEd (mm) 4,0+0,28
ePLVEs (mm) 6,5 +£0,40
dAo (mm) 8,1 +0,53
diAE (mm) 12,0 +0,51

dAE/dAo [1,13; 1,68]

FE (%) 31+7%

Legenda: diVEd- Dimenséao interna do ventriculo esquerdo no fim da diastole; diVEs- Dimenséo interna
do ventriculo esquerdo no fim da sistole; eSIVd- Espessura do septo interventricular no fim da diastole; eSIVs-
Espessura do septo interventricular no fim da sistole; ePLVEd- Espessura da parede livre do ventriculo esquerdo
no fim da diastole; ePLVEs- Espessura da parede livre do ventriculo esquerdo no fim da sistole; dAE- Diametro do
atrio esquerdo; dAo- Diametro da aorta; dAE/dAo- racio entre dAo e dAo; FE- Fragdo de encurtamento, em

percentagem.
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Analise morfométrica, histopatolégica e imunohistoquimica “post mortem”

Os casos foram recrutados entre 0s animais enviados para necropsia no servico de
Anatomia Patolégica do HEV-FMV/FMV entre 1 de marco e 31 de agosto de 2023. Foram
avaliados um total de 32 casos.

Os casos foram depois divididos em dois grupos (controlo e HCM), de acordo com o
peso do coracéao.

Uma vez que as referéncias bibliograficas sdo discordantes em relagcdo ao peso a partir
do qual se deve assumir uma suspeita de HCM, variando de 17g de peso total (King et al.
2014) a 7g coracao/Kg de peso vivo (e.g., 28g para um gato de 4Kg) (Zachary 2021), os casos

foram distribuidos pelos grupos de acordo com dois cenarios:

Cenério 1 - Cutoff de 17 g baseado em King et al (2014)

Neste cenario, todos 0s animais com peso cardiaco total igual ou superior a 17 g foram
considerados suspeitos de HCM. Neste cenario, o grupo de controlo incluia 14 animais,

enquanto o grupo HCM incluia 18 animais.

Cenario 2 - Cutoff de 20 g baseado em Kittleson e C6té (2021)

Neste cenario, todos 0s animais com peso cardiaco total igual ou superior a 19 g foram
considerados suspeitos de HCM. Neste cenario, 0 grupo de controlo incluia 23 animais,

enguanto o grupo HCM incluia 9 animais.

Analise morfométrica

A abordagem dos gatos do grupo “in vivo” consistiu na recolha de casos clinicos de
HCM do servico de Cardiologia do HEV-FMV.

Nos dados da ecocardiografia, tomou-se nota de parametros classificados como de
base ou “standard” pela ACVIM, para um bom diagndstico de HCM:

» Espessura do VE e do SIV em diastole (ePLVEd e eSIVd, respetivamente).

* Dimensao interna do VE em sistole e diastole (diVEs e diVEd, respetivamente) e a
fracdo de encurtamento (FE) referente ao VE.

 Diametro interno da Ao (dAo) e do AE (dAE).

* O racio dAE/dAo.
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3.3. Obtencéo de coragfes em necropsia

As amostras de coragdes para o grupo “postmortem” foram obtidos durante necrépsias
realizadas pelo servico de Anatomia Patol6gica da FMV-ULisboa. Para a extracéo do coracéo
dos restantes 6rgaos toracicos, realizou-se o corte dos vasos sanguineos principais situados
na base do coracdo, nomeadamente a artéria aorta, a artéria pulmonar e as veias cava
superior e inferior, com zona de incisao cerca de 1 a 2 cm acima do seu ponto de emergéncia.

Apés a sua extracdo do cadaver, o coracao foi mergulhado e mantido em formol
tamponado a 10% durante pelo menos 24 horas para fixacao.

Para todos os casos, foram documentados o0s seguintes parametros:

- Peso corporal total

- Peso total do coracao

- Racio peso coracéo: peso corporal

- Espessura da parede livre do ventriculo esquerdo (ePLVE)

- Espessura do septo interventricular (eSIV)

- Dimenséo interna do ventriculo esquerdo (diVE)

- Diametro de atrio esquerdo (dAE)

- Didmetro da aorta (dAo)

- Racio dAE/dAo

Para a determinacdo das variaveis ePLVE, eSIV e diVE, compreendeu-se como
localizacdo de referéncia, para a sua medicdo, a insercdo respetiva dos musculos papilares

da valvula mitral.

3.4. Processamento laboratorial e histopatolégico das amostras

Apos fixagéo, para cada coracao, foi medido o diametro da aorta (dAo) (Fig 4). Cada
coracao foi depois seccionado ao nivel do atrio esquerdo, de forma a obter uma visualizagao
de toda a area interna semicircular, de acordo com o protocolo descrito no Anexo 2, para
possibilitar a medi¢éo da dimenséo interna do atrio esquerdo (dAE) (Figura 5).

Seguidamente, realizou-se um corte segundo o plano que interseta os eixos maiores
dos atrios esquerdo e direito (Anexo 2). Este corte permitiu realizar a medigdo da espessura
do septo interventricular (eSIV) (Figura 6) e da parede livre do ventriculo esquerdo (ePLVE)
(Figura 7), a medicdo da dimensé&o interna do ventriculo esquerdo (diVE) (Figura 8). A
medicao das referidas espessuras foi realizada, em todos os casos, na zona de insercao do

musculo papilar que se insere nessa por¢ao do miocéardio (PLVE ou SIV). A medig&o do diVE
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foi realizado no espago existente entre os extremos mais proximos dessas duas medig6es

anteriores, correspondendo, assim, ao limen ou dimensao interna de ventriculo esquerdo.

Figura 4: Medic&o do dAo. Original.

Figura 5: Medic&o do diAE. Original.

Figura 6: Medic&o da eSIV. Original.

Figura 7: Medicdo de ePLVE. Original.
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Figura 8: Medicao do diVE. Original.

Seguidamente foi feita a recolha de porcdes da parede livre do ventriculo esquerdo,
da parede livre do ventriculo direito e do septo interventricular, com espessura
aproximadamente de 3 mm para processamento histopatolégico de rotina.

Foram colhidas amostras de tecido da parede livre do ventriculo direito (VD), da parede
livre do ventriculo esquerdo (VE) e do septo interventricular (SIV).

Apo6s amostragem, as porcdes de tecido obtidas foram desidratadas por imersdo em
concentracoes crescentes de etanol, clarificadas por imersdo em xilol, e imersas em parafina.

As amostras foram seguidamente imbuidas em parafina para, posteriormente, serem
realizados cortes histologicos dos blocos de parafina com micrétomo rotativo LEICA RM
2135® com cerca de 3 ym de espessura e posterior coloracdo de Hematoxilina-Eosina e de
Tricrdmio de Masson.

Além disso, foi produzido, um protocolo de imunohistoquimica anti-troponina |
cardiaca, com anticorpo da empresa Thermofisher® para a cTnl, o 1IHCLC (Anexo 2). O
protocolo consistiu em, igualmente, obter uma amostra de 3 um para ser sujeito a recuperagéo
do antigénio (cTnl). Em sequéncia, realizou-se o tratamento da amostra, incubando, nessa
mesma, os tecidos com uma concentragdo de 1:100 (i.e, 5 ug/mL) de 1HCLC, em diluente de
anticorpos comercial, durante 1 hora. Finalmente, adicionou-se o anticorpo (Ac) secundario
anti-IlgG de coelho com o polimero de peroxidase, durante 30 minutos, com sequente dilui¢cdo
e revelagdo com diaminobenzidina (DAB) com cromogénio, em solugdo de peroxido de

hidrogénio.
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3.5. Padronizacao de espessura de cardiomiocitos

Finalmente, procedeu-se, a medic¢do sisteméatica da espessura (medida do eixo menor
da célula em seccéo transversal) dos cardiomidcitos por microscopia Gtica, segundo a
metodologia de Tracy & Sander (2011) (Figura 10). Neste método, para cada caso, realizou-
se a medicdo do diametro de 240 cardiomidcitos (60 células x 4 areas) da parede livre do
ventriculo esquerdo, 240 cardiomidcitos (60 células x 4 areas) do septo interventricular e 180
cardiomidcitos (60 células x 3 areas) da parede livre do ventriculo direito.

Para facilitar a avaliacdo, estas medices foram efetuadas em cortes histoldgicos
corados com a coloragéo histoquimica de Tricromio de Masson.

Ao valor da dimensdo do eixo menor em seccao transversal foi aplicado o fator de
correcdo de 1,048 (ou seja, valor desse eixo x 1,048), de acordo com Tracy and Sander
(2011).

3.6. Analise de dados

Os dados recolhidos durante a analise morfométrica foram analisados utilizando o
software IBM SPSS Statistics®. Cada parametro foi analisado para teste de normalidade com
os testes Shapiro-Wilk. Os parametros com distribuicdo normal foram analisados com o teste
estatistico de “t-Student”, enquanto os parametros sem distribuicdo normal foram analisados
com o teste estatistico “Mann Whitney-U” para determinar se existem diferencas significativas
entre o grupo controlo e o grupo HCM.

Os dados recolhidos foram analisados para: a comparagdo entre parametros
morfométricos entre gatos com e sem HCM dentro dos grupos “post mortem”; comparacao de
achados histopatolégicos (grau de fibrose, arteriosclerose e infiltracdo inflamatoria) entre
gatos com e sem HCM (Tabela 2); presenca de cTnl intracelular entre gatos com e sem
suspeita de HCM; e comparacédo da espessura dos cardiomiocitos entre gatos com e sem
HCM.

A expressao imunohistoquimica de cTnl foi avaliada para pesquisa de zonas de
reducéo ou perda de marcacao.

Os parametros ecocardiograficos do grupo “in vivo”, diagnosticados com HCM, foram
comparados com o0s casos de gatos do grupo HCM. Dada a indisponibilidade de casos

diagnosticados em vida para necropsia, 0s grupos “in vivos” e “postmortem”
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(controlo e HCM) contém diferentes elementos amostrais entre si.

Tabela 4: Tabela descritiva dos valores e designagcbes de graus de alteracdes
histopatolégicas. Tabela original baseada em Hughes (2004), Hata et al. (2019) e Basso et
al. (2021).

Parametros Valores Grau ligeiro (1) | Grau moderado | Grau

histopatoldgicos normais (0) (2) grave/extenso
3)

Grau de fibrose 0% (nulo) 10;30] % [30;60] % >60 %

Grau de | 0% (nulo) 10;30] % [30;60] % >60 %

arteriosclerose

Grau de “myofibrillar | 0% (nulo) [1;4] % 14;9] % >10%

disarray”

Grau de infiltragdo | 0% (nulo) 10;30] % [30;60] % >60 %

inflamatoria

Figura 9: Medicdo da espessura dos cardiomiécitos (Tricromio de
Masson, 40x). Original.
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4. Resultados

4.1. Parametros morfométricos medidos “post mortem”

De acordo com o teste de Shapiro-Wilk, os parametros ePLVE, diVE, dAo, racio
dAE/dAo e racio peso coracao/ peso corporal - que apresentaram valores de p inferiores a
0,05, para um intervalo de confianca de 95% - ndo apresentavam distribuicdo normal,
enguanto os parametros eSIV e diAE apresentavam distribuicdo normal.

Cenario 1 — “Cutoff” de 17 g.

Neste cenario, apenas se observaram diferencas significativas entre os dois grupos
para os parametros diVE, eSIV, diAE e racio dAE/dAo (Tabela 6). Resumidamente, no grupo
de controlo, obtiveram-se 0s seguintes valores para estas variaveis (Média +DP): diVE
(6,34+1,64), eSIV (6,40+1,17), diAE (6,91+2,36), dAE/dAo (1,41+0,25). No grupo HCM, os
valores obtidos foram (Média +DP): diVE (7,52+1,48), eSIV (8,55+2,28), diAE (9,85+3,39),
dAE/dAo (1,81+0,66).

Tabela 5: Pardmetros morfométricos do grupo controlo e do grupo HCM, no

Grupo Controlo HCM
Dados Média tDP | Min-Max | Média +DP Min-Max (mm) Valor de
(mm) (mm) (mm) p
diVE* 6,34 (£1,64) | 2,80-8,14 | 7,52 (+1,48) 3,3-10 p<0,05
eSIv** 6,40 (£1,17) | 4,0-8,10 | 8,55 (¥2,28) 3,23-14 p<0,01
ePLVE 4,67 (x2,40) | 1,2-9,0 5,7 (£3,09) 1,45-14 p>0,05
diAE* 6,91 (+2,36) | 3,0-10,0 | 9,85 (£3,39) 3,0-17,0 p<0,05
dAo 4,94 (x1,45) | 1,6-7,07 | 5,42 (£1,61) 1,5-7,5 p>0,05
dAE/dAo* 1,41 (+0,25) | 1,03-1,88 | 1,81 (+0,66) 1,0-4,0 p<0,05
Peso coracéo 14,44 (£2,3) | 8,3-16,65 21,32 17,45-36,4 p>0,05
(£5,19)
Peso 0,42 (+0,18) | 0,20-0,95 | 0,48 (+0,07) 0,23-0,91 p>0,05
coracédo/Peso
corporal

Legenda: DP- Desvio padrédo; Min- Valor minimo medido; Max- Valor maximo medido; diVE- Dimenséo
interna do ventriculo esquerdo; eSIV- Espessura do septo interventricular; ePLVE- Espessura da parede livre do
ventriculo esquerdo; diAE- Didmetro interno do atrio esquerdo; dAo- Didametro da aorta; dAE/dAo- racio entre diAo
e dAo; Peso coragéo- peso do coragao no “post mortem”; Peso coragdo/Peso corporal- racio entre Peso coracao

e o0 peso total do cadaver; *- p<0,05; **- p<0,01.
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Cenario 2 — “Cutoff” de 20 g.

Neste cenario, apenas se observaram diferengas significativas entre os dois grupos
para os parametros diVE, eSIV, diAE e racio dAE/dAo (Tabela 7).

Resumidamente, no grupo de controlo, obtiveram-se 0s seguintes valores para estas
variaveis (Média +DP): diVE (6,60+1,77), eSIV (6,88+1,70), diAE (7,52+3,21), dAE/dAo
(1,55+0,65). No grupo HCM, os valores obtidos foram (Média +DP): diVE (7,88+0,86), eSIV
(9,21+2,22), diAE (10,86+2,19), dAE/dAo (1,88+0,30).

Tabela 6: Parametros morfométricos do grupo controlo e do grupo HCM, no cenério 2.

Grupo Controlo HCM
Dados Média +DP Min-Max Média +DP Min-Max Valor de
(mm) (mm) (mm) (mm) p
divVE* 6,62 (£1,73) 2,80-10 7,98 (+0,85) 6,7-8,9 p<0,05
eSIVv** 6,91 (£1,66) | 3,23-10,10 9,40 (£2,27) 7,35-14,0 p<0,01
ePLVE 5,03 (£3,08) 1,20-14,0 5,80 (+2,05) 2,0-8,50 p>0,05
diAE** 7,76 (£3,33) 3,0-17,0 10,62 (£2,18) 7,38-14,0 p<0,01
dAo 5,16 (£1,59) 1,50-7,50 5,69 (+0,94) 3,75-6,80 p>0,05
dAE/dAo** 1,56 (+0,63) 1,0-4,0 1,88 (+0,32) 1,44-2,45 p<0,01
Peso coracdo | 15,99 (£2,62) 8,3-19,0 24,49 (+5,86) | 20,22-36,40 p>0,05
Peso 0,41 (x0,16) 0,20-0,95 0,57 (x0,18) 0,35-0,91 p>0,05
coracdo/Peso
corporal (%)

Legenda: DP- Desvio padrdo; Min- Valor minimo medido; Max- Valor maximo medido; diVE- Dimensao
interna do ventriculo esquerdo; eSIV- Espessura do septo interventricular; ePLVE- Espessura da parede livre do
ventriculo esquerdo; diAE- Diametro interno do atrio esquerdo; dAo- Diametro da aorta; dAE/dAo- racio entre diAo
e dAo; Peso coracdo- peso do coragdo no “post mortem”; Peso coragdo/Peso corporal- racio entre Peso coragao
e o0 peso total do cadaver, em percentagem; *- p<0,05; **- p<0,01.

4.2. Comparacao entre parametros morfométricos em vida (ecograficos) e

post mortem (medicéo direta):

Dada a necessidade de avaliagdo dos parametros morfométricos em sistole e em
diastole (Tabela 8) (que ndo ocorrem apos a morte), e da marcada diferenca para cada
parametro entre estas duas fases do ciclo cardiaco, néo foi possivel realizar testes estatisticos
para correlacionar os parametros morfométricos medidos “in vivo” com os parametros “post
mortem”.
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Tabela 7: Parametros morfométricos do grupo “in vivo”.

Parémetro | diVEd | diVEs | eSIVd | eSIVs | ePLVEd | ePLVEs | diAE | dAo | dAE/dAo
(mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm) (mm) | (mm) | (mm)
Média 15,33 | 8,16 5,12 6,94 5,04 7,04 13,74 | 8,83 1,64
Desvio 3,23 3,03 1,65 2,14 1,74 2,56 4,41 2,48 0,52
padrdo
Minimo 12,08 | 0,49 0,67 0,86 0,68 1,06 1,97 0,78 1,10
Maximo 25,97 | 13,73 | 6,88 | 10,74 8,78 11,38 | 22,29 | 11,77 2,62

Legenda: Minimo- Valor minimo medido; Maximo- Valor méximo medido; diVEd- Dimens&o interna do

ventriculo esquerdo no fim da didstole; diVEs- Dimens&o interna do ventriculo esquerdo no fim da sistole; eSIVd-
Espessura do septo interventricular no fim da diastole; eSIVs- Espessura do septo interventricular no fim da sistole;
ePLVEd- Espessura da parede livre do ventriculo esquerdo no fim da diastole; ePLVEs- Espessura da parede livre
do ventriculo esquerdo no fim da sistole; dAE- Diametro do atrio esquerdo; dAo- Didametro da aorta; dAE/dAo- racio
entre dAo e dAo.

Como exemplo, a tabela 7 mostra os valores médios dos parametros diVE, eSIV, e
ePLVE “in vivo” e os valores médios dos parametros “post mortem” do grupo HCM, ilustrando
gue os valores médios “post mortem” n&o sdo sobreponiveis nem com os valores em sistole,
nem com os valores em diastole “in vivo”. No entanto, entre as variaveis homoélogas, eSIVs,
no grupo “in vivo”, e eSIV, no grupo HCM, séo as que demonstram proximidade de valores, a
rondar entre 6 e 10 mm em 11 dos 17 casos do grupo “in vivo” (64,7%) e em 7 dos 9 casos
do grupo HCM no cenario 2 e cenario 1 (77,8%), e, simultaneamente, variancias praticamente
iguais (variancia de eSIVs é 4,762 no grupo “in vivo” e eSIV € 5,586 no cenario 1 e 5,159 no

cenario 2).

Tabela 8: Parametros morfométricos do grupo “in vivo” e do grupo “post

Parametro In Vivo Post mortem
Cenario 1 Cenario 2

diVEd 15,33 (£3,23)
diVEs 8.16 (+3,03) 7.52 (+1,48) 7,88 (+0,86)
eSlvd 5,12 (£1,65) 8,55 (+2,28) 9,21 (¢¥2,22)
eSlVs 6,94 (£2,14)

ePLVEd 5,04 (£1,74) 5,7 (£3,09) 6,41 (+3,36)

ePLVEs 7,04 (+2,56)

Legenda: diVEd- Dimens&o interna do ventriculo esquerdo no fim da diastole; diVEs- Dimensao interna
do ventriculo esquerdo no fim da sistole; eSIVd- Espessura do septo interventricular no fim da diastole; eSIVs-
Espessura do septo interventricular no fim da sistole; ePLVEd- Espessura da parede livre do ventriculo esquerdo
no fim da didstole; ePLVEs- Espessura da parede livre do ventriculo esquerdo no fim da sistole.
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Tabela 9: Variancias dos parametros morfométricos do grupo “in vivo” e do

Parametro In Vivo Post mortem
Cenario 1 Cenario 2
Variancia de diVEd 10,982
Variancia de diVEs 9,152 2,906 0,730
Variancia de eSlvd 2,894 5,586 5,159
Variancia de eSIVs 4,762
Variancia de ePLVEd 3,212 4,012 4,189
Variancia de ePLVEs 6,541

Legenda: diVEd- Dimens&o interna do ventriculo esquerdo no fim da diastole; diVEs- Dimens&o interna
do ventriculo esquerdo no fim da sistole; eSIVd- Espessura do septo interventricular no fim da diastole; eSIVs-
Espessura do septo interventricular no fim da sistole; ePLVEd- Espessura da parede livre do ventriculo esquerdo
no fim da diastole; ePLVEs- Espessura da parede livre do ventriculo esquerdo no fim da sistole

4.3. Parametros e achados histopatolégicos “post mortem”

Uma vez que todas as amostras de tecido das regifes parede VD, VE e SIV mostraram
uma distribuicdo “ndao normal” e que as mesmas sao variaveis ordinais, recorreu-se ao teste
“‘Mann Whitney-U” nestas variaveis.

Para o nivel de significancia de 5%, a maioria das variaveis em estudo ndo apresentou
diferencas estatisticamente significativas, nem no cenario 1, nem no cenario 2. A Unica
variavel que mostrou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos controlo e HCM
foi o parametro fibrose na parede do ventriculo esquerdo (VE), no cenario 2.

Contudo, para observar se haveria diferencas, mesmo que estatisticamente nao
relevantes, entre os grupos controlo e HCM nos cenarios 1 e 2, procedeu-se a observacao
das médias relativas as variaveis ordinais de cada grupo. Para isso, recolheram-se as “médias
dos ranks” determinados pelo SPSS Statistics no contexto do teste “Mann Whitney-U”, que se
baseia numa posicdo média de categoria, considerando as categorias estabelecidas das
variaveis (0, 1, 2 e 3), a sua frequéncia e o numero predefinido de “ranks”/categorias (que séo
4) (Tabelas 8 e 9). Assim, a média total dos “ranks”/categorias € maior nos elementos do
grupo HCM em ambos os cenarios, indicando que existem alteragdes histopatologicas mais

extensas e frequentes nesse grupo.
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Tabela 10: Média das ordinais histopatolégicas segundo o teste “Mann Whitney-U”, no cenario 1.

Média de “ranks” da variavel | Controlo HCM
ordinal

Média de fibrose VD 16,54 16,47
Meédia de fibrose VE 13,21 19,06
Média de fibrose SIV 13,64 18,72
Média de “myofibrillar | 15,89 16,97
disarray” VD

Média de “myofibrillar | 13,32 18,97
disarray” VE

Média de “myofibrillar | 14,93 17,72
disarray” SIV

Média de arteriosclerose VD | 16,68 16,36
Média de arteriosclerose VE | 16,95 16,17
Média de arteriosclerose SIV | 16,68 16,36
Média de infiltragao | 16,95 16,17
inflamatoéria VD

Média de infiltragdo | 16,36 16,61
inflamatdria VE

Média de infiltragdo | 16,36 16,61
inflamatoria SIV

Média total de “ranks” 15,60 17,20

Legenda: Média de Fibrose- “Média de ranks” da variavel Fibrose; Média de “Disarray” - “Média de ranks”
da variavel “Myofibrillar disarray”; Média de Arteriosclerose- “Média de ranks” da variavel Arteriosclerose; Média
de Infiltragdo Inflamatéria- “Média de ranks” da variavel Infiltragcdo inflamatéria; VD- Ventriculo Direito; VE-

Ventriculo esquerdo; SIV- Septo interventricular.
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Tabela 11: Média das ordinais histopatolégicas segundo o teste “Mann Whitney-U”, no cenario 2.

Média de “ranks” da | Controlo HCM
variavel ordinal

Média de fibrose VD | 15,93 17,94
Média de fibrose VE | 13,93 23,06
Média de fibrose SIV | 14,48 21,67
Média de | 16,00 17,78

“myofibrillar
disarray” VD
Média de | 15,22 19,78
“myofibrillar
disarray” VE
Média de | 15,61 18,78
“myofibrillar
disarray” SIV

Média de | 16,22 17,22
arteriosclerose VD

Média de | 16,89 15,50
arteriosclerose VE

Média de | 16,22 17,22
arteriosclerose SIV

Média de infiltragao | 15,98 17,83
inflamatoéria VD

Média de infiltragao | 15,72 18,50
inflamataria VE

Média de infiltragao | 16,07 17,61
inflamatoria SIV

Média total de | 15,895 18,055
“ranks”

Legenda: Média de Fibrose- “Média de ranks” da variavel Fibrose; Média de “Disarray” - “Média de ranks”
da variavel “Myofibrillar disarray”; Média de Arteriosclerose- “Média de ranks” da variavel Arteriosclerose; Média
de Infiltracdo Inflamatéria- “Média de ranks” da variavel Infiltragcdo inflamatdria; VD- Ventriculo Direito; VE-
Ventriculo esquerdo; SIV- Septo interventricular.
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4.3.1. Troponina cardiaca |

Em relacdo a marcacdo imunohistoquimica para cTnl, observou-se marcacao
citoplasmatica difusa e moderada a forte dos cardiomidcitos com o anticorpo 1HCLC. Esta
marcacgao era consistente e semelhante em todos os cardiomidcitos, em ambos 0s grupos
(controlo e HCM), independentemente do cenario ou da area do miocardio observada (Figuras
10 e 11). As Unicas alteracdes observadas estavam presentes em zonas de fibrose, nas quais
cardiomidcitos danificados apresentavam marcacgédo citoplasmatica granular a globular, em
vez de difusa (Figura 12). Foi ainda observada marcacéo positiva para cTnl no citoplasma de

macréfagos nesta zona (Figura 12).

Figur 10 ' - ' ' Figura11

Figuras 10 e 11: Observagdo de miocardio com marcacdo imunohistoquimica para
cTnl, ampliacdo de 20x, respetivamente, de amostras do grupo controlo e grupo HCM de
ambos os cenarios 1 e 2. Originais.
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Figura 12: Observacdo de miocardio com marcagao
imunohistoquimica para cTnl numa amostra do grupo controlo,
ampliacdo de 40x. Original.

Figura 13: Observacdo de miocardio com marcacgéo
imunohistoquimica local diminuida para cTnl numa amostra
do grupo HCM, ampliacdo de 40x. A zona cicatricial esta
delimitada por um circulo. Original.
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4.4. Espessura dos cardiomidcitos

Em ambos os cenarios, 1 e 2, observaram-se diferencgas estatisticamente significativas
(p< 0,05) entre os grupos controlo e HCM.

No cenério 1, os valores médios de espessura dos cardiomiocitos para o grupo
controlo foram (Média +DP): VD- 8,06 (+1,59); VE- 8,83 (+1,55); SIV- 8,77 (x1,79). Os valores
médios de espessura dos cardiomiécitos para o grupo HCM foram (Média +DP): VD - 10,18
(+1,88); VE — 11,70 (+2,56); SIV — 10,98 (+1,56).

No cenario 2, os valores médios de espessura dos cardiomiocitos para o grupo
controlo foram (Média +DP): VD- 8,56 (+1,85); VE- 9,30 (+1,96); SIV- 9,38 (+1,87). Os valores
médios de espessura dos cardiomiécitos para o grupo HCM foram (Média +DP): VD — 11,01
(+1,34); VE — 13,36 (+1,44); SIV — 11,63 (¥1,23).

Perante os resultados, realizou-se um estudo de curva ROC, para procurar um valor
de espessura que represente um melhor compromisso entre a sensibilidade e especificidade.

Concluiram-se que o0s seguintes valores para os cenarios 1 e 2, descritos na Tabela 10.

Tabela 12: Valores de melhor “compromisso” entre sensibilidade e

especificidade obtida em curva ROC, para as vérias regides.

Cenario 1 Cenario 2
Regido VD VE SIvV VD VE SIv
Valor (um) 7,915 | 8,975 9,3 9,680 10,880 10,67
Sensibilidade (%) 944 | 833 88,9 88,9 100,0 77,8
Especificidade (%) 64,3 | 64,3 64,3 82,6 82,6 78,3

Legenda: VD- Amostra de ventriculo direito; VE- Amostra de ventriculo esquerdo; SIV- Amostra de septo
interventricular; Sensibilidade- probabilidade de um caso, de valor médio de espessura de cardiomidcitos acima
do indicado na tabela, ser verdadeiramente positivo; Especificidade- probabilidade de um caso, de valor médio de
espessura de cardiomidcitos abaixo do indicado na tabela, ser verdadeiramente negativo.

5. Discusséao

A HCM é a cardiomiopatia mais frequente nos gatos. Os critérios definitivos para o seu
diagnoéstico “post mortem” representam um desafio para os patologistas, ao contrario da
situacdo na clinica, em que a ecocardiografia apresenta, de momento, um conjunto
cientificamente robusto de valores de referéncia para o diagnéstico de HCM com base nas
medicdes de espessura e diametro de diferentes porgdes anatémicas do coracéo. Por esta
raz&o, este estudo visou comparar e explorar as diferencas entre os parametros diagnosticos
de cardiomiopatia hipertrofica (HCM) felina “in vivo” e “post mortem”, de forma a identificar

quais os achados “post mortem” que melhor espelham os parametros “in vivo”.
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Assim, inicialmente, realizou-se a medicdo de um conjunto de parametros
morfomeétricos em corag¢fes colhidos “post mortem”, que foram escolhidos por refletirem
paradmetros utilizados na ecocardiografia, utilizando metodologias que permitissem a
simulacao das proje¢cfes que sédo utilizadas para as medi¢cbes a ecocardiografia.

Em relagao a estes parametros morfométricos “post mortem”, apenas dois parametros
(eSIV e dIAE) apresentavam distribuicdo normal, enquanto os restantes nao se distribuiam
normalmente (ePLVE, diVE, dAo, racio dAE/dAo e racio peso coracao/ peso corporal), o que
limita a interpretacdo dos dados obtidos. Apesar disto, as diferencas significativas
demonstradas pelo método ndo paramétrico utilizado, sugere que é possivel determinar
valores morfométricos macroscopicos das mesmas regides que sao analisadas e
determinadas na ecocardiografia clinica.

No respeitante a comparacao entre parametros morfométricos em vida (ecogréficos) e
“post mortem” (medigédo direta), ha varios comentarios mantendo em consideragéo o que se
concluiu em medicina humana, como se enunciardo em seguida.

Dado que os elementos amostrais do grupo “in vivo” eram diferentes do grupo “post
mortem” que se pretenderam comparar, nao foi possivel viavelmente comparar os parametros
homélogos dos dois grupos. Nao obstante, também ha a considerar que, tal como mencionado
por Basso et al (2020) em humanos, ndo se consegue determinar se um coracao, analisado
apos a morte, se situa num estado mais proximo de sistole ou de diastole, devido a variados
fatores como: o “rigor mortis”, que pode levar a uma aparente espessura aumentada das
paredes das camaras cardiacas e um liumen diminuto; ou a necrose e putrefacdo tecidular
favorecidas pelo prolongamento do estado cadavérico antes da necrdpsia, que pode levar a
aumento artefactual do limen dessas camaras e a uma espessura, quando medida, normal
ou diminuida. Além disso, no caso deste estudo realizado, os fenbmenos de congelacéo e
descongelacao dos cadaveres pode também contribuir para altera¢des consideraveis ao nivel
celular e tecidular. No entanto, Maron et al (1977) constataram, em medicina humana, que os
valores morfométricos a necropsia se aproximam mais dos valores ecocardiograficos de
sistole do que em diastole, especialmente do septo interventricular, como observado para
eSIVs e eSIV (“‘post mortem”) no nosso estudo, em que a maior parte dos valores,
aproximadamente 70% no grupo “in vivo” e HCM do cenério 2, situavam-se entre os 6 e 10
mm.

Portanto, um estudo longitudinal ou transversal, que permita uma correlagéo estatistica
apropriada, e que acompanhe os elementos amostrais ao longo do seu tempo “ante- “e “post
mortem” ou que compare momentos precisos da sua vida com o “post mortem”,
respetivamente, seria uma mais-valia para acrescentar mais parametros diagnésticos de HCM

em felinos.
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N&o se observaram alteracdes histopatolégicas na frequéncia esperada e descrita na
literatura. Apesar de, segundo autores como Biasato et al (2015), Wilkie et al (2015), na area
da cardiologia felina, e Lasker et al (2021) e Tejado and Jou (2018) na area da cardiologia
humana, descreverem que o “myofibrillar disarray” € uma caracteristica da fisiopatologia da
HCM nas respetivas espécies, e de, em medicina humana, estarem descritos multiplos
padrdes de “myofibrillar disarray” (Lasker et al 2021), s6 se observou de forma expressiva
(grau moderado a grave em, pelo menos, uma das regides) em 8 dos 18 casos do grupo HCM
no cenario 1 (44,4%) e em 5 dos 9 casos do grupo HCM no cenario 2 (55%). Porém, como
constado nas tabelas 8 e 9, a “média de ranks” &, de forma geral, maior no grupo HCM do que
no grupo controlo nos dois cenarios. Isto denota que, mesmo ndo se tendo observado
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos controlo e HCM, esta evidente que o
grupo HCM teve, nos parametros histopatoldogicos, uma média de categorias/“ranks” superior.
E razoavel deduzir que, se se realizarem estudos posteriores com tamanho de amostra maior,
poder-se-do obter diferencas estatisticamente significativas nos parametros descritos e
avaliados. Esta concluséo vai ao encontro do verificado, em estudos realizados em pacientes
com doenca cardiaca, como Wilkie et al (2015) e Biasato et al (2015) - em felinos- e Shirani
et al (2000), Galati et al (2016), Hishimura et al (2017), Ishibashi-Ueda et al (2017) e Hata et
al (2019) - em humanos- em que se observou maior frequéncia e maior grau de fibrose,
arteriosclerose e “myofibrillar disarray” nos grupos de casos com doenca cardiaca. Contudo,
destaca-se que, na elaboracdo e execuc¢ao desta avaliaco histopatolégica, ndo se encontrou
fontes bibliograficas de medicina veterinaria que descrevessem concretamente o0s critérios de
divisdo das alteracdes em grau ligeiro, moderado e grave, tendo-se recorrido a valores de
critério mencionados em artigos isolados de medicina humana para criar uma tabela de
classificacdo das alteracdes nesses graus. Portanto, apesar da base tedrica dessa
classificacdo ndo ser a ideal, este facto denota a necessidade, para repetibilidade e
homogeneizacdo da atribuicdo de graus de alteracdes, da sua definicdo objetiva e clara em
termos numéricos/percentuais.

Em relacdo & marcacdo de imunohistoquimica para cTnl, ndo houve diferenca
significativa entre os coragbes com peso normal e com peso suspeito de HCM, como se
observa nas Figuras 9 e 10. De facto, as Unicas alteragfes observadas estavam presentes
em zonas de fragmentagdo dos cardiomidcitos e fibrose, sugerindo que ndo é suficiente que
haja aumento da permeabilidade da membrana celular, mas sim que ocorra leséo fisica (i.e.,
perda de integridade e fragmentagdo) dos cardiomiocitos para que a troponina cardiaca seja
libertada para o meio extracelular.

Este facto pode estar relacionado com o relativamente escasso tempo de
sobrevivéncia dos gatos diagnosticados com HCM, que é de, sensivelmente, 2 anos, como

verificado por Rush et al (2002) e Spalla et al (2016), ou ainda inferior, por exemplo de alguns
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meses, se existir ja ICC ou TEAF e/ou auséncia de terapéutica aplicada (Kittleson and C6té
2021). Deste modo, as lesbes que vao ocorrendo nos coracdes desses gatos sdo pontuais,
isto €, em zonas pequenas e limitadas do miocéardio, exceto se algum fendmeno agudo grave
- como miocardite aguda - se manifestasse com uma degenerescéncia de uma quantidade
consideravel de cardiomidcitos e, assim, perda do seu conteudo citoplasmatico. Como essas
situagdes sao pouco frequentes em gatos doentes com HCM, normalmente ndo ocorre tempo
ou extensdo suficientes de doenca para haver lesdes celulares suficientemente relevantes
para evoluirem para rotura da parede celular e, assim, libertacdo de cTnl e menor marcagao
em imunohistoquimica. Este tempo de vida curto contrasta com o tempo elevado de
sobrevivéncia de doentes humanos com HCM, que pode ser de 20 anos ou uma expectativa
de vida normal, comprovado por autores como Dominguez et al. (2018) e Sugiura et al. (2022),
0 gque conduz a lesdes celulares exuberantes nos casos de coragbes que se mantém
funcionantes durante mais tempo.

Estes achados sugerem que este marcador celular ndo é fidedigno para diagnéstico
ou caracterizagcéo “post mortem” de HCM em felinos, embora Camara et al. (2019) tenha
verificado marcacdo de imunohistoquimica diminuida, para mais antigénios além de cTnl, em
cetaceos que sofreram cardiomiopatia por stress.

Em relacdo a espessura dos cardiomiécitos, este foi o pardmetro que demonstrou
maior potencial como ferramenta para o diagnéstico definitivo, permitindo determinacao de
valores “cut off’, mesmo na amostra reduzida utilizada neste estudo.

Em relacdo aos valores de espessura de cardiomidcitos, utilizando os métodos
utilizados por Tracy e Sanders (2011), alcancou-se valores concretos de espessura média de
cardiomiocitos nos cendrios 1 e 2. No grupo HCM do cenario 2, essa espessura apresentou
valores médios maiores e valores de “cut off’ de espessura entre o grupo de controlo e HCM
maiores do que no cenario 1. Isto ocorreu previsivelmente, porque, tendo os cora¢cbes HCM
no cenario 2 um peso maior do que no cenario 1, em média as suas células serdo maiores.
Tais resultados ndo sdo compardveis com os de medicina humana dos autores
suprarreferidos, visto que o valor unico “cut off’ obtido foi de 19,7 um. Esta discrepéncia pode
dever-se, naturalmente, devido ao facto de um coragdo humano ser amplamente maior do
que um coracdo de gato e, assim, por manutencédo das proporcdes entre o 6rgao e as suas
células, estas sao maiores no ser humano.

N&o obstante, no cenario 2, alcangou-se valores de “cut off” com uma sensibilidade
elevada para uma das porcdes do coragdo que mais sofre com a hipertrofia miocardica
segundo o conhecimento clinico, que é o VE, com “cut off’ de 10,88 um, sensibilidade de
100% e especificidade de 82,6% (e probabilidade de falsos positivos de 17,4%). Idealmente,
dever-se-4, com aumento do numero de dados de coragbes com HCM, obter uma

especificidade o mais alta possivel, para minimizar a probabilidade de falsos positivos.
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Existe assim possibilidade de, com mais estudos futuros com maior tamanho de
amostra, se determinarem valores padrdo de tamanho maximo de cardiomidcitos que
permitam um diagnostico mais completo e definitivo e de confirmacao da existéncia em vida
de HCM, por exemplo, em casos forenses.

Todavia, todos os métodos realizados unicamente por visualizagdo e definicdo por
observador humano, em contraste com os métodos de tecnologia avangada e com inteligéncia
artificial - nomeadamente, imagiologia avancada, como TC e ressonancia magnética, e
programas de software integrados nos aparelhos desses MCDTs e nos aparelhos de
microscopia Gtica ou eletronica — que se utilizam nos estudos, artigos e por rotina na area da
Anatomia Patologica e Medicina Forense em amostras de seres humanos. Nesses métodos,
automaticamente: em coragbes em situacao “post mortem”, sdo realizadas as medicbes
morfométricas sem necessidade de concretizar cortes fisicos desses coracdes; consegue-se
estimar a percentagem das varias alteracdes particulares histopatolégicas por lamina de
amostra; e obtém-se uma apreciacao global dos eixos menores de cardiomiécitos e, assim, a
sua espessura. A funcionalidade destes métodos computorizados e automaticos permite,
assim, uma reducdo do trabalho manual e do tempo dispensado pelos patologistas que
realizam estes estudos a titulo de investigacédo ou prestacdo de servicos laboratoriais, 0 que
se traduz numa gestédo e num trabalho menos fatigantes, menos suscetiveis a erro humano e
mais uniformizados. Em comparacao ao trabalho e ao tempo dedicados neste estudo, vemos,
nos métodos que envolvem a inteligéncia artificial e meios complementares mais evoluidos,
uma oportunidade benéfica para a produtividade, rapidez e predefinicdo de parametros e
critérios avaliativos na Anatomia Patoldgica e Medicina Forense em medicina veterinaria,
inicialmente em gatos na HCM, mas posteriormente noutras afe¢cdes cardiacas para as quais
se exija um diagndstico forense noutras espécies. Claramente, este comentario mantém em
consideracdo a limitacdo de que essa elevada tecnologia se encontra menos acessivel em

medicina veterinaria do que em medicina humana.
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6. Conclusao

Concluindo, este estudo resultou num conjunto de observagdes que permitem uma
melhor e mais completa compreensao morfométrica e histopatolégica da HCM em gatos.
Destaca-se, no entanto, que as observacfes que se consideram mais relevantes foram as
diferencas significativas entre grupos controlo e HCM na espessura dos cardiomidcitos
medidos e a determinacdo de valores “cut off’ de espessura para classificar um caso de
coracao felino como tendo ou nado provavelmente HCM. Além disso, nos parametros
morfométricos evidenciou-se diferencas significativas de eSIV nos dois cenarios, indo ao
encontro do mencionado por Maron et al. (1977) e, assim, indicando uma medicéo potencial
a ser desenvolvida e padronizada futuramente com dados “in vivo”.

Contudo, este estudo apresentou varias limitagdes, tais como: a auséncia de casos “in
vivo” avaliados durante o tempo deste estudo cientifico, 0 que inviabilizou a obtencao de
amostras de sangue para a determinacao de cTnl sérica nos Gatos referenciados para o HEV;
a impossibilidade de haver gatos que fossem acompanhados desde o seu tempo em vida,
com os respetivos exames ecocardiograficos, até a sua necropsia, para avaliar variaveis
ecocardiograficas com morfométricas entre esses momentos da sua existéncia; e, por fim, o
numero de amostras para analise “post mortem”, sendo que, num numero superior de
elementos nos grupos controlo e HCM , poder-se-iam obter resultados estatisticamente mais
relevantes ou robustos em todos os parametros.

Deste modo, também se conclui que mais estudos, com maior tamanho de amostra
(ndo s6 observacionais, mas também meta-analise, retrospetivo a longo termo ou reviséo
sistémica), sdo necessarios e com grande potencial para conseguir, de novo, uma melhor e

mais completa compreensao da patologia clinica e histopatologia da HCM felina.
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8. Anexos

Anexo 1: Protocolo Experimental das medicbes macroscépicas
“postmortem”.

1. Excisdo do coracdo de Gato, pelas emergéncias dos vasos sanguineos toracicos
principais.
2. Pesagem do coragao. Divisdo das amostras em dois grupos: grupo controlo (coragdes

< 17 gramas, no cenario 1, ou coragdes < 20 gramas, no cenario 2) e grupo doente/HCM (coragdes =
17 gramas, no cenario 1, ou coragdes =220 gramas, no cenario 2).

3. Realizar um corte longitudinal ao nivel do &trio esquerdo, de forma a obter uma
visualizacéo de toda a area interna semicircular.

4, Cortando aorta na sua emergéncia e segundo o seu eixo menor, medir o seu diametro,
de modo a fazer o racio entre atrio esquerdo e aorta ( ).

Figura adaptada de: https://www.animalultrasoundassociation.org/laao-echo-essential-or-
fundamentally-flawed/, acedida a 16/05/2024.

5. Corte segundo o plano que interseta os atrios esquerdo e direito, com auxilio de pingas,
como esta na figura.

Atrium

: Right
Ventricle Ventricle

Figura adaptada de: https://app.jove.com/v/63809/dissection-techniques-and-histological-
sampling-of-the-heart-in-large-animal-models-for-cardiovascular-diseases?trialstart=1, acedida a
16/05/2024
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4. Medicao da espessura da parede livre e didametro interno (maior) do ventriculo esquerdo em
“postmortem” (ePLVE e diVE) e do septo interventricular “post mortem” (eSIV), com o plano de corte
obtido no ponto 3. O diVE é medido no mesmo plano da area onde se mede o ePLVE e onde “pareca”
que tem lumen mais amplo/largo (ndo ha localizagéo anatémica especifica para o Didmetro Interno):

Left
Atrium
Interventricular

Right septum

Atrium

- ¥

Rig:;t
Ventricle

Left

Ventricle

https://app.jove.com/v/63809/dissection-techniques-and-histological-

Figura adaptada de:
acedida a

sampling-of-the-heart-in-large-animal-models-for-cardiovascular-diseases?trialstart=1,
16/05/2024
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Anexo 2: Protocolo experimental Imunohistoquimica para cTnl,

O protocolo utilizado foi o seguinte:
l. Corte do preparado em bolcos de parafina, de espessura de 3 um, e
preparacéo de laminas no dia anterior ao do processamento de IHC.

Il Recuperacdo do Ag com tampéo Tris-EDTA, segundo a sequéncia:

i. Preparacéo de solugéo com EnVision FLEX Target Retrieval Solution (50x),
com concentracdo de 1:50 em agua destilada ou desionizada.

ii. Colocar as laminas na solucdo de EnVision FLEX Target Retrieval Solution
diluido (contém tris-EDTA) e incubar a 97°C, durante 20 minutos.

iii. Deixar arrefecer as amostras até alcancar 65°C no aparelho de processamento
(PT Link). Depois, deixar mais 20 a 30 minutos a arrefecer, com circulagdo de ar com o
ambiente do laboratério, para ficar a temperatura toleravel a manipulagédo manual.

iv. Remover cada lamina do PT Link e colocar imediatamente no depdsito de
+agua destilada.
V. Deixar as laminas em agua destilada, durante 5 minutos, duas vezes seguidas.

[l Aplicacdo de peréxido de hidrogénio a 3%, durante 15 minutos.
V. Colocar as laminas durante 5 minutos com PBS, duas vezes consecutivas.

V. Em camara humida, incubar os tecidos com uma concentracao de 1:100 (i.e, 5
ug/mL) de 1HCLC, em diluente, passando a concentracao inferior, de 1:100 ou 1:150, durante
1 hora.

VI. Incubacdo da amostra.

VIl Utilizacdo adaptada do FLEX+Rabbit 2x5 DAB, ou seja:
i. Detecdo de AC primario com a Ac secundario anti-lgG de Coelho com o
polimero de peroxidase, EnVision, durante 30 minutos.
ii. Diluicdo e revelagcdo com diaminobenzidina (DAB) com cromogénio, em
solucéo de perdxido de hidrogénio.

VIII. Contraste com Hematoxilina de Eris, durante 5 minutos.

IX. Sequéncia de lavagens:

i. 3 lavagens em agua canalizada ou corrente.

ii. 1 lavagem em alcool a 70%, durante 1 a 2 minutos.
iii. 1 lavagem em alcool a 96%, durante 1 a 2 minutos

iv. 1 lavagem em alcool a 100% durante 1 minuto.
V. Repeticdo do passo iv.
Vi. 1 lavagem em xilol a 100% durante 1 minuto.
Vii. Repeticdo do passo vi.
X. Aplicacdo de meio de montagem ndo aquoso (neste caso, resina sintética
Entelan®).
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Anexo 3. “Poster” apresentado no “AL4AnimalS Thematic Meeting -
Comparative and Translational Medicine and Biotechnology”, que decorreu a 20
e 21 de outubro de 2023

Abstract

Keywords: Hypertrophic cardiomyopathy; Feline; Cardiomyocyte; Morphometry

Introduction: Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is a disease with a complex
etiopathogenesis involving several complicating factors. It is the most common cardiac disease
in cats, resulting in an increase in absolute and relative heart weight in association with a
hypertrophied left ventricle; (Luis Fuentes et al., 2020; Novo Matos et al., 2018; Wilkie et al.,
2015); this is in many ways similar to HCM in humans. For this reason, feline HCM has often
been used as a model for its counterpart in humans, both in studies regarding the
pathophysiology of the disease and in pharmaceutical trials(Fox et al. 2014; Freeman et al. 2017).
Although there is an ever-growing body of knowledge regarding the pathophysiology and
progression of HCM in humans, as well as regarding treatment options and prognostic factors,
there are still several gaps in knowledge regarding feline HCM; this is so, despite the
similarities and potential of therapeutic molecules developed for human beings (and tested in
cat models of the disease) to be effective in treating feline HCM (Ferguson et al. 2020b; Ashley
N. Sharpe et al. 2023).

Therefore, this morphometric study aims to determine the standard range of
dimensions of cardiomyocytes in healthy feline hearts versus in hearts with HCM, adding to
the toolbox available to veterinary pathologists, in cases where HCM is the suspected cause
of death.

Materials and Methods: A total of 23 feline hearts were collected during “postmortem”
examinations performed at the Pathology Laboratory of FMV-ULisboa. These hearts were
divided into two groups, based on total heart weight: a control group (n= 8) and an HCM group
(n=15). Samples of right ventricular free wall (RVFW), left ventricular free wall (LVFW) and
interventricular septum (IVS) were collected, fixed in 10% neutral buffered formalin, and
processed for routine histopathology. For each sample, 3 um-thick sections (3 sections/heart)
were prepared and stained with Hematoxylin-Eosin and Masson's Trichrome.

For each section, cardiomyocyte dimensions were assessed as an average of the
length of the shorter axis of 240 cardiomyocytes/area (RFVW, LFVW and IVS) on cross-
section, multipled by a 1.048 correction factor, as described by Tracy & Sander (2011). In the
cases which longitudinal section was the major view to measure cardiomyocyte dimensions,
respective correction factors were used, as described by the referred authors.

Results:

For the control group, mean values of cardiomyocyte breadth were: RVFW — 8.62 um
(+1.66 Standard Deviation (SD)); LVFW — 9.24 um (+1.24 SD); and IVS — 9.20 ym (+1.56 SD).
For the HCM group, mean values were: RVFW — 11.24 ym (£2.11 SD); LVFW — 11.27 ym
(x2.52 SD); and IVS — 11.35 um (£1.76 SD). For all areas, there was a statistically significant
difference between the control and HCM groups (P value<0,05). Furthermore, “Cohen’s d”
was above 0.8 for all areas. Notwithstanding, there is an evident overlap between the range of
cardiomyocyte breadth (Mean = 2*SD) for the two groups, particularly in the RVFW and LVFW.

Discussion and Conclusions:

The statistically significant differences found indicate that, as previously described in
humans, cardiomyocyte breadth is increased in feline HCM. However, the small sample size
constitutes a limitation of this study, as it may fail to capture the variation expected in
cardiomyocyte breadth in both healthy and diseased hearts; this is particularly problematic in
the control group. As such, further studies are necessary, to increase the number of samples
and build a more robust normal distribution, that can be drawn upon when standardizing
reliable reference intervals.
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In summary, this study demonstrates a strong potential for the use of cardiomyocyte
breadth analysis (alongside other histopathological changes) in diagnosing HCM in suspected
or dubious cases, especially when only postmortem samples are available, such as in forensic
cases.

Revisiting Morphometric Studies in Translational Medicine:
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Introduction

Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is a disease with a complex etiopathogenesis involving several complicating
factors. It is the most common cardiac disease in cats, resulting in an increase in absolute and relative heart weight in
association with a hypertrophied and nondilated left ventricle; this is in many ways similar to HCM in humans. Although
there is a vast and ever-growing body of knowledge regarding the pathophysiology and progression of HCM in
humans, as well as regarding treatment options and prognostic factors, there are still several gaps in knowledge
regarding feline HCM.

Therefore, this morphometric study aims to determine the standard range of dimensions of cardiomyocytes in healthy
feline hearts versus in hearts of cats with HCM, adding to the toolbox available to veterinary pathologists.

Materials and Methods Results

A total
collected

of 23 feline hearts were

during “postmortem”
examinations performed at the
Pathology Laboratory of FMV-

For all areas, there was a statistically
significant difference between the
control and HCM groups (P
value<0,05) (Fig 3). Furthermore,

ULisboa. These hearts were divided
into two groups: a control group (n= 8)
and a HCM group (n=15). Samples of
right ventricular free wall (RVFW), left

“Cohen’s d" was above 0.8 for all
areas. Notwithstanding, there is an
evident overlap between the range of
cardiomyocyte breadth (Mean = 2*SD)

ventricular free wall (LVFW) and
interventricular septum (IVS) (Fig 1)
were collected, fixed in 10% neutral
buffered formalin, and processed for
routine histopathology. For each
sample, 3 pm-thick sections (3
sections/heart) were prepared and
stained with Hematoxylin-Eosin and
Masson's Trichrome (Fig 2).

for the two groups, particularly in the
RVFW and LVFW.

Conclusion and Discussion

The statistically significant differences
found indicate that, as previously
described in humans, cardiomyocyte
breadth is increased in feline HCM.
However, the small sample size
constitutes a limitation of this study, as
it may fail to capture the variation
expected in cardiomyocyte breadth in
both healthy and diseased hearts;
16 particularly in the control group. As
15 such, further studies are necessary to
build a more robust normal
distribution, that can be drawn upon
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In summary, this study demonstrates a
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postmortem samples are available,
breadth  gych as in forensic cases.
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Fig 1: Gross section of the heart along the long axis with graphs of
areas (boxes)
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