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RESUMO

Introducido: A Insuficiéncia Cardiaca (IC) € caracterizada como a incapacidade de
manter as necessidades metabdlicas dos tecidos, quando o coragdo nio consegue manter
o débito cardiaco adequado. No sistema cardiovascular sdo expressos aproximadamente
150 a 200 microRNAs, regulados em resposta ao estresse cardiaco e parte dele podem
ser encontrados na corrente sanguinea sendo denominados como miRNAs circulantes.
Objetivo: Avaliar os perfis de miRNAs circulantes em pacientes com insuficiéncia
cardiaca cronica com fracdo de ejecdo reduzida. Metodologia: Estudo transversal com
10 pacientes: 05 portadores de IC com FE < 50% e 05 do grupo controle. Foram
coletados 10 ml de sangue para anélise dos miRNAs, centrifugado a 4C° por 10 min e
depois armazenado a -80°C até o momento do isolamento. Para purificacio do RNA
total foi utlizado o Kit MiRNeasy Serum / Plasma (Qiagen, Hilden, Alemanha),
contendo o reagente QIAzol para extragdo do RNA total e MiRNeasy Serum / Plasma
Spike-In Control para normaliza¢do da purificacdo de microRNA do soro. A expressdao
dos microRNAs foi determinado pela técnica de microarranjo utilizando a matriz
GeneChip™ miRNA 4.0 Affymetrix® e a andlise e quantifica¢do foram realizadas pelo
Software Affymetrix® GeneChip® Command Console® (Affymetrix miARN 4.0).
Resultados: A média de fracdo de ejecdo nos paciente com IC foi de 39,6%. Na anélise
dos miRNAs obteve-se expressdo aumentada para o mir-1207-5P (P=0,005), mir-6887
(p=0,007), mir-548a-3p (p=0,03), mir-4530 (p= 0,02), e expressao reduzida para o mir-
3157-3p (p= 0,02) e mir-1234-3p (0,04). Conclusao: Neste estudo, foram identificados
possiveis novos miRNAs circulantes em pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca

com fracao de ejecdo reduzida, a serem confirmados em novos estudos.

Palavras-chave: Insuficiéncia Cardiaca. MicroRNA. Biomarcadores.



ABSTRACT

Introduction: Heart Failure (HF) is characterized as the inability to maintain the
metabolic needs of tissues when the heart fails to maintain adequate cardiac output. In
the cardiovascular system approximately 150 to 200 microRNAs are expressed,
regulated in response to cardiac stress and part of it can be found in the bloodstream
being termed as circulating miRNAs. Objective: To evaluate the profiles of circulating
miRNAs in patients with chronic heart failure with reduced ejection fraction. Methods:
Cross-sectional study with 10 patients: 05 patients with HF with EF <50% and 05 of the
control group. 10 ml of blood was collected for miRNAs analysis, centrifuged at 4 © C
for 10 min and then stored at -80 ° C until isolation. The MiRNeasy Serum / Plasma Kit
(Qiagen, Hilden, Germany) containing the QIAzol reagent for the extraction of total
RNA and MiRNeasy Serum / Plasma Spike-In Control for standardization of serum
microRNA purification was used to purify the total RNA. Expression of the microRNAs
was determined by the microarray technique using the GeneChip ™ miRNA 4.0
Affymetrix® template and the analysis and quantification were performed by
Affymetrix® GeneChip® Command Console® (Affymetrix miRNA 4.0). Results: A
mean ejection fraction in patients with HF was 39.6%. The expression of miRNAs was
increased for mir-1207-5P (P = 0.005), mir-6887 (p = 0.007), mir-548a-3p (p = 0.03),
mir-4530 P = 0.02), and reduced expression for mir-3157-3p (p = 0.02) and mir-1234-
3p (0.04). Conclusion: In this study, new circulating miRNAs were identified in
patients with heart failure with reduced ejection fraction, to be confirmed in new

studies.

Key words: Heart Failure. MicroRNA. Biomarkers..
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1 INTRODUCAO

A insuficiéncia cardiaca (IC) € uma doenga cardiovascular comum, alto
custo e potencialmente mortal em todo o mundo. Apesar dos grandes avancos no
manejo e tratamento da IC, as taxas de hospitalizacdo inicial e recorrente ainda sdo
muito elevadas (FALK, et al, 2012). O diagnéstico da IC € baseado na histdria clinica e
exame fisico, entretanto as provas adicionais que apoiam o julgamento clinico
melhoraram a precisdo diagnéstica e facilitam o progndstico e manejo do paciente
(VAN KIMMENADE & JANUZZI JR., 2012).

O diagnostico de IC com base unicamente na clinica é freqiientemente
dificil de interpretar em pacientes pluripatologicos (MANZANO et al,2012). Escalas e
critérios de classificacdo, como de Framingham sdo configurados exclusivamente para
pacientes relativamente jovens sem comorbidades. Portanto, diagndstico deve, além de
clinico, ser estabelecido por biomarcadores e exame de imagem, como a ecocardiografia
(ORTEGA et al, 2014).

Neste contexto, existe uma gama de biomarcadores circulantes que refletem
diferentes aspectos da fisiopatologia, facilita o diagndstico, a estratificagdo de risco e
manejo da IC (VAN KIMMENADE & JANUZZI JR., 2012; RICHARDS, 2010). Os
biomarcadores-chave recomendados pelas diretrizes internacionais de cardiologia na IC
sdo os peptideos natriuréticos tipo B (BNP e NT-proBNP) na pratica clinica (FALK, et
al, 2012; RICHARDS, 2010).

Evidéncias da literatura apontam BNP como um preditor poderoso de
mortalidade e eventos cardiacos maiores em pacientes com doenca arterial coronariana,
sindrome coronariana aguda e insuficiéncia cardiaca (ORTEGA et al, 2014; DE
LEMOS et al, 2001; Bettencourt et al, 2004) . Atualmente o BNP é o mais ttil e
estudado no diagnéstico e no manejo de quadros de descompensacdo cardiaca
(WEBER, 2007; DANIEL & MAISEL, 1998)

Por outro lado, ha uma forte demanda de utilizagdo de biomarcadores de
progndstico e diagndstico para o manejo clinico de IC. Vdrios estudos recentes tém
sugerido que os microRNAs (ou miRNAs) circulantes também como biomarcadores de
diagnostico para IC, dentre os quais: miR-423-5p, miR-18b, miR-129-5p, miR-1254,
miR-675 e miR-622, destacado-se miR-423-5p como um biomarcador especifico de

diagnéstico clinico para IC (TIJSEN et al, 2010). Muitos outros miRNAs circulantes



(como miR-499, miR-320a, miR-22 e mi-R126) foram relatados para estar
estreitamente relacionado com IC (LIEBETRAU et al, 2013; GOREN et al, 2012; .
FUKUSHIMA et al, 2011). Os niveis plasméticos de miRNAs circulantes sdo sensiveis
para intervengdes terapéuticas e mudam durante a progressdao da IC (DICKINSON et al,
2013).

Os peptideos natriuréticos tipo B (BNP e NT-proBNP) contribuem no
diagnéstico de IC e também mostram desvantagens em relacdo ao que seria um
biomarcador ideal. Embora individualmente seja ttil na predi¢do de IC, a combinacgao
de niveis de miRNA com peptideos natriuréticos tipo B pode ter valor diagndstico
(ELLIS et al, 2013).

Assim, a presente estudo se propde a identificar microRNAs circulantes em

pacientes com insuficiéncia cardiaca cronica com fracao de ejecdo reduzida

2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Insuficiéncia Cardiaca

A Insuficiéncia Cardiaca (IC) € caracterizada como a incapacidade do
coragdo em manter as necessidades metabolicas dos tecidos, isto €, quando o coragdo
ndo consegue manter o débito cardiaco adequado, ou s6 consegue fazé-lo a custa do
aumento das pressdes de enchimento do ventriculo esquerdo (BOCCHI et al., 2009;
RATHI e DEEDWANIA, 2012; NOGUEIRA, 2010; YANCY et al., 2013). No Brasil, a
principal etiologia da IC é a cardiopatia isquémica cronica associada a hipertensdo
arterial. Em determinadas regides geograficas do pais e em dreas de baixas condi¢des
sOcio-econOmicas, ainda existem formas de IC associadas a doenca de Chagas,
endomiocardiofibrose e a cardiopatia valvular reumadtica cronica, que sdo situacdes

especiais de IC em nosso meio. (BOCCHI et al., 2009; BOCCHI et al, 2012)

As alteragdes hemodindmicas comumente encontradas na IC envolvem
resposta inadequada do débito cardiaco e elevacdo das pressdes pulmonar e venosa
sist€tmica e o mecanismo responsdvel pelos sintomas e sinais clinicos pode ser
decorrente da disfungdo sistélica, diastélica ou de ambas, acometendo um ou ambos os

ventriculos. Geralmente o paciente pode apresentar como sintomas dispnéia, ortopnéia,



sincope, dor tordcica e serem observados alteracdes de pulso e pressdo arterial, edema,
ascite, crepitacdoes, derrame pleural, presenca de 3° e/ou 4° bulha, dentre outros

(BOCCHI et al., 2009; BOCCHI et al, 2012).

A IC ¢é a via final comum da maioria das cardiopatias e representa um
importante problema de satde publica, considerando-se a prevaléncia crescente e 0s
indices de hospitalizagdo associados a alta morbimortalidade (BRAUNWALD, 2008;
BROWN e GOTTLIEB, 2012). O custo socioecondmico desta sindrome é elevado,
envolvendo dispéndio de medicamentos, internagdes repetidas, perda de produtividade,
aposentadorias precoces, eventuais cirurgias e ocasionalmente, transplante cardiaco
(BOCCHI et al., 2009). Entre os anos de 2008 e 2011 o custo médio das internacdes por
IC foi de R$12.652,7 por pessoa com média de 29,5 dias de internacdo. (DATASUS,
2017).

De acordo com os dados da III Diretriz Brasileira de Insuficiéncia
Cardiaca Cronica de 2009, durante o ano de 2007 a IC representou a terceira
causa mais frequente de internacdes hospitalares no Sistema Unico de Saidde
(SUS), sendo mais prevalente na faixa etdria acima de 60 anos. Estima-se que em
2025 o Brasil possua a sexta maior populagdo de idosos do mundo, aproximadamente
30.000.000 pessoas, ou 15% da populacdo total, e que a insuficiéncia cardiaca serd a

primeira causa de morte por doenga cardiovascular no mundo (LESSA, 2001).

A IC cronica tem sido classicamente categorizada com base na intensidade
de sintomas em 4 classes propostas pela New York Heart Association. Estas classes
estratificam o grau de limitacdo imposto pela doenca para atividades cotidianas do
individuo; vale dizer, portanto, que esta classificacdo € também uma maneira de avaliar
a qualidade de vida do paciente frente a sua doenga. As quatro classes propostas sdo:
Classe I - auséncia de sintomas (dispnéia) durante atividades cotidianas; Classe II —
sintomas desencadeados por atividades cotidianas; Classe III - sintomas desencadeados
em atividades menos intensas que as cotidianas ou pequenos esforcos; Classe IV -

sintomas em repouso (BOCCHI et al., 2009).

A avaliacdo inicial do paciente com IC tem como objetivos: confirmar o
diagndstico, identificar a etiologia e possiveis fatores precipitantes, definir modelo

fisiopatologico (disfungdo sistdlica versus funcao sistdlica preservada), definir modelo
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hemodinamico, estimar progndstico e identificar pacientes que possam se
beneficiar de  intervengdes terapéuticas  especificas. (como dispositivos e

procedimentos cirdrgicos) (OLIVEIRA-CARVALHO et al, 2012).

A utilizacdo de marcadores como BNP (Peptideo Natriurético do tipo B) e
NT-proBNP (Fracao N-Terminal do pré hormoénio BNP) é recomendado com nivel de
evidéncia A tanto na divida diagndstica quanto na estratificacio progndstica e
complemento do exame fisico para guiar tratamento em pacientes com IC. Estes
peptideos sdo produzidos mediante ativacdo do gene do BNP nos midcitos por
estimulos de dilatagdo cardiaca, isquemia miocérdica ou por meio da ativacao simpdtica
e do sistema renina-angiotensina-aldosterona somados a estimulos de sobrecarga de
pressao ou volume, resultado na producao do precursor do BNP, chamado de proBNP e
também na liberacio do fragmento NT-proBNP e do biologicamente ativo BNP

(SILVA, 2014; BOCCHI, 2012).

Recomenda-se também o ecodopplercardiogramana como exame de
imagem na avaliagdo inicial de todo paciente com IC (classe de recomendacao grau I).
Permite detec¢do de alteragdes estruturais ou funcionais do coragdo e avaliagdo das
medidas e a mobilidade das valvulas cardiacas e das paredes das diferentes cavidades do
coragdo, além de caracteristicas do fluxo sanguineo. A fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo (FEVE) € considerado normal quando >50%, no entanto h4 controvérsia sobre
qual FEVE deveria ser adotada como ponto de corte entre fragdo de ejecdo preservada e

disfuncao sistélica (BOCCHI et al., 2009).
2.2 MicroRNAs

MicroRNAs (miRNAs) sdo um grupo recém-descoberto de pequenos RNAs,
nio codificantes, com aproximadamente 19-25 nucleotideos de extensdo, que tem se
destacado por sua singular habilidade de modular uma enorme e complexa rede
regulatdria da expressdo dos genes. Estes exercem seus efeitos regulatorios através da
ligacdo de seus nucleotideos aos do RNA mensageiro (RNAm)-alvo em um processo
chamado de pareamento. Essa ligacdo impossibilita que os ribossomos consigam
traduzir a informacao genética contida no RNAm, acarretando na diminui¢@o da sintese

proteica do gene-alvo sem impactar nos niveis correspondentes d¢ RNAm (AMBROS,

2004)
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Os miRNAs sdo resultantes da clivagem de um RNA maior ndo codificante,
chamado de pri-miRNA (primitive-miRNA), que possui uma estrutura secundaria em
forma de grampo. No nucleo os pri-miRNAs sdo processados em um precursor (pre-
miRNAs) de aproximadamente 65 nucleotideos, pela proteina Drosha, uma RNAse do
tipo III, associada a outra proteina-DGCRS8. Os pre-miRNAs sdo exportados para fora
do ndcleo por associacdo a exportina-5 e uma vez no citoplasma os pre-miRNAs serdo
clivados em miRNA maduro de fita dupla pela ribonuclease “Dicer”, posteriormente
uma das fitas, que atuard como mirRNA funcional, interage com a proteina Argonauto
(Ago), para formar o Complexo de Silenciamento induzido por RISC, importante no
direcionamento do mirRNA até o mRNA-alvo. (LEITE-MOREIRA, 2013;
SCHNEIDER, 2014

Sabe-se que no sistema cardiovascular sdo expressos aproximadamente 150
a 200 miRNAs, regulados em resposta ao estresse cardiaco agudo, em longo prazo a
resposta compensatoria do coragdo a uma lesdo cronica ou sobrecarga hemodindmica.
Alguns miRNAs como miR-128, miR-302, miR-367 e miR-499 sdo potencialmente
cardio especificos, porém, mais estudos sdo necessarios para confirmacdo. Somente o
miR-208 é conhecido como sendo cardio especifico e desempenha um papel importante
na manuten¢do do desenvolvimento e fung¢do cardiaca. Estudos em camundongos
sugerem a reducdo da expressdo do miR1 e do miR133 na hipertrofia cardiaca. Na
Insuficiéncia Cardiaca o miR-21 é um dos poucos miRNAs que demonstram um padrao
regular de super expressdo. No entanto, seu papel exato desenvolvimento da hipertrofia
cardiaca permanece controverso (SAYED et al, 2007; MATKOVICH et al, 2010;
KLOOSTERMAN et al, 2006; CALLIS et al, 2009; DA COSTA et al, 2010; CARE et
al, 2007; TIJSEN et al, 2010)

A maioria dos estudos clinicos tem se baseado na mensuracdo dos niveis de
expressao de miRNAs em amostras do tecido de origem. Entretanto, recentemente
alguns miRNAs também foram encontrados na corrente sanguinea sendo denominados
como miRNAs circulantes ou c-miRNA e os mecanismos envolvidos na liberacdo
destes miRNAs no sangue permanecem nao bem compreendidos. Isto os torna
potencialmente utilizaveis para testes rapidos, contribuindo para diagndstico e manejo
clinico da IC, ja que poderdo ser mensurados por via periférica. Um estudo recente

demonstrou que o c-miRNA miR-423-5p apresenta uma expressao aumentada durante a
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insuficiéncia cardiaca e pode ser usado como um biomarcador. (TIJSEN et al, 2010;

OLIVEIRA et al, 2012)

Um outro estudo de Wei et al (2015) com 103 pacientes foi investigada a
expressao mirRNA-126 (miR-126) em pacientes com fibrilacdo atrial (FA) e / ou
insuficiéncia cardiaca (IC). Dividiu-se em 4 grupos: um primeiro grupo de pacientes
com FA; um segundo grupo de pacientes com IC; um terceiro grupo de pacientes com
FA e IC; e um quarto grupo controle de pacientes sauddveis em ritmo sinusal.
Observou-se que nos 3 grupos de pacientes (IC; FA e IC e FA) o miR 126 foi reprimido
e também se teve menor FEVE em comparacdo com o grupo controle. Na anélise de
correlagdo de Pearson mostrou que a expressdao relativa miR-126 foi positivamente
associado com a FEVE e os autores colocam o miR-126 como um potencial

biomarcador para avaliar a gravidade da FA e IC

No entanto, quando se avalia os estudos percebe-se muita variabilidade
entre os miRNAs. Um estudo realizado por Wong (2016) avaliou 21 artigos publicados
entre os anos de 2008 a 2015 observando que os os micrornas podem diferenciar
individuos com insuficiéncia cardiaca (miR-1233, 183-3p, 190a, 193b-3p,
193b-5p, 211-5p, 494 e 671-5p) dos que ndo tem insuficiéncia cardiaca e ainda
diferenciar os individuos com IC de fracdo de ejecdo preservada (miR 1233, 183-3p,
190a, 193b-3p, 193b-5p e 545-5p) dos que tem fracdo de ejecdo diminuida (miR-125a-
S5p, 183-3p, 193b-3p, 211-5p, 494, 638, e 671-5p). As variacdes no perfil de
microRNAs podem ser explicadas pela variabilidade no fenétipo, gravidade da IC e

suas complicacdes, adequagdo dos controles e amostras de pequenas dimensdes

Assim, a descoberta dos microRNAs circulantes sugeriu a possibilidade de
utilizacdo do padrdo de expressdo destas moléculas como biomarcadores, avaliados de
forma nao invasiva, para predizer o desenvolvimento, diagnosticar, classificar, avaliar o
progndstico e monitorar o tratamento da IC. (GAGGIN e JANUZZI, 2013; LEITE-
MOREIRA et al., 2013; OIKONOMOU et al.; 2013; CARVALHO et al., 2012). Neste
contexto, varios estudos tem determinado os niveis de microRNAs circulantes em
pacientes com IC e avaliado o seu potencial como biomarcadores desta doenca

(ADACHI et al., 2010; CORSTEN et al., 2010).
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3 OBJETIVO

e Identificar microRNAs circulantes em pacientes com insuficiéncia cardiaca

cronica com fracdo de ejecdo reduzida.

4 MATERIAIS E METODOS
4.1Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo transversal

4.2 Definicao da Amostra

A selecao dos pacientes seu de forma aleatéria. Foram inseridos no estudo
10 pacientes divididos em 2 grupos: O GRUPO I temos 05 pacientes portadores de
insuficiéncia cardiaca classe funcional II a IV da New York Heart Association com
fracdo de ejecdo reduzida (<50%) e no GRUPO II os casos-controles com 05 pacientes
sem diagnostico de insuficiéncia cardiaca. Ambos os grupos tem-se idade acima de 18
anos, de ambos o0s sexos, em acompanhamento no ambulatério de Cardiologia

localizado no Hospital Materno Infantil - UFMA no periodo de Marc¢o a Junho de 2016.
Critérios de inclusdao do GRUPO 1

e Pacientes adultos portadores de insuficiéncia cardiaca classe funcional II a

IV em acompanhamento no ambulatério de Insuficiéncia Cardiaca,

Critérios de inclusao do GRUPO 2

e Pacientes adultos sem diagndsticos de insuficiéncia cardiaca ou qualquer
afeccdo cardiaca que foram atendidos no Ambulatério de Cardiologia para

realizacdo de Risco Cirdrgico.

Critérios de ndo — inclusio
e Pacientes menores de 18 anos

e Pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca classe funcional L.
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e Paciente com IC e F.E. >50 %

4.3 Coleta de Informacdes do Paciente

Ap6s a concordancia do individuo em participar da pesquisa e assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), realizou-se a coleta de dados, por
intermédio de uma Ficha-Protocolo (APENDICE A). Sendo realizado o levantamento
de dados socioecondmicos e de saude, dos quais constaram dados de identificagdo,
antecedentes pessoais e familiares, informagdes quanto aos hébitos sociais e de vida.
Em seguida, os pacientes foram submetidos a coleta de sangue, afericdo da pressio
arterial, coletados dados antropométricos. Todos os pacientes com IC realizaram

Ecodopplercardiograma.

4.3.1 Coleta de sangue, separacao e armazenamento do soro das amostras

Foram coletadas amostras de 10mL de sangue periférico, a vacuo, em tubos
estéreis contendo EDTA (BD Vacutainer® Venous Blood Collection) para as andlises

moleculares para ambos os grupos.

Os tubos foram mantidos por 20 minutos em temperatura ambiente (18 a 24° C,
média de 22° C) nos locais de coleta e processados por 10 min a 1900 x g (3000 rpm)
em centrifuga refrigerada a 4 ° C. Normalmente até 4-5 ml de soro foram obtidos a
partir de 10 ml de sangue total. O volume foi transferido cuidadosamente do
sobrenadante limpo (soro), distribuido em aliquotas nos novos tubos ependorf de 1,5
mL e congelados em freezer a -80° C, para um armazenamento mais longo no Centro de

Pesquisa Clinica — CEPEC.

Posteriormente as amostras foram acondicionadas de maneira adequada (caixa
térmica para transporte a 4°C) e enviadas ao Laboratorio Cardiovascular do Hospital das

Clinicas de Porto Alegre — HCPA para extracdo e andlise dos microRNAs.
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4.4 Extracao e analise de MicroRNAs

4.4.1 Protocolo de purificacio e extracio de miRNAs (Kit miRNeasy Serum/
Plasma)

Para purificagdo do RNA total foi utlizado o Kit MiRNeasy Serum / Plasma
(Qiagen, Hilden, Alemanha), contendo o reagente QIAzol para extragdo do RNA total e
MiRNeasy Serum / Plasma Spike-In Control para normalizacdo da purificacdo de
microRNA do soro.

O protocolo de extracdo e purificacdo seguido e validado estd descrito
abaixo:

1. Para processamento dos tubos congelados, incubamos a 25°C em banho-
maria por 25 minutos ou até que estivessem completamente descongelados e os sais
dissolvidos.

2. Adicionado 250 pl de Reagente de Lise QIAzol (5 volumes) para 50 pl

de soro.

3. Os tubos foram mantidos em temperatura ambiente (25°C) por 5 minutos;

4. Adicionado 3,5 pl de de soro de miRNeasy / Plasma Spike-In Control
(1,6 x 108 Copias / pul de solucdo de trabalho) e misturados.

5. Adicionado cloroférmio em volume igual ao a amostra inicial, fechado e
agitado vigorosamente no Vortex por 5 segundos;

6. Colocados os tubos novamente em temperatura ambiente (25°C) por 2-3
minutos;

7. Tubos centrifugados a 12000xg a 4°C e divididos em 3 fases: fase aquosa
superior contendo RNA, interfase branca e a fase vermelha orgénica;

8. Transferido a fase aquosa superior de cada tubo para outros tubos novos,
evitando a transferéncia do material interfasico. Adicionado 1,5 volumes de alcool a
100% ao volume contido no tubo;

9. Transferido 700 pl da amostra com o precipitado formado e inserido para
colunas Rneasy MinElute de 2mL contida em novos tubos coletores, fechados
cuidadosamente e centrifugados a 8000xg (10000rpm) por 15 segundosa temperatura de
15 - 25°C. Descartado o fluxo;
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10. Reutilizando o tubo da etapa 10, repete-se a etapa 9. Descartado o fluxo
e reutilizou-se novamente o tubo coletor;

11. Adicionado novamente 700 pl da amostra as colunas Rneasy MinElute
de 2mL e centrifugados a 8000xg (10000rpm) por 15 segundos para lavagem da coluna.
Descartado o fluxo e reutilizou-se novamente o tubo coletor;

12. Pipetado 500 pl da amostra as colunas Rneasy MinElute de 2mL e
centrifugados a 8000xg (10000rpm) por 15 segundos para lavagem da coluna.
Descartado o fluxo e reutilizou-se novamente o tubo coletor;

13. Adicionado 500 pl de etanol a 80% as colunas Rneasy MinElute de
2mL, fechados e centrifugados a 8000xg (10000rpm) por 2 munutos para lavagem da
membrana da coluna. O etanol a 80% foi preparado com etanol a 96-100% e agua livre
de RNase. Descartado o tubo coletor;

14. Apo6s centrifugacdo, as colunas Rneasy MinElute de 2mL foram
colocadas em novos tubos de 2 mL cuidadosamente e descartados na proxima etapa;

15. Novamente as colunas Rneasy MinElute de 2mL foram colocadas em
novos tubos de 1,5 mL cuidadosamente, adicionado 14 pl de agua livre de Rnase no
centro das colunas. Os tubos foram fechados, mantidos por 10 minutos em bancada. Foi
pipetado a amostra do fundo do tubo coletor, inserido na coluna novamente (repetido
novamente) e posteriormente centrifugadas por 1 minuto na velocidade méxima;

16. Pipetar a amostra do fundo do tubo e inserir nas colunas Rneasy
MinElute pela 3 vez;

17. Centrifugadas por 1 minuto na velocidade maxima;

18. Pipetar a amostra final (14 pl) e descartar as colunas;

19. Congelamento a -80°C as amostras finais.

4.4.2 Microarranjo

O painel de expressdo dos microRNAs foi determinado por meio da técnica
de microarranjo de microRNAs utilizando a matriz GeneChip™ miRNA 4.0
Affymetrix® de acordo com o protocolo do fabricante e comparados com mais de 500

microRNAs maduros descritos no banco de dados miRbase.
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O software Affymetrix® GeneChip® Command Console® (Affymetrix
miARN 4.0) foi utilizado para quantificar e analisar a expressdo de microRNA entre os

grupos casos e controles.

4.5 Aspectos Eticos

Este trabalho foi submetido a apreciacio do Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitirio da UFMA (CEP-HUUFMA), com parecer consubstanciado
nimero 1.427.475 e vinculado a um projeto maior intitulado “PROGRAMA DE
ASSISTENCIA AO PORTADOR DE INSUFICIENCIA CARDIACA: AVALIACAO
DE BIOMARCADORES E EDUCACAO DA COMUNIDADE” que obteve
financiamento aprovado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa e ao Desenvolvimento

Cientifico e Tecnolégico do Maranhdo (FAPEMA) junto ao Edital N° 017/2014 - AEXT

Todos os pacientes que concordaram em participar do trabalho assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para utilizacdo dos dados obtidos.
Conforme Resolucao n® 466/12 do Conselho Nacional de Saude que trata de Pesquisas

envolvendo Seres Humanos.

4.6 Analise Estatistica

Para assegurar a validade na entrada dos dados, os mesmos foram digitados
duas vezes, por pessoas diferentes e comparados. Posteriormente foi realizado a anélise
descritiva das varidveis, quando qualitativas por frequéncias e percentagens. E as
quantitativas foram apresentadas por meio de média + desvio padrdo ou mediana e

intervalo interquartil, conforme a normalidade testada com Shapiro Wilk.

Na andlise dos miRNAs para normalidade dos dados foram utilizadas
transformacoes logaritimas (log2) e ANOVA para comparagdo dos grupos. O nivel de
significancia adotado foi de 5% e os dados foram analisados no programa estatistico

Data Analysis and Statistical Software - STATA 14.0.
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5 - RESULTADOS

Artigo Original

MicroRNA COMO BIOMARCADOR NA INSUFICIENCIA CARDIACA

RESUMO

Introducao: A Insuficiéncia Cardiaca (IC) é caracterizada como a incapacidade de
manter as necessidades metabdlicas dos tecidos, quando o coragdo nio consegue manter
o débito cardiaco adequado. No sistema cardiovascular sdo expressos aproximadamente
150 a 200 microRNAs, regulados em resposta ao estresse cardiaco e parte dele podem
ser encontrados na corrente sanguinea sendo denominados como miRNAs circulantes.
Objetivo: Avaliar os perfis de miRNAs circulantes em pacientes com insuficiéncia
cardiaca cronica com fracdo de ejecdo reduzida. Metodologia: Estudo transversal com
10 pacientes: 05 portadores de IC com FE < 50% e 05 do grupo controle. Foram
coletados 10 ml de sangue para andlise dos miRNAs, centrifugado a 4C° por 10 min e
depois armazenado a -80°C até o momento do isolamento. Para purificacio do RNA
total foi utlizado o Kit MiRNeasy Serum / Plasma (Qiagen, Hilden, Alemanha),
segundo recomendacdo do fabricante. Resultados: A média de fracdo de ejecdo nos
paciente com IC foi de 39,6%. Na analise dos miRNAs obteve-se expressdo aumentada
para o mirl1207-5P (P=0,005), mir6887 (p= 0,007), mir548a-3p (p=0,03), mir 4530 (p=
0,02), e expressdo reduzida para o mir 3157-3p (p= 0,02) e mir1234-3p (0,04).
Resultados: Obteve-se expressdo aumentada para o mir-1207-5P (P=0,005), mir-6887
(p=0,007), mir-548a-3p (p=0,03), mir-4530 (p= 0,02), e expressdo reduzida para o mir-
3157-3p (p=0,02) e mir-1234-3p (0,04). Conclusao: Neste estudo, foram identificados
possiveis novos miRNAs circulantes em pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca

com fracao de ejecdo reduzida, a serem confirmados em novos estudos.

Palavras-chave: Insuficiéncia Cardiaca. MicroRNA. Biomarcadores.
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SUMMARY

Introduction: Heart Failure (HF) is characterized as an inability to maintain the tissues'
metabolic needs when the heart fails to maintain adequate cardiac output. In the
cardiovascular system approximately 150 to 200 microRNAs, regulated in response to
cardiac stress, are expressed and part of it can be found in the bloodstream being termed
as circulating miRNAs. Objective: To evaluate the profiles of circulating miRNAs in
patients with chronic heart failure with reduced ejection fraction. Methods: Cross-
sectional study with 10 patients: 05 patients with HF with EF <50% and 05 of the
control group. 10 ml of miRNAs were collected, centrifuged at 4 ° C for 10 min and
then stored at -80 ° C until isolation. For purification of the total RNA for use the
MiRNeasy Serum / Plasma Kit (Qiagen, Hilden, Germany), according to the
manufacturer's manual. Results: A mean ejection fraction in patients with HF was
39.6%. The expression of miRNAs was increased for mir1207-5P (P = 0.005), mir6887
(p =0.007), mir548a-3p (p = 0.03), mir 4530 (p = 0.02), and reduced expression for mir
3157-3p (p = 0.02) and mir1234-3p (0.04). Results: Increased induction was obtained
for mir-1207-5P (P = 0.005), mir-6887 (p = 0.007), mir-548a-3p (p = 0.03), mir-4530 (p
= 02), and reduced expression for mir-3157-3p (p = 0.02) and mir-1234-3p (0.04).
Conclusion: In this study, new miRNAs circulating in patients with heart failure with

reduced ejection fraction were identified and confirmed in new studies.

Key words: Heart Failure. MicroRNA. Biomarkers.

1 INTRODUCAO

A Insuficiéncia Cardiaca (IC) € caracterizada como a incapacidade de
manter as necessidades metabdlicas dos tecidos, quando o cora¢do nao consegue manter
o débito cardiaco adequado, ou consegue fazé-lo a custa do aumento das pressdes de

enchimento do ventriculo esquerdo

MicroRNAs (miRNAs) sd@o um grupo recém-descoberto de pequenos RNAs,

nio codificantes, com aproximadamente 19-25 nucleotideos de extensdo, que tem se
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destacado por sua singular habilidade de modular uma enorme e complexa rede

regulatéria da expressdo dos genes 6.

Os miRNAs sdo resultantes da clivagem de um RNA maior ndo codificante,
chamado de pri-miRNA (primitive-miRNA), que possui uma estrutura secundaria em
forma de grampo. No nucleo os pri-miRNAs s@o processados em um precursor (pre-
miRNAs) de aproximadamente 65 nucleotideos, pela proteina Drosha, uma RNAse do
tipo III, associada a outra proteina-DGCRS. Os pre-miRNAs sdo exportados para fora
do nudcleo por associacdo a exportina-5 e uma vez no citoplasma os pre-miRNAs serdo
clivados em miRNA maduro de fita dupla pela ribonuclease “Dicer”, posteriormente
uma das fitas, que atuard como mirRNA funcional, interage com a proteina Argonauto
(Ago), para formar o Complexo de Silenciamento induzido por RISC, importante no

direcionamento do mirRNA até o mRNA-alvo. "8

Sabe-se que no sistema cardiovascular sdo expressos aproximadamente 150
a 200 miRNAs, regulados em resposta ao estresse cardiaco agudo, em longo prazo a
resposta compensatéria do coracdo a uma lesdo cronica ou sobrecarga hemodinamica.®
A maioria dos estudos clinicos tem se baseado na mensuracao dos niveis de expressao
de miRNAs em amostras do tecido de origem. Entretanto, recentemente alguns miRNAs
também foram encontrados na corrente sanguinea sendo denominados como miRNAs
circulantes ou c-miRNA. Isto os torna potencialmente utilizdveis para testes rapidos,

contribuindo para diagnodstico e manejo clinico da IC, ja que poderdo ser mensurados

por via periférica. °-1°

Assim, a descoberta dos microRNAs circulantes sugeriu a possibilidade de
utilizacdo do padrio de expressdo destas moléculas como biomarcadores, avaliados de
forma niao invasiva, para predizer o desenvolvimento, diagnosticar, classificar, avaliar o

progndstico e monitorar o tratamento da IC. '%-!!

z

Portanto, o objetivo deste estudo € identificar miRNAs circulantes em

pacientes com insuficiéncia cardiaca cronica colm fragcdo de ejecao reduzida.

2 MATERIAIS E METODOS
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2.1 Definicao da Amostra

Estudo transversal realizado com 10 pacientes divididos em 2 grupos: O
GRUPO I com 05 pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca classe funcional II a IV
da New York Heart Association com fracdo de ejecdo reduzida (<50%) e o GRUPO II
com 05 pacientes sem diagndstico de insuficiéncia cardiaca. Ambos os grupos com
idade acima de 18 anos, de ambos os sexos, em acompanhamento no ambulatério de
Cardiologia localizado no Hospital Materno Infantil - UFMA no periodo de Marc¢o a
Junho de 2016.

2.2 Coleta de Informacées do Paciente

Ap0s a concordancia do individuo em participar da pesquisa e assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), realizou-se a coleta de dados, por
intermédio de uma Ficha-Protocolo. Sendo realizado o levantamento de dados
socioecondmicos e de saude, dos quais constaram dados de identificacdo, antecedentes
pessoais e familiares, informacdes quanto aos héabitos sociais e de vida. Em seguida, os
pacientes foram submetidos a coleta de sangue, afericdo da pressdo arterial, coletados

dados antropométricos. Todos os pacientes com IC realizaram Ecodopplercardiograma.

2.3.1 Coleta de sangue, separacao e armazenamento do soro das amostras

Foram coletadas amostras de 10mL de sangue periférico, a vdcuo, em tubos
estéreis contendo EDTA (BD Vacutainer® Venous Blood Collection) para as andlises

moleculares para ambos os grupos.

Os tubos foram mantidos por 20 minutos em temperatura ambiente (18 a
24° C, média de 22° C) nos locais de coleta e processados por 10 min a 1900 x g (3000
rpm) em centrifuga refrigerada a 4 ° C. Normalmente até 4-5 ml de soro foram obtidos a
partir de 10 ml de sangue total. O volume foi transferido cuidadosamente do
sobrenadante limpo (soro), distribuido em aliquotas nos novos tubos ependorf de 1,5
mL e congelados em freezer a -80° C, para um armazenamento mais longo no Centro de

Pesquisa Clinica — CEPEC.
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Posteriormente as amostras foram acondicionadas de maneira adequada e
enviadas ao Laboratério Cardiovascular do Hospital das Clinicas de Porto Alegre —

HCPA para extragdo e analise dos microRNAs.

2.4 Extracao e analise de MicroRNAs

2.4.1 Protocolo de purificacao e extracao de miRNAs (Kit miRNeasy Serum/
Plasma)
Para purificagdo do RNA total foi utlizado o Kit MiRNeasy Serum / Plasma

(Qiagen, Hilden, Alemanha), contendo o reagente QIAzol para extragdo do RNA total e
MiRNeasy Serum / Plasma Spike-In Control para normalizagdo da purificacdo de
microRNA do soro. O protocolo de extragdo e purificacdo foi realizado conforme

orientacdo do fabricante.

2.4.2 Microarranjo

O painel de expressao dos microRNAs foi determinado por meio da técnica
de microarranjo de microRNAs utilizando a matriz GeneChip™ miRNA 4.0
Affymetrix® de acordo com o protocolo do fabricante e comparados com mais de 500
microRNAs maduros descritos no banco de dados miRbase.

O software Affymetrix® GeneChip® Command Console® (Affymetrix
miARN 4.0) foi utilizado para quantificar e analisar a expressao de microRNA entre os

grupos casos e controles.

2.5 Analise Estatistica

Para assegurar a validade na entrada dos dados, os mesmos foram digitados
duas vezes, por pessoas diferentes, e comparados. Realizamos a anélise descritiva das
varidveis, quando qualitativas por frequéncias e percentagens e as quantitativas sao
apresentadas por meio de média + desvio padrao conforme a normalidade testada com
Shapiro Wilk. Na andlise dos miRNAS para normalidade dos dados foram utilizadas
transformacoes logaritimas (log2) e ANOVA para comparacdo dos grupos. O nivel de
significancia adotado foi de 5%. Os dados foram analisados no programa estatistico

Data Analysis and Statistical Software - STATA 14.0.
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2.6 Aspectos Eticos

Todos os pacientes que concordaram em participar do trabalho assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para utilizacio dos dados obtidos.
Conforme Resolucao n° 466/12 do Conselho Nacional de Saude que trata de Pesquisas
envolvendo Seres Humanos. Este trabalho foi aprovado no Comité de Etica e Pesquisa
(CEP) do Hospital Universitario Presidente Dutra (HUPD) em consoante a Declaracao
de Helsinki com parecer consubstanciado n°® 1.427.475 e realizado com fomento da
Fundagdo de Amparo a Pesquisa e Desenvolvimento Cientifico do Maranhdo -

FAPEMA

3 - RESULTADOS

Os dados sociodemograficos e clinicos estdo expressos na tabelal. Os
pacientes apresentavam-se em classe funcional II (03 pacientes), classe funcional III (01

paciente) e classe funcional IV (01 paciente), com uma média de FE de 39,6%.

Pela técnica do microarranjo, avaliou-se os miRNAs comparando os grupos
dos individuos com IC e individuos sem IC. Na andlise, foram identificados mais de

6000 miRNAS.

No quadro 1, estdo expressos os miRNAs ja descritos em pacientes com IC
em outros estudos, porém sem significancia estatistica e os achados desta pesquisa (P <
0,05). Os miRNAs com expressdao aumentada foram os miR-1207-5P (P=0,005), miR-
6887 (p= 0,007), miR-548a-3p (p=0,03), e miR-4530 (p= 0,02), e os de expressdo
reduzida foram o miR-3157-3p (p=0,02) e miR-1234-3p (0,04).

No mapa de calor (figura 1), observa-se pela diferenca de cores, em
vermelho, maior a quantidade de miRNAs circulante e em azul a menor quantidade de
miRNAS circulantes. Visualmente os mir1207-5P (P=0,005), mir6887 (p= 0,007) e o
3157-3p (p= 0,02) sdo os que melhor representam essa diferenca. Tal diferenca pode
ser melhor entendida quando observada na figura 2, mostrando de forma quantitativa e

visual a diferenga dos miRNAs no grupo com e sem IC.

5- DISCUSSAO



24

Este estudo demonstrou a presenca de miRNAS circulantes, ainda que sem
significancia estatistica, ja detectados em outros estudos realizados com pacientes com
IC, e foram detectados novos miRNAS, ndo descritos anteriormente em pacientes com

IC.

No Brasil temos evidéncias de estudo realizado no Sul do pais ®

relacionando outros miRNAs como o miR-21, miR-126 e miR-423-5p. Tal estudo
realizado com 63 paciente com IC classe funcional III e IV, a maioria sendo de etiologia
isquémica e hipertensiva com média de idade de 63 anos e fracdo de ejecdo de 26%. Os
pacientes foram avaliados em trés momentos: na descompensacdo, apds compensacao
clinica inicial e 3 meses apds. O estudo evidenciou 423-5p aumentando na
descompensagdo até a avaliacdo pds alta e o mir-21 e mir-126 diminuem durante a

melhora clinica dos pacientes com insuficiéncia cardiaca.

O mir-423-5p permite diferenciar também pacientes com IC daqueles sem
IC que apresentam quadro de dispneia. Um estudo realizado em Amsterdam com 12
pacientes com IC e 12 controles selecionaram 16 miRNAs para um segundo estudo
clinico com 39 controles saudaveis e 50 casos com dispnéia, dos quais 30 foram
diagnosticados com IC e 20 foram diagnosticados com dispnéia atribuivel a causas nao
relacionadas 2 IC, sugerindo fortemente a relaco entre o mir-423-5p e IC. °

Um estudo de revisdo realizado no Brasil cita o conhecimento de cerca de
150 a 200 mirRNA expressados no sitema cardiovascular regulados pelo stress cardiaco
ou/e a longo prazo durante a resposta compensatdria do coracdo a uma lesdo cronica ou
sobrecarga hemodinamica, dentre eles o mir-423-5p e o mir-21. O primeiro embora ja
conhecido como um possivel biomarcador para IC, sua fun¢do no sistema cardiovacular
permanece controverso; o segundo atua na indugdo de células endoteliais pelo shear
stress, modula a apoptose e regula a funcdo das células do musculo liso vascular, no
entanto sua acdo na hipertrofia cardiaca é controversa. '

Outro estudo de revisdo mais recente, realizada em Singapura, abordou 21
estudos apresentando uma variedade importante entre os miRNAs estudados, tais quais
tamanho de amostras, variando entre 11 e 135 pacientes e material estudado (soro,
plasma e bidpsia de tecido cardiaco).!® Entre os miRNAS descritos nesta revisio foram
presentes em nosso trabalho os mir-183-3p, mir-190a, mir-211-5p, mir-494 e o miR-

423-5p, miR-21, no entanto sem significancia estatistica.
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Outros miRNAS encontrados em nosso estudo, ndo sio descritos em outros
trabalhos como cardioespecificos e observam-se poucas citacdes sobre sua relacio com
a insuficiéncia cardfaca. E importante ressaltar que alguns miRNAS como o mir-21,
possui um padrdo regular de super expressdo na insuficiéncia cardiaca e em outras
condi¢cdes como em algumas neoplasias 14 da mesma maneira, alguns dos miRNAs
detectados neste estudo, tiveram expressdes em outras situagdes clinicas, como também
no cancer, sugerindo que miRNAs possam ter comportamento comum em resposta ao

estresse e ao crescimento patoldgico de células.

Um estudo americano recente no qual acompanhou 43 pacientes tratado
com [-bloqueador e média de fracdo de ejecdo de 24% por 12 meses apontou o mir-
1207-5p como up-regulated (p=0,02) e que mudangas dindmicas na expressdo de
miRNAs pode ser preditivo remodelamento cardiaco reverso °. O remodelamento é
uma alteracdo na estrutura cardiaca no qual pode resultar em alteracdes funcionais do
coragdo e ocorre em resposta a alteracdes patoldgicas tais como a hipertensdo e a
obesidade. O remodelamento reverso € a melhora da fun¢do cardiaca associado a um
tratamento otimizado '°. Em nosso estudo ,todos os pacientes com IC eram hipertensos
e 60% deles com alteracao de peso.

O mir-1207-5p foi observado em outro trabalho !’

, no qual se estudou o
perfil dos miRNAS associado aos niveis de lipidios séricos e o metabolismo da glicose
e resisténcia a insulina no risco cardiovascular de jovens finlandeses associados ao risco
cardiovascular, neste o mir-1207-5p foi correlacionado com os niveis de hemoglobina
glicosilada, e regulados para baixo; em outro estudo sobre risco cardiovascular, no qual
as artérias corondrias humana foram tratadas com LDL minimamente oxidado
(moxLDL), mostraram que mirRNAs dentre eles o mir-1207-5p tem relagdo com a
diferenciagdo do fenétipo do musculo liso vascular contrétil, no entanto o estudo nio
cita claramente como tal mirRNA foi regulado '8,

O mir-1207-5p foi citado em outros trabalhos,'” na drea de oncologia, no
qual apresentou-se de forma suprimida relacionado a modulagdo da expressdo de
oxigenasse-1(codificada por HMOXI1), um microssoma hepdtico indutivel que
desempenha um papel importante na maquinaria citoprotectora, ja em outro estudo

relacionou-o com acionamento do gatilho genético na gravidade de nefropatias. 2°
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O mir-548a-3p é outro miRNA pouco estudado e de conhecimento limitado
tanto sobre sua expressao, quanto sobre alteragdes sistemicas decorrentes. No campo da
cardiologia um estudo eslovéno relizado com bidpsia de tecido cardiaco 24h pds 6bito
de 37 pacientes infartados, com idade entre 57-94 anos identificou 77 miRNAs que
etavam abaixo do sinal de deteccio, dentre eles o mir-548a-3p 2!.

Em nosso estudo o mir-548-3p circulante aprentou expressdo aumentada.
Fora do campo da cardiologia outro estudo faz referéncia ao mir-548-3p 2. Este
avaliou 10 grupos de dados de diferentes tipo de cancer e observou o mir-548-3p
presentes em 8 dos 10 grupos evidenciando diferentes caracteristicas metabdlicas e vias
reguladoras. Um tnico miRNA pode regular vérios genes alvos distintos, assim também
um tUnico gene pode ser regulado por diversos miRNAs. Na insuficiéncia cardiaca € a
primeira vez que o mir-548a-3p (p=0,03) é encontrado. E possivel que mesmo estando
presente em pacientes com neoplasias, possa estar expresso em pacientes com IC.

O mir-4530 ndo foi descrito em estudos com pacientes com insuficiéncia
cardiaca, tem-se poucos estudos inclusive tratando de outras afec¢des. Nas afeccoes
cardioldgicas foi observado um estudo com amostra de tecido cardiaco de 18 pacientes,
retirados durante cirurgia de troca valvar, que avaliou os miRNAs por microrray nos
tecidos de 4trios direito e esquerdo de pacientes com fibrilacdo atrial e doencga de vélva
mitral reumatica, 42 miRNAs foram observados no atrio direito, dentre eles o mir-4530
23, Embora os miRNAs tenham sido isolados em tecidos, sabe-se que na lesdo cardiaca
pode haver extravasamento de miRNA para o meio circulante e sua provdvel
identificacdo por sangue periférico.'”

Fora do contexto da IC hd um estudo no qual um ensaio de microarrays foi
realizada para estudar o padrio de expressio de miRNAs em células de
rabdomiossarcoma humano infectadas com EV7, um tipo de virus, no qual observou-se
0 miR-4530 como up-regulated, atuando como ponto chave nas complicadas interacdes
patégeno-hospedeiro.?* Tem-se evidéncia do mir-430 também na expressdo de células T
CD8+ em brucelose cronica e colangiocarcinoma intra-hepatico, este ultimo a andlise
realizada diretamente do tecido peritumoral 22

O mir-3157-3p ndo foi descrito em estudos com pacientes com insuficiéncia
cardiaca. No entanto num estudo chinés, coletou-se amostras de sangue periférico em 10
pacientes coronariopatas antes da realizar angiografia coronariana e demonstrou que

alguns miRNAs, dentre eles o mir-3157-3p, ha relacdo com a doenga coronariana, €
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podem estar envolvidos na via do sinal MAPK, na proliferagao e apoptose de células, na
proteina do esqueleto da actina e outros processos bioldgicos podendo ainda afetar a
reacdo imune®’, contudo a via MAPK est4 presente também na hipertrofia miocardica
no paciente com IC como mediador da sinalizacao hipertréfica das células miocérdicas,
induzindo a transcri¢do de genes associados 2 hipertrofia 5.

Nao encontramos estudos relacionando o miR-6887, com pacientes com IC.
Num banco de dados pesquisdvel e integrador que fornece informacdes abrangentes e de
facil utilizacdo sobre os genes humanos anotados e previstos, descreve suas vias
relacionadas ao transporte de canais de fons e a condugdo cardiaca envolvendo diversos
genes envolvidos principalmente 0 CACNG3, CACNAIS envolvidos na regulacdo do
canais de cdlcio; KCNKS5, KCNES5 envolvidos na regulacdo do canais de potéssio,
inclusive este relacionado com a fibrilacdo ventricular idiopdtica; e o ATP2Al,
ATP2A2 que regulam a contragdo e relaxamento muscular, inclusive do musculo
cardiaco. 23

O 1234-3p tem relacdio com o cancer gastrico, no qual sua expressdo &
reduzida quando ha interferéncia do gene da p-catenina.>! Nesse mesmo estudo o mir-
423 -5p também foi observado. O mir-423-5p j4 tinha sido proposto como um potencial
biomarcador em IC.*!° Como um tnico miRNA é capaz de regular diversos genes-alvo,
¢ possivel que diversos miRNAs estejam regulando oncogenes e também genes
relacionados a IC.

Acreditamos que talvez o numero de individuos estudados tenha
comprometido a relacdo de miRNAs ja descritos na literatura e sua significancia
estatistica neste estudo ou que a expressdo dos miRNAs possa ter relacdo com a
variabilidade genética dos individuos de cada regido, pois é sabido que as variagdes no
perfil de miRNAs podem ser explicadas pela variabilidade no fendtipo, gravidade da IC
e suas complicacdes, tdo quanto a adequacdo dos controles e amostras de pequenas

dimensdes. 4

6- CONSIDERA COES FINAIS
Embora os miRNAs observados no estudo tenha relacdo também com outras
patogéneses, foi descrito pela primeira vez sugerindo uma associa¢do com IC. Contudo,

este estudo € limitado pelo nimero relativamente pequeno de pacientes. Entretanto, ele
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permite propor que os miRNAs circulantes miR-1207-5P , miR-6887, miR-548a-3p,
miR-4530, miR-3157-3p e miR-1234-3p podem ser de importancia clinica na IC, porém
estudos maiores sdo necessdrios para confirmar a capacidade de diagndstico dos
miRNAs identificados e esclarecer a influéncia de variabilidade genética das

populacdes na expressao de miRNAs relacionado a Insuficiencia Cardiaca.
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Tabela 1. Pacientes segundo aspectos socioecondomicos e dados clinicos. Sdo Luis, 2016

GRUPO I GRUPO II
n % média n % média

IDADE ( anos) - - 55,8+10,0 - - 572479
SEXO
masculino 2 40 3 60
feminino 3 60 2 40
ESTADO CIVIL
solteiro 2 40 1 20
Casado 2 40 3 60
Viuvo 1 20 1 20
divorciado - - - ;
RENDA
< 1 salario 1 20 1 20
1 salario 3 60 3 60
2 salarios 1 20 1 20
> 3 salarios - - - -
ESCOLARIDADE
analfabetos 1 20 1 20
ensino fundamental 2 40 2 40
ensino médio 2 40 2 40
ensino superior - - - ;
ETILISTA
Sim - - 2 40
Nio 5 100 3 60
TABAGISTA
Sim - - - -

Nao 5 100 2 40



DIABETICO

Sim 2 40 3 60
Nao 3 60 2 40
HIPERTENSO

sim 5 100 4 80
Nao - - 1 20
ATIVIDADE FiSICA

1x semana - - 2 40
2X semana 1 20 2 40
3x semana 1 20 - -
> 3X semana - - - -
nao realiza 3 60 1 20
CARDIOPATIA NA FAMILIA

sim 3 60 3 60
ndo 2 40 2 40
IMC

baixo peso 0 0 1 20
peso normal 1 20 2 40
pré - obesidade 2 40 2 40
obesidade grau I 1 20 0 0
obesidade grau II 1 20 0 0
CIRC. ABDOMINAL

homem (> 102cm) 1 50 2 66,7
mulher (> 88cm) 2 66,7 2 100
FREQUENCIA CARDIACA 78+16,3 83,8+18,1
PRESSAO ARTERIAL

Normal 3 60 1 20
pré-hipertensio 1 20 2 40
hip. estagio 1 1 20 1 20
hip. estdgio II - - 1 20
hip. estagio III - - - -
CLASSE FUNCIONAL

1I 3 60

11 1 20

v 1 20
FRACAO DE EJECAO - - 39,675
TOTAL 5 100% 5 100 %

32
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QUADRO 1. miRNAs relacionados com IC comparado com o grupo controle. Sao Luis, 2016

Transcript ID Saudavel | Insuficiencia | Saudavel | Insuficiencia Fold Change ANOVA p-value | FDR p-value
(Array Design) Bi-weight | cardiaca Bi- | Standard cardiaca | (linear) (Saudavel | (Saudavel vs. (Saudavel
Avg Signal | weight Avg | Deviation | Standard vs. Insuficiencia Insuficiencia vs.
(log2) Signal (log2) Deviation cardiaca) cardiaca) Insuficiencia
cardiaca)
hsa-miR-423-5p 1,54 1,74 0,17 0,75 -1,15 0,161123 0,976164
hsa-mir-210 1,31 1,38 0,1 0,18 -1,05 0,332048 0,98228
hsa-mir-367 1,16 1,23 0,2 0,09 -1,05 0,335916 0,98228
hsa-mir-22 1,19 1,21 0,29 0,29 -1,01 0,62874 0,99258
hsa-mir-21 1,26 1,23 0,07 0,16 1,02 0,883079 0,996692
hsa-mir-92b 1,37 1,28 0,61 0,12 1,06 0,382583 0,98228
hsa-mir-126 1,63 1,47 0,12 0,23 1,11 0,468558 0,98228
hsa-miR-320a 5,69 5,11 1,88 1,25 1,5 0,568245 0,99197
hsa-miR-211-5p 1,39 1,19 0,23 0,31 1,15 0,179442 0,976164
hsa-mir-190a 1,18 1,07 0,1 0,22 1,08 0,862158 0,996692
hsa-miR-183-3p 1,3 1,28 0,29 0,22 1,01 0,793031 0,996692
hsa-mir-494 1,24 1,03 0,14 0,13 1,15 0,077121 0,976164
hsa-miR-1207-5p 1,31 2,33 0,12 0,53 -2,02 0,0052 0,890938
hsa-mir-6887 1,14 1,75 0,15 0,25 -1,53 0,007207 0,948091
hsa-miR-548a-3p 1,6 2,5 0,36 0,54 -1,86 0,035537 499
hsa-miR-4530 1,49 2,17 0,27 0,59 -1,61 0,022233 0,949812
hsa-miR-3157-3p 3,29 2,11 0,93 0,22 2,26 0,020266 0,949812
hsa-miR-1234-3p 2,41 1,67 0,37 0,32 1,67 0,043146 0,976164
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FIGURA 1. Mapa de calor de miRNAs diferencialmente expressos na IC, Sao

Luis, 2016
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FIGURA 2. Comparagdo da expressiao dos miR 1207-5p (a), 6887 (b), 548a-3p (c),
4530 (d), 3157-3p (e) e 1234-3p (f) nos individuos com IC e sauddveis. Sdo luis, 2016
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A doenca cardiovascular pode surgir de perturbacdes na sinalizacdo
intracelular em varios tipos de células, incluindo musculo liso vascular e células
endoteliais, midcitos cardiacos e fibroblastos, bem como hepatdcitos, células b
pancredticas e outros (Neppl & Wang, 2014). Este estudo € limitado pelo ndmero
relativamente pequeno de pacientes. Por outro lado, sua relevancia clinica deve-se ao
fato de termos poucos estudos sobre o tema no Brasil. Além de termos demonstrado a
expressdo de miRNAs jid detectados em outros estudos com paciente com IC,
detectamos outros miRNAs, descritos pela primeira vez com expressao aumentada e
diminuida em pacientes com IC, porém sdo necessarios maiores estudos para confirmar
os miRNAs aqui identificados e esclarecer a sua influéncia de variabilidade genética das

populacdes na expressdo de miRNAs relacionado a Insuficiéncia Cardiaca
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: AVALIAGAO DA EXPRESSAO DE microRNAs EM PORTADORES DE
INSUFICIENCIA CARDIACA
Pesquisador: Jose Albuquerque de Figueiredo Neto
Area Tematica:
Versao: 4
CAAE: 49456914.2.0000.5086
Instituigdo Proponente: Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhao/HU/UFMA

Patrocinador Principal: FUND DE AMPARO A PESQUISA AO DESEN CIENTIFICO E TECNOLOGICO
DO MARANHAO - FAPEMA

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.427 475

Apresentagao do Projeto:

A Insuficiéncia Cardiaca (IC) & uma sindrome clinica de carater sistémico, definida com disfungédo
cardiacaque ocasiona inadequado suprimento sanguineo para atender necessidades metabdlicas tissulares,
na presenga de retorno venoso normal, ou fazé-lo somente com elevadas pressdes de enchimento.
Caracteriza-se por ser uma sindrome eminentemente clinica, sendo os sintomas a melhor forma para
diagnostica-la. A IC é a via final comum da maioria das cardiopatias. Representa um importante problema de
salde publica,

considerando-se a prevaléncia crescente e os indices de hospitalizagdo associados a alta morbimortalidade.
O custo socioeconémico desta sindrome é elevado, envolvendo dispéndio de medicamentos, internagdes
repetidas, perda de produtividade, aposentadorias precoces, eventuais cirurgias e, ocasionalmente,
transplante cardiaco. De acordo com os dados da |l Diretriz Brasileira de Insuficiéncia Cardiaca Crénica de
2009, durante o ano de 2007 a IC representou a terceira causa mais frequente de internagées hospitalares
no Sistema Unico de Satde (SUS), sendo mais prevalente na faixa etaria acima de 60 anos. A IC crénica
tem sido classicamente categorizada com base na intensidade de sintomas em 4 classes propostas pela
New York Heart Association. Estas classes estratificam o grau de limitag@o imposto pela doenca para
atividades cotidianas do individuo; vale dizer, portanto, que esta classificagao é
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Continuagéo do Parecer: 1.427.475

melhor o tratamento e avaliagéo da insuficiéncia cardiaca, podendo com isso diminuir o tempo de internagdo
hospitalar e piores desfechos.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
O estudo ¢ justificavel, pela importancia do cuidado ao portador de insuficiéncia cardiaca, representando
ainda importante na avaliagdo de biomarcadores na insuficiéncia cardiaca.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

O protocolo apresenta documentos referente aos "Termos de Apresentagcdo Obrigatéria™ Folha de
rosto,Declaragdo de compromisso em anexar os resultados na plataforma Brasil garantindo o
sigilo,Orcamento financeiro detalhado, Cronograma com etapas detalhada, Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido ( TCLE), Autorizagdo do Gestor responsavel do local para a realizagéo da coleta de dados e

Projeto de Pesquisa Original na integra em Word. Atende a Norma Operacional no 001/2013(item 3/ 3.3).

Recomendagédes:
Apos o término da pesquisa o CEP-HUUFMA sugere que os resultados do estudo sejam devolvidos aos
participantes da pesquisa ou a instituicdo que autorizou a coleta de dados de forma anonimizada.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

O PROTOCOLO atende aos requisitos fundamentais da Resolugdo CNS/MS n° 466/12 e suas
complementares.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O Comité de Etica em Pesquisa-CEP-HUUFMA, de acordo com as atribuigdes definidas na Resolugio CNS
n®466/2012 e Norma Operacional n°. 001 de 2013 do CNS, manifesta-se pela APROVAGAO do projeto de
pesquisa proposto.

Eventuais modificagbes ao protocolo devem ser inseridas a plataforma por meio de emendas de forma clara

e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Relatérios parcial e final
devem ser apresentados ao CEP, inicialmente apés a coleta de dados e ao término do estudo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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HOSPITAL UNIVERSITARIO DA

s
;@’ PP UNIVERSIDADE FEDERAL DO @MM S
By MARANHAO/HU/UFMA
Continuagéo do Parecer: 1.427.475
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas|PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 29/01/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 433038.pdf 17:52:09
TCLE/Termos de | TCLE_ajustado.pdf 29/01/2016 |Jose Albuquerque de| Aceito
Assentimento / 17:51:25 |Figueiredo Neto
Justificativa de
Auséncia
Recurso Anexado cartacep.jpg 27/01/2016 |Jose Albuquerque de| Aceito
pelo Pesquisador 15:22:26 | Figueiredo Neto
Projeto Detalhado / |PROJETO_MICRORNA pdf 25/01/2016 |Jose Albuquerque de| Aceito
Brochura 20:51:31 |Figueiredo Neto
Investigador
Declaragdo do Termo_Outorga_fapema.pdf 25/01/2016 |Jose Albuguerque de| Aceito
Patrocinador 13:48:50 | Figueiredo Neto
Folha de Rosto Folhaderosto MicroRNA_nova.pdf 07/12/2015 |Jose Albuquerque de| Aceito
11:07:14 _|Figueiredo Neto
Outros termoQutorgaAEXT.pdf 15/10/2015 |Jose Albuquerque de| Aceito
12:58:35 |Figueiredo Neto
Declaragdo de ParecerCOMICMICRORNA pdf 16/09/2015 |Jose Albuquerque de| Aceito
Instituicdo e 13:56:55 |Figueiredo Neto
Infraestrutura
Qutros TERMODECOMPROMISSO.doc 26/08/2015 |Jose Albuguerque de| Aceito
17:25:34 | Figueiredo Neto
Declaragdo de TERMODEANUENCIA.doc 26/08/2015 |Jose Albuqguerque de| Aceito
Pesquisadores 17:25:19 | Figueiredo Neto

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao
SAQO LUIS, 27 de Fevereiro de 2016
Assinado por:
Dorlene Maria Cardoso de Aquino
(Coordenador)
Enderego: Rua Bardo de Itapary n® 227
Bairro: CENTRO CEP: 65.020-070
UF: MA Municipio: SAO LUIS
Telefone: (98)2109-1250 Fax: (98)2109-1223 E-mail: cep@huufma.br
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ANEXO B — Comprovante de submissdo de artigo cientifico

—

SBC o - (@rquives Bem-vindo Raphael Costa MArinho
o TARDILOO I O Home Envio de Artigos Artigos Caixa de Mensagens Alteragio Cadastral Contato Formuldrios [ Autor ]

Dados do Artigo

Data de Envio: 07-16-2017 15:42:13 N°® do Artigo: 5276
Enviado per: Raphael Costa MArinho

Tipo de estude: Outros

Classificagdo: Artigo Original

Assunto: Insuficiéncia Cardiaca

Nome do comité de ética em pesquisa: Comité de Etica e Pesquisa do Hospital Universitario Presidente Dutra (HUFMA

N° da aprovagdo: 1.427.475
Data: 02-27-2016 00:00:00

Arquivos

Versdo n® 1 do artigo
Baixar a versdo n® 1
Baixar a versdo n® 1 completa (PDF)

Baixar o anexo n® 1

Figuras/Videos da versio n® 1
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APENDICE A - FORMULARIO DE COLETA DE DADOS
AVALIACAO DE BIOMARCADORES NO PORTADOR DE INSUFICIENCIA

CARDIACA
( ) Grupo IC ( ) Grupo controle
L-INOINIC....ceeeiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeet et ee ettt ee e r e arararasasasarasasssasasasasasasssssssssssssssssssssasnres
2- Idade........... 3- Sexo 1- (M) 2- (F);

4- Estado civil: (1) solteiro; (2) casado; (3) viuvo (4) divorciado

5- Renda Familiar: 1- () < 1 saldrio; 2- () 1 saldrio; 3- () 2 salérios; 4- () > ouigual a 3
salarios.

6- Ecolaridade: (1) analfabeto; (2) Ensino fundamental; (3) Ensino Médio; (4) Ensino
superior

7- Etilista? (1) sim (2) nao
8- Tabagista ? (1) sim (2) ndo
9- Diabetes Melittus ? (1) sim (2) ndo 9- Hipertenso ? (1) sim (2) ndo

10- Pratica atividade fisica ? (1) 1x na semana; (2) 2x na semana; (3) 3x na semana; (4)
>3x semana; (5) ndo pratica

11 — Alguém na familia é cardiopata ? (1) sim, quem? .................... (2) ndo
12 —-Peso ................ 13 — Altura ............. 14-IMC ............... 15-P.A............
16- Circunferéncia Abdominal ...........ccoeneeeeenn.... 17-F.C.............

18- Cirurgia Cardiaca anterior ? (1) sim (ndo)
19- EXAMES DE IMAGEM
ECOCARDIOGRAMA

Fracao de Ejecao: ..........



