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RESUMO



Rigaud VOC. Estudo dos niveis plasmaticos de miR-208a na cardiotoxicidade de
pacientes submetidos a quimioterapia com antraciclina [tese]. Sdo Paulo: Faculdade

de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2016.

INTRODUGCAO: Cardiotoxicidade € frequentemente associada ao uso cronico de
doxorubicina (DOX) podendo levar a cardiomiopatia e insuficiéncia cardiaca. A identificacéo
de miRNAs cardiotoxicidade-especificos e seu potencial como biomarcadores poderia
fornecer uma ferramenta prognostica valiosa e uma potencial area de intervencgéo.
METODOLOGIA: Este é um sub-estudo do ensaio clinico prospectivo “Efeito do Carvedilol
na Prevencdo da Cardiotoxicidade Induzida por Quimioterapia” (ensaio CECCY) no qual
incluiu 56 pacientes do sexo feminino (idade 49.9+3.3) provenientes do bracgo placebo. Os
pacientes incluidos foram submetidos a quimioterapia com DOX seguido por taxanos.
Troponina cardiaca | (cTnl), fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE) e microRNAs
foram mensurados periodicamente. RESULTADOS: Os niveis circulantes de miR-1, -133b, -
146a e -423-5p aumentaram significativamente durante o tratamento (18.6, 11.5, 10.6 e
12.1-vezes respectivamente; p<0.001) enquanto miR-208a e -208b foram indetectaveis.
cTnl aumentou de 6.6£0.3 para 46.7+5.5 pg/ml (p<0.001) enquanto FEVE tendeu a diminuir
de 65.3+t0.5 para 63.8+0.9 (p=0.053) apdés 12 meses; deis pacientes (17.9%)
desenvolveram cardiotoxicidade. miR-1 foi associado a mudancas na FEVE (rZ:O.363,
p<0.001) enquanto miR-1 e -133b foram associados a cTnl (r2 = 0.675 e 0.758; p<0.001).
Além disso, miR-1 antecipou a cardiotoxicidade e mostrou uma area sobre a curva maior
que cTnl para discriminar pacientes que desenvolveram cardiotoxicidade daqueles que nao
desenvolveram (AUC = 0.849 e 456, p<0.001 e 0.663, respectivamente). CONCLUSAO:
Nossos dados sugerem miR-1 como um potencial novo biomarcador de cardiotoxicidade
induzida por DOX em pacientes com cancer de mama. Estes resultados podem levar a
novas estratégias de deteccdo precoce do risco de lesdo cardiaca induzida por DOX bem

como a introducdo de uma nova area para intervengao.

Descritores: microRNA; cardiotoxicidade; doxorrubicina; neoplasias de mama;

biomarcadores; antraciclina.



ABSTRACT



Rigaud VOC. Study of the circulating levels of miR-208a in cardiotoxicity from
patients under chemotherapy with anthracycline [thesis]. Sdo Paulo: "Faculdade de

Medicina, Universidade de Sdo Paulo"; 2016.

INTRODUCTION: Cardiotoxicity is frequently associated with the chronic use of doxorubicin
(DOX) and may lead to cardiomyopathy and heart failure. Identification of cardiotoxicity-
specific miRNA biomarkers could provide clinicians with a valuable prognosis tool and a
potential area for intervention. METHODS: This is an ancillary study from the prospective
trial “Carvedilol Effect in Preventing Chemotherapy-Induced Cardiotoxicity.” (CECCY trial)
which included 56 female patients (49.9+3.3 age) from placebo arm. Enrolled patients were
treated with DOX followed by taxanes. Cardiac troponin | (cTnl), left ventricle ejection
fraction (LVEF) and miRNAs were measured periodically. RESULTS: Circulating levels of
miR-1, -133b, -146a and -423-5p increased along the treatment (18.6, 11.5, 10.6 and 12.1-
fold respectively; p<0.001); miR-208a and -208b were undetectable. cTnl increased from
6.6£0.3 to 46.7+5.5 pg/ml (p<0.001) while LVEF tended to decrease from 65.3+0.5 to
63.8+0.9 (p=0.053) over 12 months; ten patients (17.9%) developed cardiotoxicity. miR-1
was associated to changes in LVEF (r2=0.363, p<0.001) while miR-1 and -133b were
associated to cTnl (r2 = 0.675 and 0.758; p<0.001). Furthermore, miR-1 anticipated
cardiotoxicity and showed greater area under the curve than cTnl to discriminate between
patients who did and did not developed cardiotoxicity (AUC = 0.849 and 456, p<0.001 and
0.663, respectively). CONCLUSION: Our data suggest circulating miR-1 as a potential new
biomarker of DOX-induced cardiotoxicity in breast cancer patients. These results may lead to
new earlier strategies to detect drug-induced cardiac injury risk before it develops to an

irreversible stage or introduce new area for intervention.

Descriptors: microRNA; cardiotoxicity; doxorubicin; breast neoplasms; biomarkers;

anthracyclines.
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INTRODUCAO

As doencas cardiacas e as neoplasias sdo as principais causas de
Obito geral na populacédo brasileira [1] e americana [2]. Dentre as doencas
cardiacas, destaca-se a insuficiéncia cardiaca (IC) com altos indices de
mortalidade a despeito dos avancos no tratamento farmacoldgico [1].
Aproximadamente 80% dos homens e 70% das mulheres com menos de 65
anos morrem dentro de oito anos do diagndstico de IC [3].

Quanto as neoplasias em geral, a mortalidade tem decrescido ano a
ano. Nos homens a taxa de 6bito reduziu-se 19,2% entre 1990 — 2005 e nas
mulheres, 11,4% [2]. Esta melhora na sobrevida pode ser atribuida a
diversos fatores, entre eles a detecgéo precoce das neoplasias, controle dos
fatores de risco e melhora do tratamento quimioterapico.

Entretanto, com o aumento da sobrevida, os pacientes vivenciam
cada vez mais os efeitos colaterais dos medicamentos administrados,
destacando-se a cardiotoxicidade. A manifestacdo mais tipica desta
cardiotoxicidade é a cardiomiopatia dilatada que se manifesta tardiamente
no curso da doenca e normalmente é refrataria ao tratamento clinico [4].

A cardiomiopatia dilatada secundaria a quimioterdpicos (CMQT)
responde por aproximadamente 1% de todas as cardiomiopatias dilatadas
[5]. No caso das antraciclinas, classe de quimioterapicos usada no
tratamento de uma variedade de neoplasias hematoldgicas e de 6rgaos
sélidos, observa-se algum grau de disfuncdo ventricular em metade dos

pacientes apos 10 a 20 anos do tratamento [4] e IC sintomatica desenvolve-
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se em 10% dos pacientes que recebem doses superiores a 550 mg/m? de
doxorubicina [6].

No caso da terapia adjuvante para cancer primario de mama, o uso de
derivados da antraciclina provocou reducédo acima de 10% na fracdo ejecéo
do ventriculo esquerdo em 10 a 50% dos pacientes tratados, mesmo com
uso de doses consideradas seguras para o tratamento [7].

A acdo quimioterapica das antraciclinas é derivada da inducédo de
apoptose em células cancerigenas. No entanto induz também apoptose em
células normais. A lesdo cardiaca induzida pelas antraciclinas envolve a
geracdo de radicais livres por mecanismos enzimaticos da cadeia
respiratoria mitocondrial assim como uma via ndo enzimatica que incorpora
ferro. Os radicais livres e o ferro podem lesar a membrana celular ou
macromoléculas, aumentando a sua permeabilidade. Os midcitos sdo mais
suscetiveis a lesdo por radicais livres devido ao seu alto metabolismo

oxidativo e poucas defesas antioxidantes [8].

1.1. Biomarcadores de cardiotoxicidade

7

A identificacdo precoce do risco de cardiotoxicidade € o obijetivo
primario tanto para cardiologistas quanto para oncologistas, permitindo o
planejamento de estratégias terapéuticas, o suporte a fungéo cardiaca e o
monitoramento da progressdo da injaria cardiaca. No entanto, o
desenvolvimento de estratégias para monitoramento da lesdo cardiaca
induzida por antraciclinas tem sido um desafio. A bidpsia endomiocardica € o

padrao ouro, existindo um sistema de graduacdo da toxicidade,
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demonstrando que o dano miocérdico j& ocorre com doses de 180mg/m? [9].
Esse procedimento € muito sensivel para deteccdo de injuria miocardica,
porém € invasivo, necessita de um médico treinado e pode ndo estar
correlacionado com o quadro clinico. Por isso, outras formas de
monitorizaréo da IC tém sido aceitos.

A mensuracao de biomarcadores cardioespecificos, como a troponina
cardiaca | (cTnl), € uma ferramenta diagndstica util para a identificacdo
precoce, avaliacdo, e monitoramento da cardiotoxicidade. A cTnl € uma
proteina das células miocéardicas e esta muito bem estabelecida como
marcador de injuria miocéardica [10]. Também ja foi demonstrado que o
aumento da cTnl apds tratamento quimioterapico € um marcador de risco
para eventos cardiacos [11,12]. Possui alto valor preditivo negativo,
permitindo a exclusdo de monitorizardo em longo prazo com métodos caros
como o ecocardiograma e a angiocardiografia [13]. A elevacédo da cTnl apés
1 més do tratamento quimioterapico foi relacionado com maior incidéncia de
eventos em relacdo a um aumento transitério [11].

Apesar de a cTnl estar bem estabelecida como marcador de injaria
miocardica, estudos recentes revelaram que pequenas moléculas de RNA
circulantes no sangue, denominadas microRNAs (miRNAs), tém sido
descritas como potenciais biomarcadores em diversas doencgas,
apresentando alta sensibilidade e especificidade na deteccdo da injuria

cardiaca [14].
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1.2. microRNAs

O genoma humano codifica um amplo espectro de RNAs onde a
funcdo da maioria destas moléculas tem sido parcialmente elucidada ou
ainda permanece desconhecida. Didaticamente, os RNAs poder ser
divididos em dois grandes grupos: 1) RNAs codificadores de proteinas (RNA
mensageiro ou mMRNA), e 2) RNAs néo codificadores de proteina (ncRNAs —
exemplificados posteriormente).

Embora o genoma humano possua um grande numero de genes,
somente por volta de 30% de todos os genes transcritos sdo codificadores
de proteinas. Se levarmos em conta todas as bases nitrogenadas
transcritas, somente 2% delas compdem genes codificadores de proteinas,
enquanto os 98% restantes e aproximadamente 70% de todos os genes
estdo relacionados a funcdes estruturais e regulatorias [15].

O grupo dos ncRNAs podem ser subdivididos em duas classes:
constitutivos e regulatorios. Os ncRNAs constitutivos sdo expressados
continuamente e sdo essenciais para a estrutura e funcdo normal das
células, por exemplo os RNAs transportadores (tRNA) e ribossomais (rRNA).
JA os ncRNAs regulatorios sao seletivamente expressados e afetam a
expressao de outros genes ao nivel transcricional ou translacional.

Nas ultimas duas décadas, uma familia de ncRNAs regulatérios,
chamados de microRNAs (miRNAs) devido ao seu pequeno comprimento
(~22 nucleotideos), tem chamado muita atencdo por sua singular habilidade
de modular uma enorme e complexa rede regulatoria da expressao dos

genes. Desde a sua descoberta, estas moléculas tém fundamentalmente
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transformado a nossa compreensdo de como 0s genes sdo regulados e
como interagem entre si, representando hoje, uma das areas mais

estimulantes da ciéncia médica moderna.

1.2.1. Biogénese

Os miRNAs podem estar localizados em diversas regides do genoma.
Aproximadamente 70% dos mIRNAs estdo em regifes intrdnicas ou
exbnicas e 30% em regifes intergénicas [16]. Baseados na localizac&o
gendmica podemos classificar os miRNAs em trés grupos: 1) miRNAs
exbnicos: presentes em éxons de unidades transcricionais nao-codificadores
de proteinas conhecidas como mIncRNA (mRNA-like noncoding RNA). Estes
RNAs compartilham as mesmas propriedades do mRNA tais como splicing,
poliadenilacdo, capping e expressdo temporal, mas ndo codificam proteinas
[17]; 2) miRNAs intrbnicos de transcritos ndo-codificadores de proteinas; e 3)
mMiRNAs intrébnicos de transcritos codificadores de proteinas. Além destes
trés grupos, alguns miRNAs apresentam uma variacao entre introns e éxons
dependendo do padréo de splicing alternativo, sendo assim chamados de
“categoria mista" [18,19].

O processo de sintese e maturacdo dos mMiRNAs envolve uma
complexa via metabdlica que se inicia no nucleo e se estende até o
citoplasma celular. O primeiro passo para a maturacdo do miRNA € dado
pela enzima RNA polimerase Il. Esta enzima transcreve uma longa fita de
MIiRNA primario (pri-miRNA) a partir de um determinado gene [20]. O pri-

7

MiRNA resultante é bem longo, possuindo centenas ou milhares de
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nucleotideos, podendo conter de uma a seis regifes precursoras (pré-
MiRNAs) que irdo formar miRNAs distintos [21]. Cada pré-miRNA ¢é
composto por cerca de 70 nucleotideos e é caracterizado por formar uma
estrutura de alca dupla-fita. Estas estruturas sao flanqueadas por
sequéncias nucleotidicas especificas que tém a funcdo de informar ao
complexo enzimético Drosha (Pasha em invertebrados) onde comeca e
termina cada pré-miRNA [22,23]. Drosha ir4 reconhecer esta regido e clivar
o pri-miRNA liberando os pré-miRNAs no nucleo celular. Porém, para que
estas moléculas transformem-se em miRNAs, elas devem ser exportadas
para o citoplasma através da proteina transportadora Exportina-5 [24,25].
Uma vez no citoplasma, o pré-miRNA é submetido a um segundo
processamento realizado pela enzima Dicer [26,27]. Como resultado, forma-
se um RNA de dupla fita composto por aproximadamente 22 nucleotideos.
As duas fitas sdo entdo separadas, porém, apenas uma delas ira
potencialmente atuar como um miRNA funcional, enquanto a outra
geralmente é degradada [28]. Este processo de selecdo é primariamente
determinado pela estabilidade termodinamica das fitas e pela forma com que

se ligam na porcéo final da duplex [29,30].

1.2.2. Mecanismo de acao

7

A fita de miRNA, agora madura, € incorporada a um conjunto
enzimatico denominado RISC (RNA-induced silencing complex). O complexo
MiRNA-RISC exerce seu efeito regulatério através da ligacdo de 6-8 de seus

nucleotideos localizados na terminacdo 5 (denominada regido “seed”) a
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regido 3’ nado-traduzida (3’UTR) do RNA mensageiro (mRNA)-alvo. Em
mamiferos, o resultado desta ligacdo acarreta em um silenciamento génico
propiciado, geralmente, pelo encurtamento da calda poli(a) — o que leva a
uma desestabilizacdo do mRNA-alvo — ou reprimindo a formacédo do
complexo de traducéo, reduzindo a eficiéncia dos ribossomos em traduzir a
informacéo genética contida no mRNA-alvo. Desta forma, os miRNAs agem
diminuindo a sintese proteica do gene-alvo sem impactar nos niveis
correspondentes de mRNA [31].

Entretanto, a interacdo miRNA-RNAmM nao precisa necessariamente
ser perfeita, ou seja, todos os nucleotideos do miRNA ligados ao RNAmM. De
fato, normalmente esta ligacdo é imperfeita em mamiferos. Esta nao
obrigatoriedade de interacdo completa somado ao fato de os mMiRNAs
possuirem sequéncias pequenas, permitem que um uUnico miRNA possa
regular centenas de genes-alvo distintos, assim como varios miRNAs

diferentes podem cooperar no controle de um unico gene [32].

1.2.3. Nomenclatura

De acordo com a nomenclatura padrédo, o prefixo "miR" (abreviagao
de microRNA) é seguido por um hifen e um namero atribuido a ordem em
gue o miRNA foi descoberto [33, 34]. Assim, 0 miR-208 foi descoberto antes
do miR-456. O prefixo "mir" com a letra “r’ minuscula refere-se ao preé-
mMiRNA, enquanto o mailsculo "R" se refere a sua forma madura.

Opcionalmente, pode ser inserida a espécie de origem, designado por um

prefixo de trés letras, onde a primeira refere-se ao género e as outras duas a
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espécie. Por exemplo, hsa-miR-208 para Homo sapiens e mmu-miR-208
para Mus musculus (camundongo).

Alguns miRNAs apresentam sequéncias muito semelhantes, variando
em apenas um ou dois nucleotideos. Nestes casos, 0s MiRNAs sao
nomeados com 0 mesmo numero, porém, com uma letra mindscula
adicional. Por exemplo, miR-208a possui uma sequéncia muito semelhante a
miR-208b, pertencendo-os a mesma familia. Também é importante lembrar
gue um mesmo mMIRNA maduro pode ser sintetizado por pré-miRNAs
oriundos de regides distintas do genoma. Neste caso, adiciona-se um sufixo
numerico. Por exemplo, os pré-miRNAs mir-194-1 e mir-194-2 formam o
mesmo MIRNA maduro (miR-194), mas estdo localizados em diferentes

regides do genoma.

1.2.4. O microRNA cardio-especifico miR-208a

miR-208 compreende em uma familia de miRNAs altamente
conservada constituida por dois membros: miR-208a e miR-208b nos quais
possuem uma sequéncia nucleotidica muito similar [14]. Até
aproximadamente 2009, somente um membro da familia (miR-208) tinha
sido descrito. Porém, em 2009 um novo membro foi descoberto, fazendo
com gue o miR-208 fosse entdo renomeado para miR-208a e 0 novo
membro como miR-208b. Mais tarde, outro miRNA conhecido como miR-499
foi incluido como um terceiro membro desta familia devido a sua alta taxa de

homologia de sequéncia e padrao de expresséo tecidual.
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Até onde se sabe, miR-208a & expresso exclusivamente no coracao
pelo intron 29 do gene Myh6, enquanto miR-208b é codificado pelo intron 31
do gene Myh7 e expresso tanto em musculos cardiacos quanto esqueléticos
[35, 36]. Quanto ao terceiro membro da familia, miR-499 é codificado pelo
intron 19 de um gene estritamente relacionado: Myh7b. Assim como miR-
208b, miR-499 é expresso no musculo esquelético e em corac¢des durante o
estagio embrionario. Em parte, estes trés miRNAs (miR-208a/b e miR-499)
controlam o contetdo muscular de miosina, identidade das miofibrilas e
performance muscular [36].

A eficiéncia da contratilidade do miocardio € amplamente dependente
da proteina contratii Miosina de Cadeia Pesada (Myosin Heavy Chain -
MHC). A MHC é a maior proteina contratii do musculo cardiaco e é
representada por duas isoformas: a-MHC (miosina rapida) e p-MHC (miosina
lenta) nos quais sao codificadas respectivamente pelos genes Myh6 e Myh7.
Estes genes (Myh6 e Myh7) s&o diferentemente expressos no coracao
adulto em paralelo a expressao de miR-208a e miR-208b respectivamente
[35, 36].

A propor¢cdo de isoformas de MHC pode variar de acordo com a
espécie e estagio de desenvolvimento. Em roedores, miR-208b parece ser
altamente expresso em coracgdes fetais, reduzindo sues niveis de expressao
até se tornarem adultos. Em contraste, miR-208a apresenta niveis de
expressao mais baixos durante o desenvolvimento do coracédo, tornando-se
predominante na fase adulta. A inversdo da expressao fetal de miR-208b

para a miR-208a ocorre logo apds o nascimento, indicando que se miR-208a

VAGNER OLIVEIRA CARVALHO RIGAUD - 2016



11
INTRODUCAO

e miR-208b atuam sobre os mesmos MRNAs, eles agem em diferentes
estagios do desenvolvimento [35]. Aparentemente, miR-208b a miR-499 séo
funcionalmente redundantes e desempenham um papel dominante na
especificacdo da identidade da fibra muscular ativando o0s genes
relacionados a miofibrila de contracdo lenta e reprimindo as de contracao
rapida [36].

A delecdo de miR-208a resulta na reducdo da expressao de B-MHC
em coracfes adultos, gerando evidencias de que miR-208a esta envolvido
na regulacdo da expressdo de Myh7 e Myh7b e seus miRNAs intronicos

miR-208b e miR-499 [35, 36].

1.2.5. Implicag6es do miR-208a na insuficiéncia cardiaca

A contratilidade cardiaca depende da expressdo de duas isoformas
da MHC: a- e B-MHC e mudancgas nas suas propor¢cdes podem levar a
situacdes adversas como hipertrofia, fibrose e sérios efeitos sobre a funcéo
contrétil do coracao. Esta mudanca das proporcdes de a- e B-MHC pode ser
desencadeada por variacfes dos niveis de expressdo de miR-208a, uma vez
que miR-208a esta envolvido na regulacdo de seus genes codificantes.

O aumento da expressdao de miR-208a no coracao resulta em um
aumento também de B-MHC, sendo associado a arritmia, fibrose e
crescimento hipertréfico em camundongos [35] e desfechos clinicos ruins na
cardiomiopatia dilatada humana [37]. De fato, a expressdo aumentada de B-

MHC no miocardio, uma caracteristica comum da hipertrofia cardiaca e IC,
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pode diminuir o power output e contribuir para a reducao da funcao sistélica
no estagio final da IC [38]. Assim, 0 aumento da expressao de miR-208a no
coracao tem sido proposto como um forte preditor de insuficiéncia cardiaca
[37].

Por outro lado, camundongos que ndo expressam miR-208a falharam
na regulacdo positiva de B-MHC nao desenvolvendo hipertrofia ou fibrose

dos cardiomidcitos [39].

1.2.6. miR-208a como potencial biomarcador de leséo

miocardica

Tendo em vista que os miRNAs modulam a expressao dos genes, nao
é dificil imaginar que em um estado patolégico o padrdo de expressao dos
miRNAs envolvidos em vias metabdlicas relacionadas estejam alterados.
Baseados nestas nuancas podemos associar 0 nivel de expressdo dos
miRNAs a um diagndstico, uma etiologia, e/ou ter uma indicacdo de como a
doenca ir4 progredir.

Embora estejam presentes em todos os tipos celulares, a maioria dos
MiRNAs sdo mais expressos em certos tecidos do que em outros, sendo
assim chamados de miRNAs tecido-especificos. Para isso, sua expressao
deve ser cerca de 20 vezes maior em um determinado tecido em relacdo aos
outros [40]. Por esse motivo, a maioria dos estudos clinicos tém se baseado
na mensuracao dos niveis de expressdo de miRNAs em amostras do tecido
de origem. Entretanto, a necessidade de procedimentos muito invasivos

como bidpsias tem limitado significativamente este tipo de pesquisa.
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Por outro lado, numerosos estudos tem demonstrado que alguns
miRNAs, incluindo miR-208a, ndo sdo somente encontrados
intracelularmente, mas também detectaveis fora das células, em varios
fluidos corporais como sangue, saliva, urina e etc [41]. Estes miRNAs foram
entdo nomeados como mMiRNAs circulantes ou simplesmente “c-miRNAS”.
Interessantemente, ~90% dos miRNAs extracelulares estdo associados a
proteinas Ago2, HDL, entre outras e ~10% estdo envolvidas em pequenas
unidades membranosas como €ex0SsSomos, microvesiculas, e corpos
apoptoticos [41]. Evidéncias recentes revelam que uma porcdo dos c-
miRNAs é secretado como microvesiculas tanto de células normais
saudaveis quanto células danificadas [42]. Contudo, se o miR-208a é
liberado na corrente sanguinea na forma de microvesiculas por
cardiomiécitos danificados, 0 seu preciso mecanismo de liberacéo
permanece desconhecido. O fato de miR-208a ser cardio-especifico e poder
ser detectado em sangue periférico o torna potencialmente util para testes

faceis e rapidos, auxiliando o diagndéstico e/ou guiando a terapia.

O primeiro estudo em camundongos mostrou que a concentracao
plasmatica de miR-208a esta aumentada na presenca de cardiotoxicidade
induzida por isoproterenol (isoprenalina) apresentando uma boa correlacéo
com a cTnl plasmatica [43]. No ano seguinte, foi mostrado que os niveis de
miR-1, miR-133 [44, 45], miR-208a [44], miR-208b [45-47] e miR-499 [44-47]
estavam altamente elevados no plasma sanguineo e significativamente
reduzido no miocardio infartado [48]. Dentre estes, o miR-208a apresentou

resultados mais promissores, com 90.9% de sensibilidade e 100% de
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especificidade, enquanto miR-499, miR-1, e miR-133a foram menos

sensiveis (36.4, 33.3, e 15.2%, respectivamente) [44].

Ja em 2010, Wang e colaboradores [44], mostraram que miR-208a foi
mais sensivel que a cTnl podendo ser detectado em todos os pacientes com
infarto do miocardio, enquanto, em paralelo, cTnl foi detectado em 85%
destes pacientes. Outro dado importante é que o nivel de cTnl no sangue
comeca a se elevar apds quatro a oito horas da lesdo miocardica [49]
enquanto uma aparente elevacdo dos miRNAs é observada dentro de
apenas uma hora [44]. Além disso, cTnl € excretada pelos rins e
ocasionalmente seus niveis aumentam no sangue de pacientes com doenca
renal, mesmo na auséncia de doencas cardiacas [50], limitando assim a sua

aplicacdo. Juntos estes dados sugerem que o miR-208a pode ser superior a

cTnl como biomarcador de injaria miocéardica.
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O desenvolvimento de biomarcadores validados clinicamente capazes
de detectar precocemente a cardiotoxicidade induzida pela antraciclina é de
grande interesse para cardiologistas e oncologistas. Esta ferramenta pode
ser atil na predicdo do risco de desenvolvimento de cardiotoxicidade e
permitir o0 monitoramento da progressdo do dano cardiaco além de guiar o

planejamento de estratégias terapéuticas para proteger a funcéo cardiaca.

VAGNER OLIVEIRA CARVALHO RIGAUD - 2016



3.HIPOTESE



18
HIPOTESE

Teoriza-se que a terapia com antraciclina promova a lesdo ou
aumento da permeabilidade da membrana celular dos miécitos permitindo a
liberacdo precoce de miR-208a na corrente sanguinea. Desta forma, espera-
se que os niveis plasmaticos de miR-208a elevem-se precocemente e
mantenham-se elevados por mais tempo quando comparado aos niveis

séricos da troponina cardiaca (cTnl).
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4.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito do tratamento quimioterapico com doxorubicina
sobre os niveis circulantes de miR-208a em pacientes com cancer de

mama.

4.2. Objetivos especificos

a. Correlacionar os niveis circulantes de miR-208a com a troponina
cardiaca sérica em pacientes submetidos a tratamento

guimioterapico com doxorubicina.

b. Correlacionar os niveis circulantes de miR-208a com a funcao
cardiaca, determinada pela fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo, em pacientes submetidos a tratamento quimioterapico

com doxorubicina.
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Este estudo estd vinculado ao projeto de pesquisa “Estudo duplo-
cego randomizado e controlado sobre o efeito do betabloqueador na
prevencao da  cardiomiopatia  secundaria a  quimioterapicos”
(ClinicalTrials.gov NCT01724450), aprovado pela Fundacdo de Amparo a
Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP), processo numero 2010/18078-
8 e pela Comissdo de FEtica para Andlise de Projetos de Pesquisa
(CAPPesq) protocolo namero 0834/10. Todos 0s pacientes assinaram 0
termo de consentimento livre e esclarecido. Este ensaio clinico ainda esta
encontra-se em andamento, sendo a randomizacdo dos pacientes cedida
pelo comité de seguranca preservando assim o cegamento do estudo.

Somente as variaveis aqui reportadas foram analisadas.

5.1. Desenho do estudo

Neste estudo foram incluidos, prospectivamente, apenas 0s pacientes
do grupo placebo provenientes do ensaio clinico acima citado, mantendo
assim a dinamica do tratamento quimioterapico.

Resumidamente, todos os pacientes incluidos foram submetidos a
tratamento quimioterapico com quatro ciclos de 60mg/m? de doxorrubicina
(DOX) e ciclofosfamida 600 mg/m? em 30 minutos a cada 21 dias, seguido
de paclitaxel 80mg/m? em 2 horas semanalmente por 12 semanas ou
docetaxel 75mg/m? em 1 hora a cada 21 dias por 4 ciclos.

Os niveis circulantes de miR-208a e troponina cardiaca | (cTnl) foram

mensurados antes do inicio do tratamento (basal) e 3 semanas apo0s cada
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ciclo de DOX sendo os dados ecocardiograficos colhidos também no basal e
ao final dos ciclos 2 e 4 (Figura 1). Apés o término da quimioterapia com
DOX, a fracédo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE) foi avaliada com 24,

48 e 96 semanas apos o inicio do tratamento.
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Quimioterapia com DOX (60mg/m2)

Figura 1 — Fluxograma do estudo.

5.1.1. Critérios de incluséo

. Pacientes com diagnéstico de adenocarcinoma invasivo de
mama, com indicacdo de terapia adjuvante com tratamento
esquema AC—T (doxorubicina / ciclofosfamida e taxano);

. Idade acima de 18 anos.
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5.1.2. Critérios de exclusao

. Impossibilidade de analise da func&o ventricular;

. Historia de quimioterapia ou radioterapia;

. Sintomas prévios de Insuficiéncia Cardiaca;

. Presenca de Cardiomiopatia;

. Presenca de Doenca Arterial Coronariana;

. Valvopatia adrtica ou mitral moderada a importante;

. Contra-indicacéo ao uso de B-blogueador;

. N&o estar fazendo uso de inibidor da enzima de conversédo da

angiotensina, bloqueador do receptor da angiotensina ou (-
bloqueador

. Pacientes com expressdo de HER 2

5.2. Coleta de sangue periférico e preparacédo do plasma

O sangue periférico foi coletado em tubos de 4ml contendo 7,2mg de
K2 EDTA (BD Vacutainer, EUA), sendo em seguida submetidos a
centrifugacgéo sob forga de 2000g a 4°C durante 10 minutos. O sobrenadante
(plasma) foi transferido, em proporgdes iguais, para dois microtubos
RNase/DNase-free de 1,5ml (prova e contraprova) e armazenado em freezer

-70°C até o momento da extracdo de RNA.
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5.3. Extrac&o de RNA total

Apos retiradas do freezer -70°C, as amostras foram equilibradas a
temperatura ambiente e submetidas a extracdo de RNA extracelular por
meio do kit miRNeasy Serum/Plasma (Qiagen, Alemanha) de acordo com o
protocolo descrito pelo fabricante. Resumidamente, 1ml da solucdo QIAzol
foi adicionado a 0.2ml de plasma sanguineo, sendo em seguida
homogeneizado vigorosamente em vortex por 15 segundos e incubado por
05 minutos a temperatura ambiente para promover a dissociacdo dos
complexos nucleoprotéicos. Apés incubacédo, 3ul do miRNA-39 sintético de
Caenorhabditis elegans (cel-miR-39; Qiagen, Alemanha) na concentracéo de
1,6x10%/l foram adicionados como controle “spike-in” para normalizac&o dos
dados. Em seguida, foram adicionados 200ul de cloroférmio (Merk,
Alemanha) e homogeneizado vigorosamente por 30 segundos seguidos por
5 minutos de incubacéo a temperatura ambiente. As amostras foram entéo
submetidas a centrifugacdo sob forca de 14.000g a 4°C por 20 minutos para
a separacao das fases aquosa (acima) e organica (abaixo). A fase aquosa
foi entdo transferida para outro microtubo de 1,5ml onde foi adicionado 1,5
volumes de etanol 100% (Merk, Alemanha) para a precipitacdo do RNA total.
A purificacdo do RNA total extraido foi realizada por meio das colunas
miRNeasy (Qiagen, Alemanha) de acordo com as instru¢cdes do fabricante.
O RNA final foi eluido das colunas em 14ul de 4gua RNase-free (Qiagen,
Alemanha).

As extracbes de RNA foram realizadas apenas em um dos dois

microtubos de amostra (tubo prova) de cada paciente, mantendo assim, uma
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porcdo de material ndo manipulado que podera ser utilizado posteriormente

como contraprova.

5.4. Determinacao da concentracdo de RNA total

Usualmente, a determinacdo da concentracdo e qualidade do RNA
de uma amostra € mensurada por meio de espectrofotometria ultravioleta
(UV). Entretanto, este tipo de método ndo é adequado para estudos de
expressdo de miRNAs em biofluidos por uma série de fatores. Entre eles,
estd a dramatica combinacdo de um baixo conteddo de RNA (e alta
concentracdo de proteinas) no soro somado com o baixo volume de amostra
utilizado para a extracdo. Somados, estes fatos tornam a quantificacdo de
RNA por espectrofotometria UV extremamente dificil. Nestes casos, €
amplamente recomendado o uso de um volume inicial de RNA fixo para
todas as amostras ao invés de uma quantidade (ng) como molde para a
reacdo de transcricdo reversa. Desta forma, um método alternativo para
monitoracdo das amostras deve ser empregado. Tratando-se de soro ou
plasma, o uso de miRNAs sintéticos (spike in) € um dos métodos mais
aceitos para monitorar a eficiéncia da extracdo de RNA, sintese de cDNA
(pela técnica de transcricdo reversa) e amplificacdo por PCR [51]. Assim, foi
empregado neste estudo o uso de uma quantidade conhecida do miRNA

sintético Cel-miR-39 (giagen).
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5.5. Reacéo de transcricao reversa

Para a realizacdo da técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) é necessario que os RNAs extraidos das amostras sejam convertidos
em DNA complementar (cDNA) por meio da reacdo de transcricdo reversa.
Para este proposito foi utilizando o kit TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription (Thermo Fisher Scientific, EUA) combinado com um
oligonucletideo especifico para o miR-208a (provido pelo kit TagMan®
MicroRNA Assays - Thermo Fisher Scientific, EUA) de acordo com o
protocolo descrito pelo fabricante. O oligonucleotideo utilizado é stem-loop
especifico, o que reduz a hibridizacdo com os pri- e pré-miRNAs,
aumentando assim a especificidade do ensaio.

Cada reacao de transcricdo reversa consistiu de 13uL de master mix
e 2uL de amostra de RNA, totalizando 15uL. Para a preparacdo do master
mix foi utilizado 0,15puL de dNTP (100mM), 1puL da enzima Multiscribe RT
(50U/uL), 1,5uL de RT Buffer (10x), 0,19uL de Inibidor de RNase (20U/uL),
3uL do inicializador especifico (5x) e 7,16uL de agua livre de nucleases.
Uma vez preparado, o master mix foi depositado em placas de 96 pocos de
0,1ml (MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate - Thermo Fisher Scientific,
EUA) onde foram adicionados aproximadamente 2L de RNA em cada poco.
Apés a adicdo das amostras de RNA, as placas foram seladas com adesivo
otico (Thermo Fisher Scientific, EUA) e submetidas a uma breve
centrifugacéo a 300g a 4°C por 1min. As reacdes foram entdo optimizadas
no termociclador PTC-200 (MJ Research, EUA) utilizando o seguinte

programa: 16°C por 30min, 42°C por 30min e 85°C por 5min, seguido de 4°C
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até o momento do desligamento do aparelho. ApGs o término do programa
0os cDNAs foram armazenados em freezer -20°C até o momento da
guantificacdo por PCR em tempo real.

Para cada amostra de RNA foram realizadas duas reacfes de
transcricdo reversa: uma contendo o oligonucleotideo especifico para o miR-

208a e outra para o cel-miR-39 (controle - spike in).

5.6. Quantificacao relativa dos niveis plasmaticos de

microRNAs

A quantificacdo relativa dos niveis de expressdo de miR-208a, bem
como do controle spike-in, foi mensurada por meio da técnica de Reacao em
Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR) utilizando o kit TagMan®
MicroRNA Assays (Thermo Fisher Scientific, EUA) com sondas especificas
para hsa-miR-208a (providas pelo kit; assay n° 000511) e cel-miR-39 (assay
n° 000200).

Para a montagem das reac¢des de gPCR, foi padronizado a utilizacéo
de meia reacdo padrdo descrita pelo protocolo do fabricante. Desta forma,
cada reacdo consistiu de 5uL de TagMan Universal Master Mix Il (Thermo
Fisher Scientific, EUA), 0,5uL da sonda especifica (20x), 1,33uL de amostra
de cDNA e 3,17pL de agua livre de nucleases, totalizando 10uL. As reacdes
foram plotadas em placas de 384 pocos (MicroAmp® Optical 384-Well
Reaction Plate with Barcodes - Thermo Fisher Scientific, EUA) e optimizadas
na plataforma QuantStudio 12K Flex (Thermo Fisher Scientific, EUA). A

gPCR foi conduzida utilizando as condigbes padrbes de amplificagcéo
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descritas pelo fabricante, consistindo dos seguintes parametros: 95°C por
10min seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15s e 60°C por 1min.

Para maior confiabilidade dos dados, todas as reacdes foram
realizadas em triplicata, incluindo o controle spike-in. Os dados foram
analisados no software QuantStudio™ 12K Flex v1.2.2 (Thermo Fisher
Scientific, EUA) e no Excel 2010 (Microsoft, EUA) por meio do calculo

comparativo de C; (2"2¢

). Desta forma, os resultados sdo expressos em
Fold Change (FC), no qual representa quantas vezes um dado miRNA esta
mais expresso em uma amostra em relacdo a outra. Para isso, os dados

foram analisados com base na seguinte equacao [52]:

Fold Change — 2—[(Ct miR—xX Ct controle)Amostra A— ( Ct miR—xX Ct controle)Amostra B]

Nos casos de FC < 1, a seguinte formula é também aplicada:

1

Fold Change = - (FC—<1)

5.7. Estratégia de normalizagdo dos dados

O proposito da normalizacdo dos dados € a remocgédo da variacao
técnica dos dados que néo sao relacionadas as variacdes bioldgicas sob
investigacdo. Diversos genes enddgenos sao aceitos como referéncia

(housekeeping genes) para a normalizacdo dos dados em miRNAs
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celulares. No entanto, até o0 momento néo existe genes de referéncia bem
estabelecidos para a normalizacdo de miRNAs circulantes, tornando assim
este processo desafiador e controverso. Tipicamente, amostras de fluidos
bioldgicos, como soro e plasma, ndo possuem a maior espécie de pequenos
RNAs (small RNAs), como o 5S, U6 e o0s snoRNAs, os quais sao
frequentemente usados para a normalizacdo dos dados de expressao de
mMiRNAs em outros tipos de amostras. Desta forma, tem sido adotado o uso
de miRNAs exdgenos sintéticos, como cel-miR-39, cel-miR-54 e cel-miR-238
(correspondentes a espécie Caenorhabditis elegans), os quais nao possuem
sequéncia homdloga em humanos [53]. Estes miRNAs sintéticos sao
inseridos na amostra durante a extracdo de RNA representando um método
chamado Spike-in. Assim, os dados de expressdo dos miRNAs foram

normalizados utilizando a seguinte formula:

C; normalizado = X C; miR — (X C; controle — X C; controles)

5.8. Medidas para minimizacéo e controle de contaminacao

Para a realizacdo do estudo, processos que objetivam a minimizacao
dos riscos de contaminacéo foram aplicados: utilizacdo de reagentes de lote
controlado e em aliquotas para evitar diversos ciclos de congelagédo e
descongelacdo; todos o0s materiais utilizados foram de natureza
RNase/DNase-free e manipulados em cabines de fluxo laminar livres de

amplicons previamente tratadas com RNase Away (Invitrogen, EUA).
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5.9. Mensuracéo dos niveis séricos de troponina cardiaca |

O sangue periférico foi coletado em tubos secos, a vacuo, de 5ml
contendo gel (BD Vacutainer, EUA). A analise das amostras foi realizada no
laboratorio clinico do Instituto do Coracdo (InCor) por meio da técnica de
guimioluminescéncia automatizada e optimizada na plataforma Advia
Centaur (Siemens Healthcare, Alemanha) de acordo com protocolo
previamente padronizado. O valor de referéncia para a cTnl é de até

0,04ng/mL.

5.10. Ecocardiograma bidimensional com doppler

O estudo ecocardiografico bidimensional e andlise de fluxos cardiacos
foram realizados pela técnica de dopplerecocardiografia por médicos
especializados. As imagens foram adquiridas em projecbes paraesternal
longitudinal de camaras esquerdas, transversal e apical 2, 3 e 4 camaras de

acordo com padronizacdo da Sociedade Americana de Ecocardiografia.

5.11. Andlise estatistica

Todos os resultados foram expressos como médiaterro padrdo, caso
nao especificado contrariamente. Os dados foram analisados por meio do
pacote estatistico SPSS v21 para MS Windows sendo assim utilizado os
testes ndo-paramétricos de Mann-Whitney ou Wilcoxon quando aplicavel.
Regressdes lineares foram realizadas para determinar a associacao entre 0s

niveis circulantes de miRNAs e mudancas na FEVE (AFEVE/FEVEpasa) OU
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cTnl. Curvas de Caracteristicas de Operacdo do Receptor (Curvas ROC-
Receiver Operating Characteristic) foram geradas para determinar a
habilidade dos miRNAs e cTnl em discriminar pacientes que desenvolveram
cardiotoxicidade daqueles que ndo desenvolveram. Todos os testes foram
realizados de forma bicaudal e o nivel de significancia de p<0.05 foi

considerado para indicar significancia estatistica.

Para verificar se os mMIRNAs estudados foram diferencialmente
expressos em pacientes com lesdo miocardica diagnostida por troponina,
foram agrupados como “cTnl alta” aqueles pacientes que apresentaram
valores de troponina maiores que dois desvios padrdes acima da média e
comparado com os demais “cTnl baixa”. Cardiotoxicidade foi definida como
uma reducao na FEVE 210% e/ou valores de FEVE <50% em qualquer eco

cardiograma realizado durante ou apGs a quimioterapia [54].

A analise dos niveis de expressao relativa dos miRNAs foi realizada
com o auxilio dos programas MS Excel e REST onde foi aplicado o calculo
comparativo de Ct (24", sendo assim representados por Fold Change
(FC). Para uma visualizagcdo mais simétrica entre niveis de aumento (FC>1)
e diminuicdo (0O<FC>1) de expressédo, os valores de FC foram convertidos
em escala logaritmica antes de serem plotados nos graficos. Valores médios

de C; 2 38 foram considerados como nao detectaveis.
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6.1. Casuistica

Neste estudo foram incluidos, prospectivamente, um total de 56
pacientes (49.9+3.3 idade) provenientes do ensaio clinico “Estudo duplo-
cego randomizado e controlado sobre o efeito do betabloqueador na
prevencdo da cardiomiopatia secundaria a quimioterdpicos”. Apenas 0s
pacientes do grupo placebo foram incluidos neste estudo, mantendo assim a
dindmica do tratamento quimioterapico. Os pacientes foram incluidos entre
Abril de 2013 e Outubro de 2015 e receberam uma dose acumulada de
410.3+9.5mg de DOX em 4 ciclos for 3 meses. As caracteristicas clinicas da

populacao estdo sumarizadas na Tabela 1.
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Tabela 1 — Caracteristicas clinicas da populacao estudada.

(Pno:psué?gao (C;a:rf(i)?toxicidade ,c\lazlir?j-iotoxicidade
(n=46)

Idade, a 49.9+3.3 48.6+3.2 49.9+1.2
Hipertensao 5 (8.5) 1(10) 5(10.9)
Diabetes mellitus 1(1.7) 0 (0) 1(2.2)
Fumantes 17 (28.8) 5 (50) 13 (28.3)
IMC, kg/m? 28.5+3.3 19.5+6.5 29.4+1.1
Doxorubicina dose total, mg 410.31+9.5 408.4+1.4 410.6+11.4
Menopausa

Pré 29 (49.2) 5 (50) 22 (47.8)

POs 30 (50.8) 5 (50) 24 (52.2)
Mama afetada

Direita 28 (47.5) 4 (40) 21 (45.7)

Esquerda 30 (50.8) 6 (60) 24 (52.2)

Bilateral 1(1.7) 0 (0) 1(2.2)
FEVE basal, % 65.3+0.5 67.2+1.0 64.9+0.5

Valores expressos em mediaztEPM ou n (%); FEVE - fragdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo; IMC — indice de massa corpo6rea

6.1.

Mensuracao dos niveis plasmaticos de miR-208a

Quanto analisado pela qPCR, os niveis plasmaticos de miR-208a nao

puderam ser determinados devido a baixa intensidade de sinal em todas as

amostras. Por outro lado, uma amostra de tecido cardiaco, utilizado como
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controle positivo, apresentou um C; meédio de 25.2+0.2, indicando a
viabilidade dos primers e a ndo ocorréncia de falhas técnica durante as

reacoes.

Para afastar a possibilidade de baixa integridade dos miRNAs nas
amostras, um novo ciclo de extracao-transcricao reversa-qPCR foi realizado.
Desta fez, o miR-1 foi também quantificado como controle de amplificacdo e
todas as reacdes de transcricdo reversa foram realizadas utilizando dois
volumes diferentes de RNA como molde: 2 e 5u. Entretanto, os niveis de
miR-208a continuaram indetectaveis, mesmo quando utilizado 5ul de RNA.
O miR-1, usado como controle, apresentou amplificacdo satisfatoria em
todas as amostras. Em conjunto, estes dados sugerem que o miR-208a nao
estdo sendo liberado na corrente sanguinea em resposta ao tratamento com

doxorubicina.

Em decorréncia dos resultados negativos encontrados para miR-208a,
novos MiRNAs foram selecionados para serem avaliados: miR-1, -133b, -
146a, -208b e -423-5p. Estes miRNAs foram selecionados por terem sido
previamente indicados como potenciais biomarcadores de lesbes do

miocardio e/ou cardiomiopatia e insuficiéncia cardiaca [1].
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6.2. Mensuracdo dos niveis séricos de troponina cardiaca e

fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo

As concentracfes plasmaticas da troponina cardiaca | (cTnl)
elevaram-se apoés cada ciclo de DOX, apresentando média basal de 6.6+0.3
pg/ml e atingindo o seu valor maximo no ultimo ciclo de DOX (46.0+5.5

pg/ml; Figura 2).
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Figura 2 — Concentracdes de troponina cardiaca | (cTnl) no sangue ao longo da

guimioterapia com antraciclina em pacientes com cancer de mama.

Por outro lado, a média de FEVE reduziu em 2% em 12 meses

quando analisado como um todo. Entretanto, esta redugdo nao alcancgou
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significancia estatistica, decrescendo de 65.3+£0.5 no basal para 64.3+0.6 no
ciclo 4 (p=0.549) e 63.8£0.9 (p=0.053) apds 12 meses do inicio da
quimioterapia (Figure 3). Dentre eles, 10 (17.9%) pacientes atingiram o
critério para cardiotoxicidade apresentando uma reducdo em FEVE 210%
e/ou FEVE <50% com 7.2+1.3 meses do inicio da quimioterapia. Em adicéao,
nenhuma correlacdo foi observada entre os niveis plasmaticos de cTnl e a

FEVE (Figure 4).
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Figura 3 — Fracdo de Ejecdo do Ventriculo Esquerdo (FEVE) ao longo da
guimioterapia com doxorrubicina em pacientes com cancer de mama. N&o

houve diferenca estatistica entre os tempos.

VAGNER OLIVEIRA CARVALHO RIGAUD - 2016



39

RESULTADOS
o
30
o]
L&)
20
— a o
=
-
[+]
<]
o
10 o O
fe) o o o
o o
o o
o
o O go o
o o © o 82 o ©
o &2 8]
o O°0
0 oo Bo o
T T T T I I
- 50 -40 -,30 -,20 -10 il 10

Figure 4 — Regressao linear revelando auséncia de associagdo ente
mudangas na fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (AFEVE) e na
troponina cardiaca | (AcTnl) com um r> = 0.005 e p = 0.604.

6.3. Mensuracédo dos niveis plasmaticos de miR-1, -133b, -146a,

-208b e -423-5p

Apos avaliacao pela gPCR, foi observado um aumento gradativo nos
niveis circulantes de miR-1, -133b, -146a e -423-5p durante o tratamento

com DOX atingindo significancia estatistica a partir do ciclo 2 e seu pico
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durante o ciclo 3 (Figura 5). Entretanto, os niveis de expressédo de miR-208b
foram muito baixos, apresentando valores de C; >38 para todas as amostras,
sendo assim considerado também como n&o detectado. Considerando todos
0S pacientes, os valores de expressao relativos ao inicio do tratamento
aumentaram em 18.6, 10.6, 12.1 e 11.5-vezes para miR-1, -133b, -146a e -

423-5p respectivamente (p<0.001 para todos os miRNAS).

miR-1 miR-133b miR-146a miR-423-5p

Figura 5 — Niveis de expressdo de miR-1, -133b, -146a e -423-5p ao longo

do tratamento com 4 ciclos de doxorrubicina em pacientes com cancer de mama.
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Em uma anadlise de regresséao linear, o nivel circulante de miR-1 foi
associado a mudancas em FEVE revelando um r’= 0.363 (p<0.001)
enguanto nenhuma associacao foi observada para miR-133b, -146a e -423-

5p (Figura 6).
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Figura 6 — Regressao linear entre os niveis circulantes de (A) miR-1, (B) -133b, (C)
-146a e (D) -423-5p e mudancas na fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo
(AFEVE) revelando associagéo entre miR-1 e AFEVE (A).
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Uma curva ROC (receiver operating characteristic) foi gerada para
predizer o potencial dos niveis circulantes de miR-1 e cTnl em discriminar
pacientes que desenvolveram cardiotoxicidade daqueles que né&o
desenvolveram. Como resultado, miR-1 revelou-se mais sensivel para
deteccado de cardiotoxicidade com uma area sob a curva = 0.849 e p<0.001

guando comparado a cTnl (AUC= 0.456 e p=0.663; Figura 7).

O pico de miR-1 foi observado em 2.5+0.2 meses ap0s o inicio da

guimioterapia antecipando a reducdo na FEVE (7.2+1.3 meses).
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Figura 7 — Curva ROC (receiver operating characteristic) revelando a habilidade
dos niveis circulantes de miR-1 e cTnl em discriminar pacientes que desenvolveram
cardiotoxicidade daqueles que ndo desenvolveram durante em pacientes com

cancer de mama sob tratamento com doxorrubicina.
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Comparando os niveis circulantes de miR-1, miR-133b, miR-146a e
miR-423-5p entre pacientes com troponina alta (n= 7) e baixa (n= 49),
observou-se que miR-1 e miR-133b (MIRNAs musculo-especificos) foram
significativamente mais expressos em pacientes com troponina elevada
(Figura 8). Respectivamente, os niveis circulantes de miR-1, -133b, -146a e -
423-5p foram aumentados 5.05 (p=0.04), 4.46 (p=0.03), 1.09 (p=0.58) e

1.36-vezes (p=0.22) em pacientes com niveis de troponina elevada.
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Figura 8 — Niveis circulantes de miR-1 e -133b em pacientes com troponina

cardiaca | (cTnl) alta (n=7) e baixa (n= 49) tratados com doxorrubicina.
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Uma analise de regressao linear realizada em toda a coorte também
revelou que os niveis circulantes de miR-1 e -133b foram associados com

cTnl revelando um r* = 0.675 e 0.758 (p<0.001; Figura 9), respectivamente.

cTnl B cTnl
200+ o 200+ °
1507 1507
100 100
o
507 o r=0675 507 r=0.758
(s}
P<0,001 o” P<0,001
O%b poc 0o 0 [o]e]
0 T T T T T 0 T T T T T
-1.0 0 1.0 20 3.0 40 -1.0 0 1.0 20 3.0 40
miR-1 miR-133b

Figura 9 — Regressao linear entre os niveis circulantes de (A) miR-1, (B) -
133b e troponina cardiaca | (cTnl) revelando uma associacao entre miR-1 e
cTnl (A).
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Neste estudo foi demostrado que os niveis circulantes de miR-1, -
133b, -146a e -423-5p foram regulados positivamente em resposta ao
tratamento com DOX enquanto miR-208a/b fora indetectaveis. Ao nosso
conhecimento, este foi o primeiro estudo a demonstrar que o0 miR-1
circulante foi associado ndo somente com mudancas na FEVE mas também
com as concentracdes de cTnl em pacientes com cancer de mama sob
tratamento quimioterapico com DOX. Além disso, 0s niveis circulantes de
miR-1 aumentaram previamente a reducdo na FEVE, antecipando-se a
deteccdo da cardiotoxicidade. Analise da curva ROC mostrou que miR-1 foi
superior a cTnl para distinguir pacientes que desenvolveram
cardiotoxicidade daqueles que ndo desenvolveram. Somados, estes dados
sugerem que miR-1 pode se tornar um potencial biomarcador de
cardiotoxicidade induzida pela quimioterapia com DOX em pacientes com

cancer de mama.

7.1. Efeito do tratamento com doxorrubicina sobre os niveis

circulantes de miR-1, -133b, -208a/b, -146a e -423-5p

Os dados apresentados neste estudo confirmam relatos prévios
mostrando que o tratamento com DOX pode perturbar a expressdo de
MiRNAs relacionados com o coracgéo [56-58]. De fato, muito poucos estudos
avaliaram os padrbes de expressdo de miRNAs durante a cardiotoxicidade
induzida por quimioterapicos concentrando-se, essencialmente, em

abordagens experimentais em camundongos e culturas de células.
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Sustentando o0s resultados encontrados neste estudo, Horie e
colaboradores [59] mostraram que o0s niveis de miR-146a foram
significativamente aumentados em culturas de cardiomidcitos apoés
administracdo de uma dose alta de DOX. Este aumento foi suficiente para
induzir apoptose dos cardiomiocitos por meio da inibicdo do gene ErbB4.
Este € um achado interessante uma vez que a inibicdo do gene ErbB4 pela
DOX foi postulado como sendo envolvida no desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca em pacientes com cancer tratados com DOX. Por
outro lado, em um modelo de cardiotoxicidade cronica, Vacchi-Suzzi e
colaboradores [58] mostraram que os niveis de miR-146a no coracao de
camundongos nao foram alterados mesmo havendo evidéncias de lesdes
histopatoldgicas. No cenéario clinico, mostrou-se neste estudo que 0s niveis
circulantes de miR-146a aumentaram significativamente a partir do segundo
ciclo de DOX. De fato, ndo se sabe se miR-146a foi realmente liberado pelo
coracdo e se este aumento no plasma poderia estar relacionado com

estagios moleculares que precedem danos nos cardiomiécitos.

Recentemente, miR-423-5p tem despertado bastante atencéo por ter
sido destacado como potencial biomarcadores de insuficiéncia cardiaca
correlacionando com importantes parametros progndsticos clinicos [60-64].
Entretanto, um aumento significativo da expressdo de miR-423-5p foi
observado neste estudo sem associacdo com a reducao na FEVE. Uma vez
que a super expressdo de miR-423-5p foi descrita como suficiente para
induzir apoptose em cardiomiocitos [65], este aumento encontrado no

plasma de pacientes tratados com DOX poderia ser um indicativo de um pior
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prognoéstico. Porém ainda permanece elusivo se este aumento de miR-423-
5p proveio do aumento da sua producdo no miocardio e subsequente
liberacdo na corrente sanguinea ou se foi liberado ativamente por outros

tipos celulares em resposta ao tratamento com DOX.

Interessantemente, miR-208a (miRNA coracdo-especifico [14]) e -
208b (musculo especifico) foram indetectaveis neste estudo [66] embora
estudos prévios tenham sugeridos como potenciais biomarcadores de lesao
miocardica secundaria ao infarto agudo do miocardio [44, 67] ou uso de
isoproterenol [43, 57, 68]. Esta discrepancia pode ser resultado de uma
resposta diferencial dos cardiomidcitos ao estimulo de DOX. Como mostrado
por Vacchi-Suzzi e colaboradores [58], miR-208a diminui seu nivel de
expressao no coragado durante tratamento com DOX de forma similar com o
seu gene codificante Myh6. Em paralelo, os niveis de expressdo de miR-
208b e Myh7 (seu gene codificante) aumentam significativamente, indicando
uma inversdo de miosinas o qual é associado ao remodelamento cardiaco
patolégico [14]. J& no plasma sanguineo, Nishimura e colaboradores [57]
mostraram que, apds administracdo de uma alta dose de DOX em ratos, 0
miR-208a nao foi alterado significativamente enquanto miR-1, miR-133a/b e
miR-206 foram aumentados. Somados, estes dados sugerem que,
aparentemente, DOX induz lesdo miocéardica por uma via diferente da
observada para isoproterenol e apos o infarto, o qual parcialmente explica a
auséncia de miR-208a no plasma de pacientes tratados com DOX

observado neste estudo.
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Em acordo com os resultados obtidos neste estudo, um aumento da
expressdo de miR-1 e -133b foi também observado no plasma de
camundongos tratados com DOX [57]. Entretanto, outros dois estudos néo
observaram mudancas significantes na expressdo de miR-1 no tecido
cardiaco de camundongos [56, 58]. Em conjunto, a manutencdo dos niveis
de miR-1 no coracdo e 0 seu aumento progressivo no plasma sugerem uma
liberacdo de miR-1 do coracdo para a corrente sanguinea. Este dado é
também € apoiado pelo fato de que os cardiomiécitos aumentam a formacao

de vacuolos quando expostos a DOX [56, 58].

7.2. miR-1 e cardiotoxicidade

A ocorréncia de cardiotoxicidade em pacientes sob tratamento com
DOX é amplamente varidvel e depende de diversos fatores de risco como a
dose cumulativa de DOX administrada, idade e tratamentos concomitantes
com medicamentos toxicos como trastuzumab [54]. Neste estudo, nos
observamos uma ocorréncia de cardiotoxicidade em 17.9% dos pacientes
mesmo utilizando doses cumulativas de DOX consideradas como “seguras”.
Quando analisado como um todo, foi observada uma reducéo geral de 2%
na FEVE durante os 12 meses de seguimento com uma tendéncia a
significancia estatistica. Uma reducdo de magnitude similar (2.6%) foi
observada no recente ensaio clinico PRADA [69] levando a acredita que o
aumento do tamanho amostral seja suficiente para alcancar o nivel de

significancia.
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Os resultados obtidos neste estudo sugerem a existéncia de uma
associacdo entre miR-1 e alteracdes na FEVE em pacientes sob tratamento
com DOX. Além disso, miR-1 apresentou uma habilidade superior a cTnl
para discriminar pacientes com cardiotoxicidade. Apesar de diversos estudos
terem explorado o potencial de miR-1 como biomarcador de lesao
miocardica [57, 70-72] ao nosso conhecimento, este € o primeiro estudo a
destacar o potencial de miR-1 como biomarcador precoce de
cardiotoxicidade induzida pelo tratamento com DOX. A relacdo de miR-1
com a cardiotoxicidade poderia ser explicada, em partes, pelo seu
recentemente descrito envolvimento na geracdo de espécies reativas ao
oxigénio (ROS) [73-75]. O aumento da producdo de ROS é conhecido por
incentivar o estresse oxidativo nos cardiomidcitos levando-os a apoptose e
descrito como um dos principais mecanismos de cardiotoxicidade induzida
pela DOX. Estudos prévios [74-78] mostraram que miR-1 suprime a
expressdo de genes antioxidantes nos cardiomidcitos podendo levar a um
desequilibrio entre o estresse oxidativo e atividade antioxidante levando a
apoptose. Por sua vez, o aumento desta atividade apoptética pode ser
responsavel pela liberaracdo o conteddo celular na corrente sanguinea

elevando os niveis circulantes de miR-1.

O aumento de miR-1 no plasma de pacientes tratados com DOX
somados ao seu papel pré-apoptoético via producdo de ROS abre uma nova
janela sobre o seu uso como um alvo terapéutico a fim de reprimir o efeito
cardiotoxico da quimioterapia. De fato, diversas terapias baseadas em

mMiRNAs tém sido recentemente empregadas em doencas cardiovasculares
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revelando resultados promissores na melhora ou protecdo das funcdes
cardiacas [79-81]. Desta forma, estes resultados destacam ndo somente o
potencial de miR-1 como promissor biomarcadores de cardiotoxicidade
induzida pelo tratamento com DOX, mas também a possibilidade de seu uso

como alvo terapéutico.

7.3. Implicac@es clinicas

As mudangas na expressdo de miRNAs observadas neste estudo
podem indicar um potencial risco de eventos cardiacos como apoptose dos
cardiomidécitos e hipertrofia, no qual podem, consequentemente, levar a uma
perda da performance do coracéo. A associacéo entre miR-1 e mudancas na
FEVE e cTnl em pacientes com céancer de mama sob tratamento com DOX
pode indicar lesdo miocardica subclinica. De fato, o aumento dos niveis de
miR-1 induzido pelo tratamento com DOX pode ser um reflexo de uma
producdo de ROS aumentada o qual pode levar a apoptose de
cardiomiécitos e subsequentemente lesdo miocéardica. Desta forma, terapias
baseadas em miRNA que visem miR-1 poderiam proteger o coracao contra o
efeito cardiotoxico da quimioterapia. Finalmente, os dados obtidos neste
estudo sugerem que miR-1 ndo é somente atrativo como um promissor
biomarcador de cardiotoxicidade induzida pelo tratamento com DOX, mas

também um possivel alvo terapéutico.
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7.4. Limitacdes

Apesar da alta precisdo dos ensaios individuais pela RT-gPCR, o seu
uso restringiu os dados a somente poucos miRNAs, sendo o emprego da
técnica de mMIRNA array mais adequada para uma identificacdo mais

abrangente do perfil de miRNAs.

Os niveis de troponina cardiaca | ultra sensivel (Hs-Tnl) ndo foram
determinados neste estudo e poderiam fornecer melhores resultados se
comparados com a troponina cardiaca | (cTnl). Por outro lado, Hs-Tnl ndo

esta disponivel amplamente na prética clinica.

Outra limitagdo € que ndo se sabe a exata origem de miR-1,

entretanto, a sua associacdo com a cTnl sugere uma origem cardiaca.

Finalmente, um maior tempo de seguimento destes pacientes ainda &
necessario para determinar se o aumento dos niveis destes miRNAs é

preditivo de eventos cardiacos tardios.
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O tratamento quimioterapico com doxorrubicina (DOX) em pacientes
com cancer de mama promoveu o0 aumento dos niveis circulantes de miR-1,
-133b, -146a e -423-5p enquanto nenhum efeito foi observado sobre miR-
208a e -208b. Dentre os miRNAs analisados, miR-1 e -133b foram
associados aos niveis séricos da troponina cardiaca | (cTnl) enquanto
somente miR-1 foi associado a alteracfes na fracdo de ejecdo do ventriculo

esquerdo (FEVE).

O fato de que miR-1 foi associado a alteracdes na FEVE e cTnl bem
como sua habilidade de antecipar a cardiotoxicidade o torna atrativo como
um promissor biomarcador de cardiotoxicidade em pacientes com cancer de
mama tratados com DOX. Estes achados podem ajudar no desenvolvimento
de estratégias de deteccdo precoce de lesdo cardiaca com potencial
utilidade clinica no monitoramento ou predi¢céo de risco de desenvolvimento

de cardiotoxicidade antes que alcancem um estagio irreversivel.

Além disso, estes resultados podem levar ao desenvolvimento de uma
nova area de intervencdo com terapias baseadas em miRNA que visem

proteger o coragao contra o efeito cardiotdxico da quimioterapia
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Review Article

MicroRNAs: A New Paradigm in the Treatment and Diagnosis of

Heart Failure?

Vagner Oliveira-Carvalha, Vitor Qliveira Carvalho, Miguel Morita Silva, Guilherme Vieiga Cuimardes, Edimar

Alcides Bocchi
Instituto do Coragdo - InCor - HCFMUSP 5P S&o Paulo. Brazil

Abstract

MicroRMAs (miRMAs) are a group of newly discovered
small RMAs, non-coding, which represent one of the most
exciting areas of modern medical science as they modulate
a huge and complex regulatory nebwork of gene expression.
Lines of avidence have recently suggested that miRMNAs play
a key role in the pathogenesis of heart failure. Some miRMAs
highly expressed in the heart, such as miR-1, miR-133 and
miR-208, are strongly associated with the development of
cardiac hypertrophy, while the exact role of miR-21 in the
cardiovascular system remains controversial. Serum levels of
circulating miR™As such as miR-423-3p are being evaluated
as potential biomarkers in the diagnosis and prognosis of
heart failure. On the other hand, the manipulation of levelk
of miRMAs using techniques such as mimicking the miRMAs
(miRmimics) and antagonistic miRMAs (antagomiRs) is making
increasingly evident the enormous potential of miRMAs as
promising therapeutic strategies in heart failure.

Introduction

The syndrome of heart failure (HF) is considered the final
common pathway of every heart disease and a major cause
of death'2. This syndrome has an alarming mortality rate of
approximately 50% in five years, which can overcome many
types of cancer®. In Brazil, HF represents a major cause of
hospitalization for cardiovascular disease, and when considering
all causes of death, it represents a mortality rate of 6.3%*%.

The recent discovery of microRMAs (miRMAs) has placed
them among the most exciting areas of modern medical
science. MIRMAS are a group of small RMAs, non protein
encoders, with approximately 19-23 nudectides of extension.
Differing from the wide range of RMNAs encoded by the human

Keywords

microRMNAs [ genetics; microRMAs | diagnostic use;
microRMAs / antagonists & inhibitors; heart failure;
cardiomegaly.
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genome, this type of RMA has been nobed for its unique ability
to modulate an enormous and complex regulatory network
of gene expression®.

The biclogical role of miRMAs in the cardiovascular system
of mammaks has recently become a research field of rapid
evolution. Several studies have demonstrated the crucial role
of miRMAs not only in embryonic cardiovascular development,
bt also in cardiovascular disease.

Biology of microRNAS

The human genome encodes a broad range of types of
RMAs, in which the function of most of these molecules has
been only partially elucidated and remains unknown. Along
with other more common types of RMNA such as mRMA
(messenger RMNA or protein-coding RNA) and those with
structural funclions, such as tRMA (transfer RMA) and rRMA
[ribosomal RMA) are the non-protein-coding RMAs, including
the miRMNAs.

It is kmown that miRMAs are usually synihesized from miRNA-
specific genes or specific genelic regions that are not associated
with the production of proteins fintrons)’. The maturation of
miRMAs involves a complex metabolic pathway that begins in
the nucleus and extends to the cell cytoplasm (Fig. 1)°.

MiRMAs exert their regulatory effects by binding their
nuclectides to those of the target messenger RMNA (mRMA] in
a process called pairing. This binding prevents the ribosomes
from translating the genetic information contained in the
mRENA, resulting in decreased protein synthesis of the target
gene without impacting the corresponding levels of RMAmM®.

The miRMA-mRMA interaction, however, does not
necessarily need to be perfect, i.e., all miRNA nuclectides
bound to the mRMA. In mammals, this binding is usually
imperfect. Therefore, lack of necessity for a complete
interaction coupled with the fact that miRMAs have small
sequences, a single miRMA can regulate hundreds of target
genes, and cooperate in control of a single target gene®®.

The involvement of miRNAs in regulatory control of gene
expression and association with different functions make it
clear that miRMAs can alter the progression of several diseases.

MicroRMNAs and the cardiovascular system

Although the biological functions of miRMAs are not fully
understood, studies have shown that some miRMAs are
specifically present in certain tissues or cell types, including
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Review Article

Physical Exercise and MicroRNAs: New Frontiers in Heart Failure

Miguel Monita Fernandes-Silva™, Vagner Oliveira Carvalho', Cuilherme Vieiga Cuimardes’, Fernando Bacal',

Edimar Alcides Bocchi’

Instituto do Coragio do Hospital das Clinicas de 530 Pawlo-INCOR', 530 Faulo, SP-Hospital Cardioldgion Costantini®, Curitiba, PR, Brazil

Abstract

Although the impact of exercise on survival of patients
with heart failure has been recently questioned, exercise
training improves quality of life, functional capacity,
inflammation, endothelial and autonomic function. In
recent years, interest has increased regarding a group of
small non-protein coding RMAs called microRMNAs.

Studies have shown that the expression of these
malecules changes in several pathological conditions, such
as myocardial infarction, myocardial ischemia and heart
failure, and when dlinical improvement occurs, they seem
to normalize. With the potential for practical applicability,
markers that may be useful in diagnostic and prognostic
assessment of heart failure have been identified, such as
miR-423-3p. In addition, results of experimental studies
have indicated that there are potential therapeutic effects
of microRMAs.

MicroRMNAs are involved in the regulation of gene
expression during fetal development and in adult
individuals, increasing or decreasing in the heart in response
to physiclogical stress, injury or hemodynamic overload.
Thus, the study of the behavior of these molecules in
physical exercise has brought important information about
the effects of this therapeutic modality and represents a
new era in the understanding of heart failure.

This review aims to integrate the evidence on microRMAs
in heart failure with greater relevance in the study of
physical exercise.

Introduction

Several advances in the understanding of the
physiopathology of heart failure (HF) allowed the
development of new therapeutic modalities, or even
optimized them, with a consequent increase in survival.
Mevertheless, HF is still a condition with high mortality and
morbidity, being the leading cause of hospitalization due
to cardiovascular disease in Brazil.

Keywords
Exercise; microRMAs; heart rate [ physiopathology:
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In spite of recent evidence questicning the impact of
exercise on survival®, physical training improves quality of
life*, functional capacity®, inflammation®, and autonomic*
and endothelial function®. The mechanisms involved in this
phenomenon are not vet fully understood. In recent years,
interest has increased in the area of research involving
aspects related to the body's response to exercise in the
genetic scenario, in which microRMAs appear to play a
key role.

It has become increasingly evident that microRMAs
play a critical rele in many biclogical processes, and
research in cancer and cardiovascular diseases have been
the main focus in translational medicine. Recent studies
have evaluated the expression of several microRMAs in
myocardial hypertrophy, myocardial infarction and heart
failure, which will improve the understanding of the
physiopathology of these clinical conditions, in addition
to their promising use in the diagnosis and prognosis of
major cardiovascular diseases®”. Moreover, the possibility
of mimicking microRMAs with reduced expression or
antagonizing those of which increased expression would
be causally linked to a specific pathology, represent a
therapeutic potential and new paradigm in the management
of heart diseases.

Implicated in the regulation of gene expression during
fetal development and in adult individuals®®, many of these
microRMAs increase or decrease in the heart in response to
physiological stress, injury or hemodynamic overload™. The
study of the behavior of these molecules in physical exercise
therefore represents a great potential for new discoveries
of this type of therapeutic modality in HE

This review aims to integrate the evidence for microRMNAs
in heart failure with greater relevance in the study of
physical exercise.

MicroRNAS

In response to external stimuli such as exercise, gene
expression can be modulated by different mechanisms,
including gene silencing by small RMAs, including the
microRMNAs (miRMNAs)".

The miREMNAs, initially described in 1993 when studying
the development of nematodes', are characterized
as a group of small non-protein-coding RMNAs, with
approximately 19-15 nucleotides in length. Unlike the
wide range of RMAs encoded by the human genome, this
variety of RMA has been noted for its unique ability to
modulate an enormous and complex regulatory network
of gene expression'®.
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The Emerging Role of miR-208a in the Heart

Vagner Oliveira-Carvalho, Vitor Oliveira Carvalho, and Edimar Alcides Bocchi

MicroRNAs (miRNAs) are a class of regulatory small RNAs that have fundamentally transformed our
understanding of how gene networks are regulated representing one of the most exciting areas of the modem
cardiology research. Among all known miRMNAs, miR-208a is one of the most important heart-enriched miRNA
playing a crucial role in the heart health and disease. miR-208a is a member of a miENA family that also
included miR-208b and is encoded by an intronic region of the Myhé gene. Within the heart, miR-208a and miR-
208b are involved in the regulation of the myosin heavy chain isoformswitch during development and in
pathophysiological conditions. miR-208a is sufficient to induce arrhythmias, cardiac remodeling, and to regulate
the expression of hypertrophy pathway components and the cardiac conduction system. Recently, the identi-
fication of miR-208a in the bloodstream has led to a great clinical interest to use this molecule as a potential

noninvasive biomarker of myocandial injuries.

Introduction

HE HUMAN GENOME enodes a wide range of RNAs,

where the function of the most of these molecules has
been only partially eluddated or still remains unknown
Although the human genome has a large number of genes,
only around 30% of all transcribed genes are protein-ooding.
Indeed, only ~2% of all ranscribed bases make up known
profein-onding  genes, whereas non-proteincoding RMNAs
(ncRMAs) represent 98% and nearly 7(P% of all genes (Pra-
santh and Spector, 2007).

In the last two decades, one family of regulatory ncRNAs
called micoRNAs (miRNAs), because of their short length
(~22 nucleotides), has fundamentally transformed our un-
derstanding of how gene networks are regulated represent-
ing one of the most exdting areas of the modern cardiology
research. Since the discovery, the number of known miRMNAs
has expanded substantially. Today, more than 1500 different
miRNAs have been identified in the human genome
(www.mirbaseorg) and many of them are implicated in
cardiovascular development, function, and disease (Oliveira-
Carvalho et al., 2012). Among all known cardiovascular
miBMAs, a heart-enriched miEMNA called miR-208a had
eamed much attention not only as a critical player for the
heart health and disease, but also as a potential biomarker
and therapeutic target.

Biology and Role of miR-208a in the Heart

miR-208 is a highly conserved miRMA family constituted
of two members, miR-208a and miR-208b, which have very
similar nudeotide sequences (Fig. 1; wwwmirbase.org).

Until approximately 2009, only one member of the family
(miR-208) had been desaribed. In 2009, another member was
described, and then miR-208 was renamed into miR-2)8a
and the new member as miR-208b. Later, another miRNA
called miR~499 was induded as a third member of this family
based on the sequence homology and tissue expression
pattern (Fig. 1). Both miR-208a and miR208b as well as miR-
1, miR-133a, and miR133b were recently described as im-
portant regulators of the gene network involved in the stem
cell differentiation to cardiomyocytes (Babiarz ef al, 20132).
Indeed, miR-2(18a is highly expressed in the heart by intron
X of the Myhi gene, whereas miR-208b is encoded by intron
31 of the Myh7 and expressed in cardiac and skeletal muscles
(Callis ef al., 2009; van Roodj ef al., 2009). The third member of
the family, miR<4%9, is encoded by intron 19 of a closely
related gene, Myh7b. Similar to miR-208b, miR-499 is ex-
pressed in the embryonic heart and skeletal muscle. In turn,
these three miRMNAs (miR-2(8a,/b and miE-499), control
muscle myosin content, myofiber identity, and muscle per-
formance (van Rooidj ef al., 2009).

The efficiency of myocardial contractility is largely de-
pendent on the contractile protein Myosin Heavy Chain
(MHC). The MHC is the major contractile protein of the
cardiac muscle and represented by two MHC isoforms: o-
MHC (fast myosin) and B-MHC (slow myosin), which are
encoded by Myhb and Myh7 genes, respectivel y (Weiss and
Leinwand, 199). However, there are more andent myosin
genes, such as MyhPb. Although Myhb is dosely related to
a-MHC and p-MHC, it does not generate a new myosin
isoform with related or nowvel physiological fundion (Bell
et al., 2010). The proportion of MHC isoforms may vary
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Abstract MicroRENAs (miBNAs) are a class of non-
coding small RNAs representing one of the most exciting
areas of modern medical science. miRNAs modulate a
large and complex repulatory network of gene expression
of the majority of the protein-coding genes. Currently,
evidences sugpest that miRNAs play a crucial role in the
pathogenesis of heart failure. Some miRNAs as miR-1,
miR-133 and miR-208a are highly expressed in the heart
and strongly associated with the development of cardiac
hypertrophy. Recent data indicate that these miRNAs as
well as miR-206 change their expression guickly in
response o physical activity. The differential regulation of
miRMNAS in response (0 exercise suggests a potential value
of circulating miBNAs (c-miRNAs) as biomarkers of
physiological mediators of the cardiovascular adaptation
induced by exercise. Likewise, serum levels of c-miRNAs
such as miR-423-5p have been evaluated as potential bio-
markers in the diagnosis and prognosis of heart failure. On
the other hand, the manipulation of miBENAs levels using
techniques such as “miF mimics” and “antagomiRs’ is
becoming evident the enormous potential of miRNAs as
promising therapentic strategies in heart failure.
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Introduction

In the last two decades, one family of regulatory RNAs
called microRNAS (miRNAS), becanse of their short length
(~22 nucleotides), has fundamentally transformed our
understanding of how gene networks are regulated repre-
senting one of the most exciting areas of the modern car-
diology research. Unlike the wide range of RNAs encoded
by the human genome this RNA variety has been noted for
its unique ability to modulate an enormous and complex
regulatory network of gene expression.

To date, more than 1,500 miRNAs have been identified
in the human genome (www . mirbase.org) and this number
is expected to grow further due to the recent development
of sequencing technologies and computational prediction
methods [1]. Recently, several studies have shown that
miRNAs modulate a wide spectrum of cardiac functions
not only in heart development but also in pathogenic
conditions such as heart failure (HF).

MicroENAs in cardiac and skeletal muscles

Although the biological functions of miRMNAS are not fully
understood, studies have shown that some miRNAs are
specifically expressed in certain tissues or cell tvpes [1].
Four miENAs are highly expressed in the heart: miR-1,
miR-133, miR-208 and miR-499. The miR-1 family is the
most expressed miRNA in the heart while miR-208 is the
only cardio-specific miRNA known until now. However,
some miRNAs such as miR-128, miR-302, miR-367 and
miR-499 are potentially cardio-specific, but more studies
are neaded to confirm.

In skeletal muscle, miR-1, miR-133a, miR-133b and
miR-206 together account for approximately 25 % of the

) Springer
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ABSTRACT

Background: For many years fluconazole has been commonly used to treat Candida infections. However,
the indiscriminate use of this antimycotic therapy has favored the emergence of resistant isolates. Muta-
tions in the ERGT 1 gene have been described as one of the primary mechanisms of resistance in Condida
species.
AE;.E: In this study we investigated missense mutations in ERGI ] genes of Candida albicans, Candido
plobrato and Condida ropicalis isolates previously evaluated by susceptibility testing to fluconazole.
Methods: Screening for these mutations was performed on 19 Condidi clinical isolates (eight C. albicans,
five O glabrata and six C tropicaliz) resistant and susceptible to fluconazole. The ERGI T gene was amplified
by PCR with specific primers for each Candido species and analyzed by automated sequencing.
Results: We identified 14 different missense mutations, five of which had not been described previously.
Among them, a new mutation L32 1F was identified in a fluconaz ole resistant . albicans isolate and it was
analyzed by a theoretical three-dimensional structure of the ERG1 1p.
Conciusion: The L321F mutation in C albicans ERGT 1 gene may be associated with fluconazole resistance.
£ 2012 Revista Iberoamericana de Micologia. Published by Elsevier Espaiia, 5.1 All rights reserved.

Paiabras chave:
Resistencia farmacoligica
Mutacidn

Candida

Gen ERG11

Fluconazal

La nueva mutacion L321F en el gen ERG11 de Candida albicans puede asociarse
a resistencia a fluconazol

RESUMEN

Antecedentes: Durante ahos, el fluconazol se ha utilizado para tratar las infecciones por Candida. Sin
embargo, el use indiscriminado de este antimicdtico ha favorecido la aparicion de cepas resistentes. Se
han descrito mutaciones en el gen ERG11 como uno de los principales mecanismos de resistencia en
especies de Candida.
Ohjetivos En el presente estudio se investigaron las mutaciones de sentido errdneo en genes ERG11 de
aislamientos de Condida albicans, glebrote y tropicalis previamente examinados mediante pruebas
de sensibilidad a fluconazol.
Métodos: La deteccidn de las mutaciones de este gen se realizd en 19 aislamientos clinicos de Cendida (8 O
albicans, 5 C globrata y & C. tropicalis) sensibles y resistentes a fluconazol. El gen se amplificd mediante
reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores especificos para cada especie de Candida y se
analizaron mediante secuenciacidn automatizada.
Resultedos: Se identificaron 14 mutaciones de sentido errdneo diferentes, 5 de las cuales no habian sido
descritas previamente. Entre ellas, se identificd una nueva mutacitn L32 1Fenun aislamiento de C, albicans
resistente a fluconazol y que fue analizada mediante una estructura tridimensional tedrica de ERG11p.
Conciusidn: La mutacidn L321F del gen ERG11 de C. afbicans puede asociarse a resistencia a fluconazol.
@ 2012 Revista Iberoamericana de Micologia. Publicado por Elsevier Espafia, 5.1 Todos los derechos
reservados.
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Abstract

Background: The aim of this study was fo compare peak oxygen consumption (VO.), heart
rate (HR) reseyve and HR recopery tn early and late heart transplant recipients. Morcover, we
also aimed o correlate peak VO, and HR rescrve.

Methods: Fivfeen heart fransplant recipients (8 early and 7 late), 8 = 3 and 161 = 58 months
after transplantation, respectively, performed a cardiopulmonary exercise fest.
Results: Early heart transplant recipionts showed lower HR reserve compared to late heart frans-
plant recipients, 39 + 1508 58 + 19bpm (b = 0.049), yespectively. Peak VO,(23.4 + 4ps. 218 +
+ 5 mLkeimin, p = 0.56), VO; respirafory compensation point (18.7 + 2 ps. 185 = 4 mL/f
Jkgimin, p = 0.48) and fime of exercise festing (14 + 3 ps. 13 = 3 min, p = 0.95) Seage-
—predicted peakVOs (65 = 12 vs. 70 = 10%, p = 0.24) were not diffevent between the groups.
Moreovey, peak VO, and Seage-predicted peakVO, corvelated with HR resevve only in carly heart
transplant recipients (r = 0.89, p = 0.003 and r = 0.71, p = 0.04, respectively). Early heart
transplant recipients increased HR (2.5 + 2.0% at first minute and 0.7 + 2.3% at the Second
minuic), while lafe recipicnts decreased HR (6.0 + 4.7 at first minute and —15.5 = 2.4 af the
second minufe) af the recovery period of caydiopulmonary exercise pesf.

Conclusions: Exerrise capacity did not show difference between early and lafe heart trans-
plant recipients. HR reserve was higher in lafe compared fo carly recipients. HR reserve only
correlated with peak VO, in carly recipicnts. Moreover, only lafe heart transplant recipients
showed decrease in HR during the recovery period of cardiopulmonary exercise fest. (Cardiol
2013; 20, 2: 178-183)

Key words: peak VO,, heart rate reserve, transplantation, reinnervation

Introduction

Heart transplantation iz worldwide recognized
as treatment for end stage of patientz with heart
failure. Despite of heart transplant recipients showr
increased exercize capacity when compared to pre-
-tranzplantation, it is not restored to normal values
conzidering age-matched health subjects [1].

Too much effort is taken by the scientific
community to explain the cardiac and non-cardiac
causes of impaired exercise capacity in heart
transplant recipients. Dhastolic dysfunction [2],
chronotropic incompetence, and pre-tranzplant
phyzical deconditioning [3] have been suggested.
It has alzo been suggested that exercize capacity
can increase over the time after heart tranzplant as

Address for correepondence: Dr Vitor Oliveira Carvalho, PT, PhD, Av. Dr. Enéae de Carvalho Aguiar, 44, Laboratbrio de
Ineuficiéneia Cardiaca e Tranzplante, Bloco 1, 1° Andar, InCor. 330 Paulo. Brazil, tel: +33 11 30695419, CEP: 05403-500,
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Abstract
MicroRNAs (rmitNAs) are a group of sSmall RNAs, around 19-25 non-protain-coding nucdkeolides that ave
present in most eukaryotic organisms, including man. Since their discovery (1993), miRNAS have recei-
ved great arfenbon in the scientific communily and present one of the most exciting aress of modem
medical soence. These molecules have the singular abdity to modulate & huge and complex reguiatory
rk Of gene expresi fimated at about 70% of the human genome. The miNAs play their role
in intubiting the movement of specific mRNAs (past-Transenplional control), in other words, they reduce
for Block) the synthess of spedific protens during a certain time inferval. The miRNAS thus play & crucial
rode not anly in normal celular processes, such as develop and diffe 1, but also in patho-
gemmoivarmdmRecenlsmmesshowmalmemmmmeametsa«mvgmanbgy
intensily and disease stage and may be used as pol { 1ook in diag and prognosis. In addition,
the possible use of MRNAS to silence or activate specific genes is a promising fool that allows the de-
i 1t of new indindual therapeutic gies based on the specific condition of each patient. This

20072013« 2 -
Primera edcidn, www.slicaslud.com: 31072014
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Canalho. Fstituto do Coragdo do Hospital das
Clirecas da Facddade de Mediina da Unhersk
dade de 530 Paulo, San Pabilo, Brasll
vagrercarnvalhoBusp be

= didades méchcas
z bibliografica y referencias
profesicnales de los autores.

Justificativa e objetivos

review will discuss certain aspects of miRNA biofogy and how they may help us fight human disease.
Key words: microRNA, control of gene exp ¢

Resumo

MicroRNAS (miRNAS) s30 um fconstituyen un) grupo de p RNAS, com ap damente 19-
25 nucleotideos, que ndo-codificam (no codifican) proteinas e que estio (y se encuentran) presentes
em grande parte dos organsmos eucadontes, inclundo o homem. Desde a sua descoberta (1993) os

mIRNAS wam ganhando um (wenen ganando un) o na (papel destacado en la) comu-
ridade centifica, representando hoje uma das (en [a actualidad una de las) dreas mais estimulantes da
olncia médica moderna. Estas moléculas tém a singular {p la (ar} habilidade de modul

mm&amuauna)mme:mhum«mwm'egmwmmwernﬁ
estimada em cerca de 70% do genoma humano. Os miRtNAS exercem sua {@jercen su) fungio por meio
da (a través de [a) inibigso da tradugdo de mRNAS especificos (controle pds-transcriciondl), ou seja, im-
pedam a (es dear, impiden k) sintese de o inadas proteinas o um certo intervalo de tempo.
Desta forma, 0s miRNAS desempenham um papel crucal ndo $b nos (no sélo en kos) processos celulares
normais, como desanvolimento e (desarrolo y) diferenciaglo, mas também na (en ) patogé de
diversas cdoengas (enfermedades). Estudos recentes mostram que os perfis (los perfiles) de miRNAS se
alteram de acordo com a etiologa, intensdade e estagio da (v efapa de la) doenga, podendo s utilza-
dos como potenciais ferramentas de diagndstico e prognéstico. Alado a isto, a (Asocado con esto, [a)
possiilidade do uso dos mRNAS para slenciar ou ativar (0 activar) genes especiiicos & uma (constituye
una) atual & promissora fer ta que permile o deservalvimento de novas estratégias terapduticas
individualizadas, ou seja (es decir), baseadas na (con base en ) condicio especifica de cada paciente.
Nesta revisdo serdo abordados aspectos sobre a biologia dos miRNAS & como eles podem nos ajudar no
(i como ellos pueden ayudar én &) combate & (de las) enfermidades humanas.

Palavras chave: microfNA, ie da ofnica, be do

cincer

Mesh terms relacionados. Foram incluidos apenas artigos

Embora os (Aunque los) microRNAs sejam uma das
(son una de las) areas mais estimulantes da ciéncia bio-
médica atual, pouca informacao sobre estas moléculas
esta disponivel em linguas latinas, o (lo) que dificulta a
sua (su) difusao e retarda o surgimento (la apanicién de)
de novos estudos. Desta forma, o objetivo deste estudo
é fazer uma (es realizar una) revisao da (de fa) literatura
e introduzir aos leitores os (los lectores en los) principais
conceitos sobre dos microRNAs.

Metodologia

Pesquisas bibliograficas foram realizadas no banco de
dados (en el banco de datos) PubMed (http/Awww.ncbi.
nim.nih.govw/pubmed/) utilizando como palavras-chave

747

(articulos) de lingua inglesa. Demais dados especificos fo-
ram obtidos nos (han sido obtenidos de los) bancos de
dados miRBase (http/Awww.mirbase.org) e miRandola
(http//atlas.dmi.unict.itymirandola/).

Introdugao

O genoma humano codifica um amplo espectro de
RNAs onde a (en gue fa) fun¢do da maioria destas molé-
culas tem sido parcialmente efucidada ou ainda (dilucida-
da o aun) permanece desconhecida. Didaticamente, po-
demos dividir os RNAs em dois grandes grupos: 1) RNAs
codificadores de proteinas (RNA mensageiro ou mRNA),
e 2) RNAs nao codificadores de protelna (ncRNAs = exem-
plificados posteriormente).
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Is the S405F mutation in Candida
albicans ERG11 gene sufficient to
confer resistance to fluconazole?

La mutation 5405F dans le gene
ERG11 de Candida albicans est-elle
suffisante pour conférer une réesis-
tance au fluconazole ?

Fluconazole resistance in Candida albicans has been favored
by the indiscriminate use of the fluconazole (FLZ) in clinical
practice. Until now, many different mechanisms of FLZ
resistance were described and may occur simultaneously
in resistant isolates [Z]. One of these mechanisms is caused
by missense mutations in ERG1 1 geneleading to a decrease in
the affinity of the FLZ for its enzyme target, 14o-demethy-
lase [Z]. To date, more than 140 different missense muta-
tions have been detected in ERG11 gene of clinical isolates of
C. albicans. Among then, S405F is one of the most known
mutations associated to FLZ resistance and responsible to an
increase of 4 (four) fold in minimal inhibition concentration
(MIC) values when cloned into a Saccharomyces cerevisae
strain [1,4,5]. In addition, this mutation is often found
associated with other mutations, as Y13ZH, in resistant
isolates [1,4,5].

The ERGT1 gene from 32 C. albicans clinical isolates was
amplified by PCR with previously described primers [3] and
sequenced in both strands. FLZ susceptibility was evaluated

by the microdilution reference procedure of EUCAST for
fermentative yeasts. As result, a total of 11 different mis-
semse mutations were identified (AB1V, D116E, K128T,
Y132F, E266D, SZ79F, L3Z1F, S405F, V437l, R4671 and
V488l) among FLZ-susceptible and FLI-resistant isolates
{Table 1).

Unexpectedly, the S405F mutation generally known to be
strongly associated to FLZ resistance, was found in two
different FLI-susceptible C. albicans isolates (isolate 29
0.25 me/L; and isolate 30-0.5 mg/L; Table 1). These data
were confirmed by a second round of susceptibility test, PCR
and sequencing were performed. The isolate 29 and 30 were
obtained respectively from a biopsy of esophagus and from
blood of two different hospitalized patients under FLZ the-
rapy. The S405F mutation was identified by a change from a
wild cytosine (C) to a thymine (T) at the 1214 bp position
according to the first ATG codon of the ORF of ERG11 gene.
This mutation was found to be homozygous in both cases and
no association with other mutations was detected (Table 1).
In addition, the $405F mutation was not found in any other
resistant isolates.

These results suggest that S405F mutation singly might
not be sufficient to lead to a resistant phenotype in
C. albicans. However, mutations in ERG 11 gene are only
one of the mechanisms that may lead to FLZ resistance
and should not be taken into consideration singly. In these
two cases, acompensatory mechanism might be acting, such
as the downregulation of ERG 11 gene, which might cause low
level MICs.

Table 1 Site of isolation, fluconazole MIC values and mEsense mutations found in clinical isolates of Candida albicans.

Site de ['isolement, valeurs de MIC pour les fluconazole et mutations faux-sens trouvees dans des fsolats clinigues de Candida
albicans.

Isolate number Site of isolation MIC value (mg/L) Missense mutations

o Mouth 12 AG1ASY, D116DJE, E266E/D, S279F, V437V/I
a2 Oropharynx [ R4571

03 Blood 0.12 -

i Blood 0.25 -

05 Blood 0.25 -

06 Blood 0.25 V4IRV/|

a7 Blood 0.25 -

08 Mauth 32 Y132F

1] Blood 0.12 -

http: / Adx.doi. o/ 10, 1016/ j .mycmed. 2014. 04001
1156-5233/4% 2014 Elsevier Masson 545, All rights reserved.
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SSCP is not suitable as screening technigue to
detect mutations in ERG11 gene from Candida

species

El método molecular S5CP no permite la deteccidn de mutaciones
en el gen ERG11 de Candida

To date, many molecular mechanisms of luconazole (FLZ ) resis-
tance in Candida species have been described and may occur
simultaneously in resistant isolates* One of the most studied
mechanisms is characterized by missense mutationsin ERG11 gene,
leading to a decrease in the affinity of the FLZ for its enzyme target,
14ae-demethylase, The identification of these mutations is based on
the sequencing of the ERG11 open reading frame (ORF) followed by
computational analysis of translated codons, However, the cost of
the sequencing for a large number of samples is high and expensive
for many laboratories. The single-strand conformational polymor-
phism (55(P) is a mutation-screening technique widely used for
its simplicity and high resclution, detecting changes even at a sin-
gle base level. This ability is because a single-stranded DNA folds
differently from anctherif it differs by a single base, resulting in dif-
ferent mobility in electrophoresis gels.? In this light, we evaluated
the usefulness of 35CP as a screening method to detect mutations
inERGI1 gene.

In this study, a total of 87 Condido clinical isolates (32 Can-
dida aibicans, 34 Candida ropicalis, 11 Candida parapstlosts complex,
six Candida glabrato and four Candida krusel) were evaluated.
Muolecular identification and susceptibility testing were previously
performed.! To improve the SSCP efficiency, we amplified the
ERG11 gene of each species in four PCR products around 400bp
using previously described primers.' These four PCR products cover
together the entire ORF. Once amplified, each PCR product was
denatured by 15 min at 95°C after addition of 1:1 running buffer
{formamide 98%, EDTA 10 mM, bromophenol blue 0.05% and xylene
cyanol 0.05%), chilled by Smin in ice and then loaded in SSCP
gels. The electrophoresis were performed in 6% polyacrylamide
gels (glycerol 5% added) under the following conditions: 45 mA at
10=Chby 5.5hin 1 TBE buffer {tris- borate- EDTA). Gels were fixed
in ethanol 10% for 20min and then submitted to silver staining.?
The same PCR products were further purified, and both strands
sequenced and compared to their respective migration patterns on
SS5CP gels.

Because the 55CP is able to detect mutations in a single
base (point mutations), we expected the isolates with mutated
sequences to show different SSCP patterns when compared to the
wild sequence isolates, However, the results observed were not
the expected, and we could not draw a correlation between S5CP
parterns and the presence of mutations. Indeed, we observed that
some PCR products with the same S5CP pattern exhibited different
number of mutations or even their absence (Fig_ 1. In the same way,

hitp:jjdx doi.orgf 10. 1016/ j riam 2014.10.001

A
AB1AN, D11EE[E] D116E, K128T [3]
11 D116E,K128T
EEE o E@Ecazdagidaseg
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1] Wild fype sequence

Fig.1. {A)S5CPgelafthe first 400 bpafERGIT gene of Candido albicans chinical iso-
lates Sl'IlJ'I'nI'E different mutations ,'innil:atr:al:lg.rarmws:-atme ame ETEI.'[I'CIPTI.DI'ESiS
pattern. (2] SSCP gel of the 135t ~-4000p af ERGIT gena af Condian ropieals chn-
ical isolates SNOWENg different electrophoresis Patterns with the saame wild type
SEQUENCE. Silence mutations ane PI'I:SI:I'IIEII in brackets and l'IE‘[E'TIIj'SIJSiL'j' D}f 4
slash.

some different S3CP patterns showed the same wild type sequence.
The susceptibility data could not be either linked to SSCP patterns.
In other words, susceptible and resistant isolates shared the same
patterns. These results were observed in all the four PCR products
from all five species, suggesting the S5CP is not a reliable screening
technigue to detect mutations in ERG11 gene from Candida clini-
cal isolates. On the other hand, different results might be reached
when analyzing shorter PCR products (<400 bp) once the S5CP sen-
sitivity is highly influenced by both length of the DNA amplicon as
well as the GC content.

1130-140G/% 2014 Revista IberoameTicana de Micologia. Published by Elsevier Espana, 5.L.UL All rights reserved.

Please cite this article in press as: Oliveira-Carvalho V, Del Negro GMB. S5CP is not suitable as screening technique to detect mutations
in ERG11 gene from Caondida species, Rev Iberoam Micol, 2015, hetp: [/ dx doiorg/ 10.1016/j.riam.2014.10.001
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Abstract

Obgecrive: To establizh the determinant: of the peak VO, in
heart transplant recipients.

Methods: Patient’s aszeszment was performed in two
consecutive days. In the first day, patients performed the heart
rate variability assessment followed by a cardiopulmonary
exercize test. In the second day, patients performed a resting
echocardiography. Heart transplant recipients were eligible
if thev were in a stable condition and without any evidence of
tizsue rejection diagnosed by endomyocardial biopsy. Patients
with pacemaker, noncardiovascular functional hmitations such
as osteoarthrit: and chromic obstructive pulmonary dizeasze
were excluded from this study.

Resules: Sixty patients (63% male, 45 vear: and 64 months
following heart transplantation) were assessed. Multivariate
analyziz selected the following wvariables: receptor’s gender
(P=0,001), receptor age (P=0.049), receptor Body Alass Index
(P=0.00%), heart rate reserve (P<(.0001), left atrinm diameter
(P=0).016). Multivariate anahvzis showed r=0.77 and r2=0.6 with
P=0.001. Equation: peakVi0,=31.851 - 3,708 (receptor gender) -
0.067T (receptor age) - 0.318 (receptor BMI) + 0,145 (heart rate
rezerve) - 0L111 (left atrinm diameter).

"Instifin do Caragho do Hospital das Clinicas da Faculdade de Madicing da
USP (InCor HC-FMUSE), Sio Paulo, Brazil.

This stady was carmied out ar Instinaso do Coragio do Hospital das Clinicas
da Faruldade de Medicing da USP (InCor HC-FMUSP), Sa0 Panlo, Brazil in
association with Departamente de Fisioterapia da Universidade Federal de
530 Carlos - UFScar, S8o Carles, SP, Brazil and Departamento de Fisiotera-
pia da Universidade Federal de Sergipe (UFS), Aracajn, SE, Brazil

Financial suport: FAPESP (Fimdacio de Anmparo 3 Pesquisa do Estado de
S&o0 Panlo), protocol: 07137-3.

Conclusion: The determinant: of the peak VO, in heart
transplant recipient: were: receptor sex, age, Body Mas:
Index, heart rate reserve and left atrium diameter. Heart rate
reserve was the unique variable positively aszociated with
peak VIO, This data suggest the importance of the sympathetic
reinnervation in peak VO, in heart transplant recipients.

Descriprors: Heart Transplantation. Exercise. Exercise
Tolerance.

Resumo

Objetive: Estabelecer oz determinantes do VO, pico em
transplantados de coracio.

Merodos: Avaliacio do paciente foi realizada em dois
diaz comsecutivos. No primeiro dia, oz pacientes realizaram
a avaliacio da variabilidade da frequéncia cardiaca zeguida
de um teste de esforce cardicpulmonar, No segundo dia,
o pacientes realizaram ecocardicgrafia de repouse. Os
tranzplantades foram elegiveiz e estivessem em uma
condicio estavel e sem qualguer evidéncia de rejeicio
disgnosticada por biopsia endomiocardica. Pacientes com
marca-passo, limitacdes funciomaiz nio cardiovasculares,
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In the last two decades, one family of regulatory RMAs called
microRMNAs (miRMNAs) has fundamentally transformed our
understanding of how gene networks are regulated. Cur-
rently, the study of miRNAs represents one of the most excit-
ing areas of the modern cardiology research.

Unlike the wide range of RNAs encoded by the human
genome this RNA variety has been noted for its unigue ability
to modulate an enormous and complex regulatory network
of gene expression. To date, more than 2500 miRNAs were
identified (miRBase v21} in the human genome and many of
them are implicated in cardiovascular development, function,
and disease [1]. Among all identified cardiovascular miRNAs,
a heart-enriched miRNA called miR-208a has earned much
attention not only as a critical player for the heart health and
disease, but also as a potential biomarker and therapeutic
target [2]. miR-208a is a member of a miRNA family that also
includes miR-208b and is encoded by an intronic region of the
Myhs gene that encodes a-myosin heavy chain, the predom-
inant heavy-chain contractile protein in the adult heart [2].
Since miR-208a is a key modulator of many heart functions,
alterations in its expression levels are frequently associated
with pathological cardiac dysfunctions, such as hypertro-
phy, fibrosis, arrhythmias, contractile dysfunction, conduc-
tion abnormalities, fibrillation, and cardiac remodeling [2].
Indeed, an overexpression of miR-208a promotes deteriora-
tion in cardiac function, as indicated by decreased fractional
shortening [3]. On the other hand, the therapeutic inhibition
of miR-208a leads to a reduction in cardiac remodeling and

improvemnent in survival and cardiac function during heart
disease [4].

In this present issue, Tony and colleagues [5] reported
very interesting findings regarding the potentizl of miR-208a
silencing against doxorubicin-induced cardiotoxicity in mice.
In brief, the authors administered 20 mg/kg of doxorubicin
(DOX) as a single dose and after 7 days the mice hearts were
harvested and analyzed. As a result, the authors showed a
4-fold increase in miR-208a expression and a pronounced
downregulation of GATA4 in the control group. Mean-
while, the other group, pretreated with miR-208a antagomir,
showed an attenuation of miR-208a expression and a restora-
tion of GATA4 levels. On the other hand, pretreated mice
showed an increase in the expression level of the antiapop-
totic gene BCL-2 and a decreased apoptosis when compared
with control growp.

The miR-208a silencing described here is particularly
interesting because DOX is the first-line drug in the treatment
of many types of cancer. Despite its beneficial therapeutic
effects, cardiomyopathy and heart failure are observed when
DOX is chronically administered for several weeks [6].
Although several cardioprotective therapies have been pro-
posed, cardiotoxicity remains a major concern of oncologists
in cancer therapeutic practice [7-9].

Although there are some studies regarding the involve-
ment of mikNAs in DOX-indeced cardiotoxicity, to our
knowledge, this was the first study to evaluate miR-208a as
a therapeutic target in this issue. However, a contradictory
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Dear Editor,

Circulating mir-208a fails as a biomarker of doxorubidn-
induced ardiotoxicity in breast cancer patients

Dosorubicn (DOX) is the first-line drug in the treatment of breast
cancer. Despite its beneficial therapeutic effects, cardiomyopathy
and heart failure are observed when DOX is chronically adminis-
tered for several weeks (Octavia et al. 2012). Athough several
cardioprotective therapies have been proposed, cardiotoxicity
rermains a major concemn of oncologists in cancer therapeutic prac-
tice (Fadillioglu et al. 2003; Fadillioglu et al 2004; Alpsoy et al
2013a, 2013b). Among all biomarkers of myocardial injury, cardiac
troponins are the most used for its good sensitivity and integration
in hospital routine. However, cardiac troponins are released in
plasma only after membrane and tissue damage has occurmed
Therefone, the development of new approaches to deteat the
cardiotaic effects of DOX in the earlier stages is still required.
Recent studies have suggested that droculating miR-208a (a heart-
specific micolRMNA) may serve as useful earier biomarker of heart
injury and drug-induced cardiotoicity (Oliveira-Carvalho et al
201 3; Liu et af. 201 4; Xiao et al 2014; Nishimura et al 201 5). However,
the potential of mifk20Ba as a biomarker of DOX-induced
aardictexicity in clinical samples was not yet been eluddated.

In brief, 59 fermale patients with breast cancer under the first
round of dhemotherapy with dosorubicn were enrolled in this
study. Patients received a curmulative dose of dowrubidn
(B0 mg m%: Bergamol), cyclophosphamide (600 mgm™ Baster)
and paclitaxel (BOmgm Blau) o docetaxel (75mgmi s
Glenmark) during 3, 6, 9 and 12 weeks of treatment. Radiotherapy
was indicated only after the end of the treatment information
about the surgery is not available. Cardiac troponinl (cTnk assessed
by Centaur Advia), left ventricle ejection fraction (LVEF; assessed by
echoardiography) and plasmatic levels of miR-208a were mea-
sured inserial samples (0, 3, 6, 9and 12 weeks). Patients that devel-
oped ardiotoxicity were grouped and compared with patients
that did not. The study protocol was approved by the ethics come
mittee at Faculdade de Medicina da Universidade de S50 Paulo and
complies with the Declaration of Helsinki. Informed consent was
obtained from each patient.

Peripheral blood was collected in 4ml tubes with EOTA and
centrifuged at 2000 g for 15min at 4°C. Plasma samples were
transferred to 1.5ml microtubes and stored at -70°C. Small RMAs
(=200nt) were isolated from 200pl of plasma by a miRMeasy
Plasma/Serum kit (Qiagen). Cel-miR-39 was spiked in prior RNA
isolation for data nomalization. Reverse transcription was
performed with a TagMan MicoRMA Reverse Transcription Kit (Life
Technologies) using a fixed volume of 5pl of RNA sample as an
input. Circulating levels of miR-208a were measured by RT-gPCR
in tripliate using TagMan MicoRNA Assays (Life Technologies)
inputting 1.33 pl of <DMA. AT-gPCR meactions were plotted in
plates of 384 wells and measured in QuantStudio 12K Flex (Life
Technologies). A heart tissue sample was also included as a
positive control. All reactions were performed according to the
manufacturer's protocol.

As a result, seven patients (11, B6%) developed cardiotodicty.
Serum levels of cTnl wene increased from 63 £02) to 31 pgml ™
(#3.2) in the non-ardiotoxicity group whereas from 83 (£1.9) to

Acpted: 29 Apdl 2015

Pulbdiished online in Wiley Online Libary

1234pgml’ (£100) in cardotaxicity patients. The serum levels of
cTnl=40pgmi-1 (reference value) indicate myocardial injury. A
derease in the left ventricular function evaluation from 65.71
(£1.97) to 56.80 {46 59) was also observed in cardiotoxidty patients
whiereas it was preserved in non-ardiotoxicity patients.

In contrast, miR-208a was not detected in any sample from both
the groups even at a troponin peak at 12 weeks. The positive con-
trol (heart tissue sample) was amplified as expected. A new round
of RMA isolation, reverse transcription and RT-gPCR was pedformed
to confirm the results. miR-1 was also included as an endogenous
positive control. However, miR208a remained undetectable
whereas miR-1 amplified in all samples showing the miRNA viabil-
ity and absence of inhibitors.

Although previously published studies have suggested miR-
20Ba as a heart injury biomarker [Liu et al. 2014 Xiao et al
20014 Nishimura et al. 2015) these rnesults chearly show that
mif-208a was not drculating in the bloodstream of breast
cancer patients with DOX<induced cardiotosdty. In fact, these
studies evaluated circulating levels of miR-208a under acute
wonditions. Howewver, Nishimura et al. (2015) showed that after
a single administration of a high DOX dose in rat the drculating
level of miR-208a as well as cardiac troponins (cTnl and <TnT)
did not change significantly whereas miR-1, miR-133a'b and
mif-206 were increased. These results suggest that the toxic
acute effect of DOX occurs apparently in skeletal muscle prior
to myocardial damage.

Indeed, in a study conducted by Vacchi-Suzz et al (2012), the ex-
pression level of miR-208a in mice hearts decreases during the
DOX treatment [cumulative doses) similarly with its encoding gene
Myha. In parallel, miR-208b and Myh7 increase their levels indicat-
ing a myosin switch that is associated with pathological cardiac
remadeling. These results support our findings and partially e
plain the lack of miR-208a in the bloodstream of patients with
DOX-induced cardiotoxicity.

In light of these results, we believe miR-208a is not released into
the bloodstream by the DOX-injured heart and, therefore, is not
useful as a biomarker of DOX-induced cardiotaxicity in breast can-
cer patients, These results reflect the species differences in miRNA
rearrangerment indicating that what happens in rodents do not
necessarily translate to the human clinical setting. However, the
search for new target miRNAs is still required and should not be
discouraged.
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Anexo B - Trabalhos apresentados durante periodo de doutoramento.
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23060
Validation Of Circulating MicroRnas As Biomarkers In Heart Failure: In
Two Large Independent Cohorts

Atond  Bayes-Gens!, Dawid  Lanfear’, Maurice  de  Fonde?, Josep  Lopdn’,
Joost Leenders®, Elisabet Zamora’, | Keoki Willams®, De Amonio Mania®, Zhen Lin®,
Koos Pwinderman®, Sara-Jdoan Pile-Sietema®, Yigal Pindo®; "Universital Autbnoma de
Barcelona, Barcelona, Spain; *Henry Ford Hospital, Detroit, Mi; Academic Med Gnir, Univ
al Amsterdam, Amslerdam, Nefherlands, ‘Ml BY, Aresterdam, Nethedands;, SGenmans
Trias | Pujol Hosp, Badalona, Spain

Small studies suggested circulating microfthAs (ciremifls) as bomarkers
for Heart Failure (HF). However, standardived approaches and quality assessment are not
established, and resulits have been inconsistent, with litthe replication between studies. We
umdhrrphnmlwdﬂymﬂmdahmﬂambdmmhrharﬂm
which circmitts mey add prognestic informaion in HE Methods: We measured 15 oic
nmhmmmﬂmmwummw Cohart | [Barcelons) comprised
of n=843 clhromsc HREF patiests, Colbort || frem Detrol comprised n= 1384 chronic HF
patients (397 HFEF, 492 HRpER). Fach sample was measured in duplcate, and normalived
o an abundant and stable circmiR §miR-486-5p). Algorithms were insfalled fo define sach
caemil measurement s “valid”, "nmeasurable™ or Simealid”. This dlowed incesion of
valid bow-level ciromifl s while reducing noese from false amplilication sig
nals, Results: In general, between 20-40% of measurements were “inalid”, while mifi-
Ata_5p and -208a were *unmeasurable” i the majority of patients in both cohorts. Higher
levels of circmifts-133b, 1254, -622, -208a and -490a_5p were significantly assodated
with risk of death in both cohorts, with hazand ratios ranging from 1.103 fo 1.365 per log
mcrease {p-values 0.001 to 0005). However, adding these aremifs to establshed prediclors
{ae, renal function and NTproBNF) &d nof further augment the c-stat beyond 071 feohort
I or 0,78 feohort . Gonclushon: We developed stringent quality assessment for clremifl
testing, and fior the firet time robustly validate the association of dremilis 708a, -499a_5p,
-133h, -1254 and -622 with risk of death in HF patients. Howewer, ciramiR levels failed to
meromentaly improve progneesticalion offesed by curent biomarkers, possibly due lo the
redalive Figh numbses ol invalbid measwrements. This highlights the shorcomings of current
PCR-bersed fechnology. Movel ftechiologies: under study that improve signal-nolse ralios
may enhance the prognestic performance of circmilis.

Author Discoswres: A, Bayes-Genis: None. D, Lanfear: Aesearch Grant; Significant; Jans-
=e11. M. de Ronde: None. J. Lupdn: None. J. Leenders: Employment; Significant; Employed
by biomarker company with I righls relaled 1o miBNA E. Zamora: None. L. Williams:
Mone, 0. Marta: Mone. 2. Liu: Employment; Significant; Employed by biomarer compary
with I rights: related to milthA. K. Pwinderman: None. 5. Pinto-Sietsma: None. Y. Pinlo:
Owmership Inerest; Modest; vwns shares biomarker company with 1P rights related to
miFiNA

ey Wardds: MicroRNA; Heart Failre; Bomarkens

23109
Downregulation Of TNF-alpha by In Vive CRISPR-Cas9 Genome Editing to
Treat Cardiac Fibrosis in Diabetic Mice

Yamgeein L', Bin Liv', Beibei Lan’, Lianbo Shao', Ludu hang’, Yu Cheng',
Peng-Ii Xian', Xue-yan Jiang®, iu-xong Lin®, Fan LiY, 'l\mjlmw X-yang Yirt, Insti-
e for Cardicwascular Science & Depl of Cardiovascular Surgery, First Affiliabed Hosp of
Soochow Univ, Suzhou, China; “ilin Univ, Changchun, China; Yuangdong General Hesp,
Guangzhou, China; *Ji Lin Univ, Changchun, China; "Univ of Texas Health Science Cnlr,
Houston, TX*Guangdong Cardiovascular Insitube and Med Asch Cotr ol Guangdong General
Heasp, Gusangzhoi Mesd Lniv, Guangzho, Clina

Introduction: Cardiac fibrosis is the leading cause of candiac dysfunction in patients with
diabetes, Currently, there is no effective treatment to prevent the anset of this cordition,
Inflammation is a halmark of diabetes associated with heart discaszes and TMF-alpha is
a key fadior imvobred in inflammation. We tested whether downregulation of TNF-alpha
ookl preven! cardiac fibrosis in diabetic mice. Methods and Results: Disbeles wis in
duced in CHTBLEG mice by injecting streplaratocin (ST7, 55 mygfkgiday) for 5 days. Citrate
buifer was injected as control, One week after ST/ injection, blood glucoss levels sig-
nificantly increased in diabetic C57BLG mice (336 + 76 mo/dl) compared to control (108
=21 mg/dl). The increased biocd glucose was accompanied by increased candiac fibrosis
(Masion Tricrime), and incressed TRE-alpha mBNA and probein expression in hear Essoe,
To assess whether genome editing using a custered regulary inferspaced short palindrom-
i repeats (CRISPR)CaO system can efficently iroduce loss-of-function mutation inle
the endogenows THIF-alpha gene in vivo, we constructed lentiines expressing CRISPR-Cas2
and a CRISPR ouide RNA taroeting THF-alpha. The lentivins rarfides were transolamted

THF-alpha in the heart was as high as =50% by surveyor assay. Mo ofi-targel mutagenesis
was deteced in other fissues such as hang and liver. The CRISPA/Cas0 based knockdowsn
appieach resulted in decreased candiac fibrosis (MassionTricime), accompanied by re-
duced expression of TNF -alpha in hearl assessed by PCH, Weslem blol and immuncstain
ing. Mo significant change of other inflammatony cylokines inchuding IL-6 was observed in
the hearts. Furthesmore, the CRISPRCas9 approach did not alter cell proliferation (Brdl
mmm}mmmﬂurﬂmﬂnmmmmmmm
mllarmmialion contriiubes lo cardiac liboosis v TNF-alpha signeing palhway, and suggests
mmmmnmmmwwmmﬂmﬂmm
novel CRIEPR-CasD approach,

Purthor Disclogures: Y. Li: Mone. B. Liw: None, B. Lan: None. L. Shao: Mone. L. Zhang: None.
Y. Thang: None. P Xizo: None. X. Jiang: None. 0. Lin: Mone. F Li: None. Y. Geng: None.
. Yz None,

Ky Words: CRESPRVCas®; Inflammation; cardiac fibrosis; THIF-alpha

22946
Cardiac-Specific Knock-out of the Histone Methyliransferase Smydi
Leads to Coordinated Downregulation of Energy Metabolism

Junko Shibayama, Dane W Barton, Li Wang, Tatana N Yuzyuk, James Coo, Mlexey ¥V faitsey,
Sarah Frankdin; Univ of Utah, Salt Lake City, UT

Background: Glabal regulalory mechanisms controlling e complex metabolic remadeling
which aceurs during the onset of heart fallure are still poorly understood. However, recent
advances have sugpesied a synemgisiic ink between epigenetic regulation and cellular me-
tabalism, although how this interplay is carried out in the heart is langaly unknowm. Our
recent analyses of chiomatin binding mdmmwmmm
Tropéry and lailure idenfified the histone methyi Sy, To delermine the rale of
wlnmemmmmwmmmmmmm
{Svpd1-KO) mice, which exhibit collular hyperirophy, chamber remodeling and cardiac
dyshmetion. In addition, bicinformatics analysis of franscripts differenfially expressed in
Smyd1-KO heart lissue, before hear hanclion declined, showed that cellular metabolism
wats he mast perturbesd bivkogical process in These animals and suggests thal Smyd1 may
be a key regulator of energy metabolism. Methods and Resulls: To investigate this hy-
pothesis we carmied out metabolomic and gene expression analysis of Smyd1-KD heart
fissue 1o comprehensively characterize the abundance of emergetics-refated bran-
sciipts and melaboliles n these animals. Inberestingly, our results revealed systemic
dysfumction in energy substrate metabolism characterized by d gulaticn of fatly
acid B-oxidafion fobserved as a decrease in PPAR-ce, camitine-palmitoyliransferase |,
carniting transporter DCTH2 and myocardial camitine condent [43% reduction]) and
branched-chain amino acid [BCAR) cddation (obeerved a= a 2-fold accumulation of all
BCARs and the decreased expression of PR20m, an key activalor of BCAR calabolism).
In addition, our results ientified a dramatic increase in myocardial lactate and alanine
(340% and 170% respectively), concomitant with decreased expression of pyruvate
debydrogenase E1 f, indicative of ghycolytic impairment. Conclusions Overall, this study
wdenilies i povel mobe Tor Smpd 1 reguiating energy metabolizm in the hearl and provides
L@WWWWMMMMMMMWM&M

Purthor Disclogures: J. Shibayama: None, W Barton: Nane. L. Wang: None, TN, Yuzyuk:
Mone. J. Goo: Nene. ALV, Zaitsew: None. 5. Frankfinz None.

Ky Worcks: Cardiac byperirophy/laiure; Smpdl fhistons mellyllranslerase), Epigenchies,
Cardiac energetics; Metabolomics/Transcriptomics

23147

Circulating miR-1 And miR-133b Correlate With Subclinical Myocardial
Injury in Breast Cancer Patients Under Doxorubicin Treatment

Vagner Dliveira-Carvalho, Ludmila R Ferreira, Daniele F Borges, Sihia M Ayub-Ferraira,
Misrica S Avila, Sara M Brandio, Ftima Cruz, Edéco Cunba-Nedo, Edimar & Bocohi; Insti
o dio Caragan, 5o Pavlo, Brazi

Imtraduction: Myocardial injury is one of the major concams when dosorubicin ([0X) s
chronically administered for several weeks and may lead o cardiomyopatiy and heart
failure. Recently, croulating microfMAz fc-mifMAs) have been suggested as potential
bivmarkers of myocardial injury and droeg-induced cardiotoxicity, Howewes, the polenlisl
of c-mifiNAs as bomarkers of DOX-Indeced cardiotoxicity in a clinical seffing was not
assessed, Therefore, the aim of this study is to evaluate the candioloec effects of DOY
on the circulating levels of miR-1, miR-133b, mift-146a, mif-708a, miR-208b and mif-
A423-5p in breas! cancer patienls. Methods: In briel, 59 lemale patients (50,02+8,64
ane) received 4 cvoles of chemotherany with cumidlative doses of G0 malm?® DX during
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Anexo C - AtuagBes como revisor durante o periodo de doutoramento.

2012 — Atual

2012 — Atual

2013 — Atual

2013 — Atual

2013 — Atual

2014 — Atual

2014 — Atual

2014 — Atual

2014 — Atual

2014 — Atual

2015 — Atual

2016 — Atual

Cardiovascular Therapeutics (Oxford, UK)
Journal of Cardiothoracic Surgery (London, UK)

Federation of European Biochemical Societies (FEBS)

Letters (Amsterdam, NLD)

Brazilian Journal of Infectious Disease (Salvador, BRA)
Pharmacogenetics and Genomics (Washington, USA)
Experimental Biology and Medicine (London, UK)
Biological Trace Element Research (New Jersey, USA)
Herz (Munich, GER)

Clinics (Sao Paulo, BRA)

Journal of Physiology and Biochemistry (Pamplona,

ESP)
Cellular Physiology and Biochemistry (Basel, SUI)

Biomarkers in Cancer (Auckland, NZL)
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Indicador: ISI Web of Knowledge

Oliveira-Carvalho, Vagner | Return to Search Page Get A Badge ResearcherlD Labs

ResearcherlD: -4124-2013
Other Names: Carvalho, VO
E-mail: vagnercarvalho@usp.br
URL: hitpifwww . researcherid.comirid/(-4124-2013
Subject: Biochemistry & Molecular Biology; Genetics & Heredity
ORCID: hitp:lforcid.org/0000-0002-1194-9380
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Total Articles in Publication List: 11
Articles With Citation Data: 10
sum ofthe Times Cited: 79
Average Citations per Article: 7.90
h-index: 6

Last Updated: 03/07/2016 15:12
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Indicador: Google Scholar

Vagner Oliveira-Carvalho
PhD cand. Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo

Molecular Genetics
E-mail confirmado em usp.br - Pagina inicial

indices de citagtes Todos  Desde 2011

Citacbes 144 134
indice h 7 7
indice i10 7 7
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