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RESUMO 

  



Rigaud VOC. Estudo dos níveis plasmáticos de miR-208a na cardiotoxicidade de 

pacientes submetidos à quimioterapia com antraciclina [tese]. São Paulo: Faculdade 

de Medicina, Universidade de São Paulo; 2016. 

INTRODUÇÃO: Cardiotoxicidade é frequentemente associada ao uso crônico de 

doxorubicina (DOX) podendo levar a cardiomiopatia e insuficiência cardíaca. A identificação 

de miRNAs cardiotoxicidade-específicos e seu potencial como biomarcadores poderia 

fornecer uma ferramenta prognostica valiosa e uma potencial área de intervenção. 

METODOLOGIA: Este é um sub-estudo do ensaio clínico prospectivo “Efeito do Carvedilol 

na Prevenção da Cardiotoxicidade Induzida por Quimioterapia” (ensaio CECCY) no qual 

incluiu 56 pacientes do sexo feminino (idade 49.9±3.3) provenientes do braço placebo. Os 

pacientes incluídos foram submetidos à quimioterapia com DOX seguido por taxanos. 

Troponina cardiaca I (cTnI), fração de ejeção do ventrículo esquerdo (FEVE) e microRNAs 

foram mensurados periodicamente. RESULTADOS: Os níveis 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 indetectáveis. 

cTnI aumentou de 6.6±0.3 para 46.7±5.5 pg/ml (p<0.001) enquanto FEVE tendeu a diminuir 

de 65.3±0.5 para 63.8±0.9 (p=0.053) após 12 meses; deis pacientes (17.9%) 

desenvolveram cardiotoxicidade. miR-1 foi associado a mudanças na FEVE (r
2
=0.363, 

p<0.001) enquanto miR-1 e -133b foram associados a cTnI (r
2
 = 0.675 e 0.758; p<0.001). 

Além disso, miR-1 antecipou a cardiotoxicidade e mostrou uma area sobre a curva maior 

que cTnI para discriminar pacientes que desenvolveram cardiotoxicidade daqueles que não 

desenvolveram (AUC = 0.849 e 456, p<0.001 e 0.663, respectivamente). CONCLUSÃO: 

Nossos dados sugerem miR-1 como um potencial novo biomarcador de cardiotoxicidade 

induzida por DOX em pacientes com câncer de mama. Estes resultados podem levar a 

novas estratégias de detecção precoce do risco de lesão cardíaca induzida por DOX bem 

como a introdução de uma nova área para intervenção. 

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]. São Paulo: "Faculdade de 

Medicina, Universidade de São 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 I (cTnI), 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. cTnI 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 cTnI (r2 = 0.675 and 0.758; p<0.001). Furthermore, miR-1 anticipated 

cardiotoxicity and showed greater area under the curve than cTnI 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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As doenças cardíacas e as neoplasias são as principais causas de 

óbito geral na população brasileira [1] e americana [2]. Dentre as doenças 

cardíacas, destaca-se a insuficiência cardíaca (IC) com altos índices de 

mortalidade a despeito dos avanços no tratamento farmacológico [1]. 

Aproximadamente 80% dos homens e 70% das mulheres com menos de 65 

anos morrem dentro de oito anos do diagnóstico de IC [3]. 

Quanto às neoplasias em geral, a mortalidade tem decrescido ano a 

ano. Nos homens a taxa de óbito reduziu-se 19,2% entre 1990 – 2005 e nas 

mulheres, 11,4% [2]. Esta melhora na sobrevida pode ser atribuída a 

diversos fatores, entre eles a detecção precoce das neoplasias, controle dos 

fatores de risco e melhora do tratamento quimioterápico.  

Entretanto, com o aumento da sobrevida, os pacientes vivenciam 

cada vez mais os efeitos colaterais dos medicamentos administrados, 

destacando-se a cardiotoxicidade. A manifestação mais típica desta 

cardiotoxicidade é a cardiomiopatia dilatada que se manifesta tardiamente 

no curso da doença e normalmente é refratária ao tratamento clínico [4].  

A cardiomiopatia dilatada secundária a quimioterápicos (CMQT) 

responde por aproximadamente 1% de todas as cardiomiopatias dilatadas 

[5]. No caso das antraciclinas, classe de quimioterápicos usada no 

tratamento de uma variedade de neoplasias hematológicas e de órgãos 

sólidos, observa-se algum grau de disfunção ventricular em metade dos 

pacientes após 10 a 20 anos do tratamento [4] e IC sintomática desenvolve-
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se em 10% dos pacientes que recebem doses superiores a 550 mg/m2 de 

doxorubicina [6].  

No caso da terapia adjuvante para câncer primário de mama, o uso de 

derivados da antraciclina provocou redução acima de 10% na fração ejeção 

do ventrículo esquerdo em 10 a 50% dos pacientes tratados, mesmo com 

uso de doses consideradas seguras para o tratamento [7]. 

A ação quimioterápica das antraciclinas é derivada da indução de 

apoptose em células cancerígenas. No entanto induz também apoptose em 

células normais. A lesão cardíaca induzida pelas antraciclinas envolve a 

geração de radicais livres por mecanismos enzimáticos da cadeia 

respiratória mitocondrial assim como uma via não enzimática que incorpora 

ferro. Os radicais livres e o ferro podem lesar a membrana celular ou 

macromoléculas, aumentando a sua permeabilidade. Os miócitos são mais 

suscetíveis à lesão por radicais livres devido ao seu alto metabolismo 

oxidativo e poucas defesas antioxidantes [8]. 

 

1.1. Biomarcadores de cardiotoxicidade 

A identificação precoce do risco de cardiotoxicidade é o objetivo 

primário tanto para cardiologistas quanto para oncologistas, permitindo o 

planejamento de estratégias terapêuticas, o suporte à função cardíaca e o 

monitoramento da progressão da injúria cardíaca. No entanto, o 

desenvolvimento de estratégias para monitoramento da lesão cardíaca 

induzida por antraciclinas tem sido um desafio. A biópsia endomiocárdica é o 

padrão ouro, existindo um sistema de graduação da toxicidade, 
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demonstrando que o dano miocárdico já ocorre com doses de 180mg/m2 [9]. 

Esse procedimento é muito sensível para detecção de injuria miocárdica, 

porém é invasivo, necessita de um médico treinado e pode não estar 

correlacionado com o quadro clínico. Por isso, outras formas de 

monitorizarão da IC têm sido aceitos. 

A mensuração de biomarcadores cardioespecíficos, como a troponina 

cardíaca I (cTnI), é uma ferramenta diagnóstica útil para a identificação 

precoce, avaliação, e monitoramento da cardiotoxicidade. A cTnI é uma 

proteína das células miocárdicas e está muito bem estabelecida como 

marcador de injúria miocárdica [10]. Também já foi demonstrado que o 

aumento da cTnI após tratamento quimioterápico é um marcador de risco 

para eventos cardíacos [11,12]. Possui alto valor preditivo negativo, 

permitindo a exclusão de monitorizarão em longo prazo com métodos caros 

como o ecocardiograma e a angiocardiografia [13]. A elevação da cTnI após 

1 mês do tratamento quimioterápico foi relacionado com maior incidência de 

eventos em relação a um aumento transitório [11]. 

Apesar de a cTnI estar bem estabelecida como marcador de injúria 

miocárdica, estudos recentes revelaram que pequenas moléculas de RNA 

circulantes no sangue, denominadas microRNAs (miRNAs), têm sido 

descritas como potenciais biomarcadores em diversas doenças,  

apresentando alta sensibilidade e especificidade na detecção da injúria 

cardíaca [14].  
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1.2. microRNAs 

O genoma humano codifica um amplo espectro de RNAs onde a 

função 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 proteínas (RNA 

mensageiro ou mRNA), e 2) RNAs não codificadores de proteína (ncRNAs – 

exemplificados posteriormente). 

Embora o genoma humano possua um grande número de genes, 

somente por volta de 30% de todos os genes transcritos são codificadores 

de proteínas. Se levarmos em conta todas as bases nitrogenadas 

transcritas, somente 2% delas compõem genes codificadores de proteínas, 

enquanto os 98% restantes e aproximadamente 70% de todos os genes 

estão relacionados a funções estruturais e regulatórias [15]. 

O grupo dos ncRNAs podem ser subdivididos em duas classes: 

constitutivos e regulatórios. Os ncRNAs constitutivos são expressados 

continuamente e são essenciais para a estrutura e função normal das 

células, por exemplo os RNAs transportadores (tRNA) e ribossomais (rRNA). 

Já os ncRNAs regulatórios são seletivamente expressados e afetam a 

expressão de outros genes ao nível transcricional ou translacional. 

Nas últimas duas décadas, uma família de ncRNAs regulatórios, 

chamados de microRNAs (miRNAs) devido ao seu pequeno comprimento 

(~22 nucleotídeos), tem chamado muita atenção por sua singular habilidade 

de modular uma enorme e complexa rede regulatória da expressão dos 

genes. Desde a sua descoberta, estas moléculas têm fundamentalmente 
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transformado a nossa compreensão de como os genes são regulados e 

como interagem entre si, representando hoje, uma das áreas mais 

estimulantes da ciência médica moderna.  

 

1.2.1. Biogênese 

Os miRNAs podem estar localizados em diversas regiões do genoma. 

Aproximadamente 70% dos miRNAs estão em regiões intrônicas ou 

exônicas e 30% em regiões intergênicas [16]. Baseados na localização 

genômica podemos classificar os miRNAs em três grupos: 1) miRNAs 

exônicos: presentes em éxons de unidades transcricionais não-codificadores 

de proteínas conhecidas como mlncRNA (mRNA-like noncoding RNA). Estes 

RNAs compartilham as mesmas propriedades do mRNA tais como splicing, 

poliadenilação, capping e expressão temporal, mas não codificam proteínas 

[17]; 2) miRNAs intrônicos de transcritos não-codificadores de proteínas; e 3) 

miRNAs intrônicos de transcritos codificadores de proteínas. Além destes 

três grupos, alguns miRNAs apresentam uma variação entre íntrons e éxons 

dependendo do padrão de splicing alternativo, sendo assim chamados de 

“categoria mista" [18,19].  

O processo de síntese e maturação dos miRNAs envolve uma 

complexa via metabólica que se inicia no núcleo e se estende até o 

citoplasma celular. O primeiro passo para a maturação do miRNA é dado 

pela enzima RNA polimerase II. Esta enzima transcreve uma longa fita de 

miRNA primário (pri-miRNA) a partir de um determinado gene [20]. O pri-

miRNA resultante é bem longo, possuindo centenas ou milhares de 
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nucleotídeos, podendo conter de uma a seis regiões precursoras (pré-

miRNAs) que irão formar miRNAs distintos [21]. Cada pré-miRNA é 

composto por cerca de 70 nucleotídeos e é caracterizado por formar uma 

estrutura de alça dupla-fita. Estas estruturas são flanqueadas por 

sequências nucleotídicas específicas que têm a função de informar ao 

complexo enzimático Drosha (Pasha em invertebrados) onde começa e 

termina cada pré-miRNA [22,23]. Drosha irá reconhecer esta região e clivar 

o pri-miRNA liberando os pré-miRNAs no núcleo celular. Porém, para que 

estas moléculas transformem-se em miRNAs, elas devem ser exportadas 

para o citoplasma através da proteína 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 nucleotídeos. 

As duas fitas são então separadas, porém, apenas uma delas irá 

potencialmente atuar como um miRNA funcional, enquanto a outra 

geralmente é degradada [28]. Este processo de seleção é primariamente 

determinado pela estabilidade termodinâmica das fitas e pela forma com que 

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

 

1.2.2. Mecanismo de ação 

A fita de miRNA, agora madura, é incorporada a um conjunto 

enzimático denominado RISC (RNA-induced silencing complex). O complexo 

miRNA-RISC exerce seu efeito regulatório através da ligação de 6-8 de seus 

nucleotídeos localizados na terminação 5’ (denominada região “seed”) a 
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região 3’ não-traduzida (3’UTR) do RNA mensageiro (mRNA)-alvo. Em 

mamíferos, o resultado desta ligação acarreta em um silenciamento gênico 

propiciado, geralmente, pelo encurtamento da calda poli(a) – o que leva a 

uma desestabilização do mRNA-alvo – ou reprimindo a formação do 

complexo de tradução, reduzindo a eficiência dos ribossomos em traduzir a 

informação genética contida no mRNA-alvo. Desta forma, os miRNAs agem 

diminuindo a síntese proteica do gene-alvo sem impactar nos níveis 

correspondentes de mRNA [31].  

Entretanto, a interação miRNA-RNAm não precisa necessariamente 

ser perfeita, ou seja, todos os nucleotídeos do miRNA ligados ao RNAm. De 

fato, normalmente esta ligação é imperfeita em mamíferos. Esta não 

obrigatoriedade de interação completa somado ao fato de os miRNAs 

possuírem sequências pequenas, permitem que um único miRNA possa 

regular centenas de genes-alvo distintos, assim como vários miRNAs 

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

 

1.2.3. Nomenclatura 

De acordo com a nomenclatura padrão, o prefixo "miR" (abreviação 

de microRNA) é seguido por um hífen e um número atribuído a ordem em 

que o miRNA foi descoberto [33, 34]. Assim, o miR-208 foi descoberto antes 

do miR-456. O prefixo "mir" com a letra “r” minúscula refere-se ao pré-

miRNA, enquanto o maiúsculo "R" se refere à sua forma madura. 

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

prefixo de três letras, onde a primeira refere-se ao gênero e as outras duas à 
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espécie. Por exemplo, hsa-miR-208 para Homo sapiens e mmu-miR-208 

para Mus musculus (camundongo).  

Alguns miRNAs apresentam sequências muito semelhantes, variando 

em apenas um ou dois nucleotídeos. Nestes casos, os miRNAs são 

nomeados com o mesmo número, porém, com uma letra minúscula 

adicional. Por exemplo, miR-208a possui uma sequência muito semelhante a 

miR-208b, pertencendo-os a mesma família. Também é importante lembrar 

que um mesmo miRNA maduro pode ser sintetizado por pré-miRNAs 

oriundos de regiões distintas do genoma. Neste caso, adiciona-se um sufixo 

numérico. Por exemplo, os pré-miRNAs mir-194-1 e mir-194-2 formam o 

mesmo miRNA maduro (miR-194), mas estão localizados em diferentes 

regiões do genoma. 

 

1.2.4. O microRNA cardio-específico miR-208a 

miR-208 compreende em uma família de miRNAs altamente 

conservada constituída por dois membros: miR-208a e miR-208b nos quais 

possuem uma sequência nucleotídica muito similar [14]. Até 

aproximadamente 2009, somente um membro da família (miR-208) tinha 

sido descrito. Porém, em 2009 um novo membro foi descoberto, fazendo 

com que o miR-208 fosse então renomeado para miR-208a e o novo 

membro como miR-208b. Mais tarde, outro miRNA conhecido como miR-499 

foi incluído como um terceiro membro desta família devido a sua alta taxa de 

homologia de sequência e padrão de expressão tecidual.  
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Até onde se sabe, miR-208a é expresso exclusivamente no coração 

pelo íntron 29 do gene Myh6, enquanto miR-208b é codificado pelo íntron 31 

do gene Myh7 e expresso tanto em músculos cardíacos quanto esqueléticos 

[35, 36]. Quanto ao terceiro membro da família, miR-499 é codificado pelo 

íntron 19 de um gene estritamente relacionado: Myh7b. Assim como miR-

208b, miR-499 é expresso no músculo esquelético e em corações durante o 

estágio embrionário. Em parte, estes três miRNAs (miR-208a/b e miR-499) 

controlam o conteúdo muscular de miosina, identidade das miofibrilas e 

performance muscular [36].  

A eficiência da contratilidade do miocárdio é amplamente dependente 

da proteína contrátil Miosina de Cadeia Pesada (Myosin Heavy Chain - 

MHC). A MHC é a maior proteína contrátil do músculo cardíaco e é 

representada por duas isoformas: α-MHC (miosina rápida) e β-MHC (miosina 

lenta) nos quais são codificadas respectivamente pelos genes Myh6 e Myh7. 

Estes genes (Myh6 e Myh7) são diferentemente expressos no coração 

adulto em paralelo a expressão de miR-208a e miR-208b respectivamente 

[35, 36].  

A proporção de isoformas de MHC pode variar de acordo com a 

espécie e estágio de desenvolvimento. Em roedores, miR-208b parece ser 

altamente expresso em corações fetais, reduzindo sues níveis de expressão 

até se tornarem adultos. Em contraste, miR-208a apresenta níveis de 

expressão mais baixos durante o desenvolvimento do coração, tornando-se 

predominante na fase adulta. A inversão da expressão fetal de miR-208b 

para a miR-208a ocorre logo após o nascimento, indicando que se miR-208a 
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e miR-208b atuam sobre os mesmos mRNAs, eles agem em diferentes 

estágios do desenvolvimento [35]. Aparentemente, miR-208b a miR-499 são 

funcionalmente redundantes e desempenham um papel dominante na 

especificação da identidade da fibra muscular ativando os genes 

relacionados a miofibrila de contração lenta e reprimindo as de contração 

rápida [36]. 

A deleção de miR-208a resulta na redução da expressão de β-MHC 

em corações adultos, gerando evidencias de que miR-208a está envolvido 

na regulação da expressão de Myh7 e Myh7b e seus miRNAs intrônicos 

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

  

1.2.5. Implicações do miR-208a na insuficiência cardíaca 

A contratilidade cardíaca depende da expressão de duas isoformas 

da MHC: α- e β-MHC e mudanças nas suas proporções podem levar a 

situações adversas como hipertrofia, fibrose e sérios efeitos sobre a função 

contrátil do coração. Esta mudança das proporções de α- e β-MHC pode ser 

desencadeada por variações dos níveis de expressão de miR-208a, uma vez 

que miR-208a está envolvido na regulação de seus genes codificantes.   

O aumento da expressão de miR-208a no coração resulta em um 

aumento também de β-MHC, sendo associado à arritmia, fibrose e 

crescimento hipertrófico em camundongos [35] e desfechos clínicos ruins na 

cardiomiopatia dilatada humana [37]. De fato, a expressão aumentada de β-

MHC no miocárdio, uma característica comum da hipertrofia cardíaca e IC, 
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pode diminuir o power output e contribuir para a redução da função sistólica 

no estágio final da IC [38]. Assim, o aumento da expressão de miR-208a no 

coração tem sido proposto como um forte preditor de insuficiência cardíaca 

[37]. 

Por outro lado, camundongos que não expressam miR-208a falharam 

na regulação positiva de β-MHC não desenvolvendo hipertrofia ou fibrose 

dos cardiomiócitos [39].  

 

1.2.6. miR-208a como potencial biomarcador de lesão 

miocárdica 

Tendo em vista que os miRNAs modulam a expressão dos genes, não 

é difícil imaginar que em um estado patológico o padrão de expressão dos 

miRNAs envolvidos em vias metabólicas relacionadas estejam alterados. 

Baseados nestas nuanças podemos associar o nível de expressão dos 

miRNAs a um diagnóstico, uma etiologia, e/ou ter uma indicação de como a 

doença irá progredir. 

Embora estejam presentes em todos os tipos celulares, a maioria dos 

miRNAs são mais expressos em certos tecidos do que em outros, sendo 

assim chamados de miRNAs tecido-específicos. Para isso, sua expressão 

deve ser cerca de 20 vezes maior em um determinado tecido em relação aos 

outros [40]. Por esse motivo, a maioria dos estudos clínicos têm se baseado 

na mensuração dos níveis de expressão de miRNAs em amostras do tecido 

de origem. Entretanto, a necessidade de procedimentos muito invasivos 

como biópsias tem limitado significativamente este tipo de pesquisa.  
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Por outro lado, numerosos estudos tem demonstrado que alguns 

miRNAs, incluindo miR-208a, não são somente encontrados 

intracelularmente, mas também detectáveis fora das células, em vários 

fluidos corporais como sangue, saliva, urina e etc [41]. Estes miRNAs foram 

então nomeados como miRNAs circulantes ou simplesmente “c-miRNAs”. 

Interessantemente, ~90% dos miRNAs extracelulares estão associados a 

proteínas Ago2, HDL, entre outras e ~10% estão envolvidas em pequenas 

unidades membranosas como exossomos, microvesículas, e corpos 

apoptóticos [41]. Evidências recentes revelam que uma porção dos c-

miRNAs é secretado como microvesículas tanto de células normais 

saudáveis quanto células danificadas [42]. Contudo, se o miR-208a é 

liberado na corrente sanguínea na forma de microvesículas por 

cardiomiócitos danificados, o seu preciso mecanismo de liberação 

permanece desconhecido. O fato de miR-208a ser cardio-específico e poder 

ser detectado em sangue periférico o torna potencialmente útil para testes 

fáceis e rápidos, auxiliando o diagnóstico e/ou guiando a terapia. 

O primeiro estudo em camundongos mostrou que a concentração 

plasmática de miR-208a está aumentada na presença de cardiotoxicidade 

induzida por isoproterenol (isoprenalina) apresentando uma boa correlação 

com a cTnI plasmática [43]. No ano seguinte, foi mostrado que os níveis de 

miR-1, miR-133 [44, 45], miR-208a [44], miR-208b [45-47] e miR-499 [44-47] 

estavam altamente elevados no plasma sanguíneo e significativamente 

reduzido no miocárdio 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 

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

Já em 2010, Wang e colaboradores [44], mostraram que miR-208a foi 

mais sensível que a cTnI podendo ser detectado em todos os pacientes com 

infarto do miocárdio, enquanto, em paralelo, cTnI foi detectado em 85% 

destes pacientes. Outro dado importante é que o nível de cTnI no sangue 

começa a se elevar após quatro a oito horas da lesão miocárdica [49] 

enquanto uma aparente elevação dos miRNAs é observada dentro de 

apenas uma hora [44]. Além disso, cTnI é excretada pelos rins e 

ocasionalmente seus níveis aumentam no sangue de pacientes com doença 

renal, mesmo na ausência de doenças cardíacas [50], limitando assim a sua 

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

cTnI como biomarcador de injúria miocárdica. 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. JUSTIFICATIVA 
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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 útil na predição do risco de desenvolvimento de cardiotoxicidade e 

permitir o monitoramento da progressão do dano cardíaco além de guiar o 

planejamento de estratégias terapêuticas para proteger a função cardíaca. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. HIPÓTESE 
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Teoriza-se que a terapia com antraciclina promova a lesão ou 

aumento da permeabilidade da membrana celular dos miócitos permitindo a 

liberação precoce de miR-208a na corrente sanguínea. Desta forma, espera-

se que os níveis plasmáticos de miR-208a elevem-se precocemente e 

mantenham-se elevados por mais tempo quando comparado aos níveis 

séricos da troponina cardíaca (cTnI). 
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4.1. Objetivo geral 

Avaliar o efeito do tratamento quimioterápico com doxorubicina 

sobre os níveis circulantes de miR-208a em pacientes com câncer de 

mama. 

 

 

4.2. Objetivos específicos 

 

a. Correlacionar os níveis circulantes de miR-208a com a troponina 

cardíaca sérica em pacientes submetidos a tratamento 

quimioterápico com doxorubicina. 

 

b. Correlacionar os níveis circulantes de miR-208a com a função 

cardíaca, determinada pela fração de ejeção do ventrículo 

esquerdo, em pacientes submetidos a tratamento quimioterápico 

com doxorubicina. 

 

 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. MATERIAL E MÉTODOS 
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Este estudo está vinculado ao projeto de pesquisa “Estudo duplo-

cego randomizado e controlado sobre o efeito do betabloqueador na 

prevenção da cardiomiopatia secundária a quimioterápicos” 

(ClinicalTrials.gov NCT01724450), aprovado pela Fundação de Amparo à 

Pesquisa do Estado de São Paulo (FAPESP), processo número 2010/18078-

8 e pela Comissão de Ética para Análise de Projetos de Pesquisa 

(CAPPesq) protocolo número 0834/10. Todos os pacientes assinaram o 

termo de consentimento livre e esclarecido. Este ensaio clínico ainda está 

encontra-se em andamento, sendo a randomização dos pacientes cedida 

pelo comitê de segurança preservando assim o cegamento do estudo. 

Somente as variáveis aqui reportadas foram analisadas.  

 

5.1.  Desenho do estudo 

Neste estudo foram incluídos, prospectivamente, apenas os pacientes 

do grupo placebo provenientes do ensaio clínico acima citado, mantendo 

assim a dinâmica do tratamento quimioterápico. 

Resumidamente, todos os pacientes incluídos foram submetidos a 

tratamento quimioterápico com quatro ciclos de 60mg/m2 de doxorrubicina 

(DOX) e ciclofosfamida 600 mg/m2 em 30 minutos a cada 21 dias, seguido 

de paclitaxel 80mg/m2 em 2 horas semanalmente por 12 semanas ou 

docetaxel 75mg/m2 em 1 hora a cada 21 dias por 4 ciclos.  

Os níveis circulantes de miR-208a e troponina cardíaca I (cTnI) foram 

mensurados antes do início do tratamento (basal) e 3 semanas após cada 
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ciclo de DOX sendo os dados ecocardiográficos colhidos também no basal e 

ao final dos ciclos 2 e 4 (Figura 1). Após o término da quimioterapia com 

DOX, a fração de ejeção do ventrículo esquerdo (FEVE) foi avaliada com 24, 

48 e 96 semanas após o início do tratamento. 

 

 

 

Figura 1 – Fluxograma do estudo. 

 

 

5.1.1. Critérios de inclusão 

• Pacientes com diagnóstico de adenocarcinoma invasivo de 

mama, com indicação 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 exclusão 

• Impossibilidade de análise da função ventricular; 

• História de quimioterapia ou radioterapia; 

• Sintomas prévios de Insuficiência Cardíaca; 

• Presença de Cardiomiopatia; 

• Presença de Doença Arterial Coronariana; 

• Valvopatia aórtica ou mitral moderada a importante; 

• Contra-indicação ao uso de β-bloqueador; 

• Não estar fazendo uso de inibidor da enzima de conversão da 

angiotensina, bloqueador do receptor da angiotensina ou β-

bloqueador  

• Pacientes com expressão de HER 2 

 

5.2.  Coleta de sangue periférico e preparação do plasma 

O sangue periférico foi coletado em tubos de 4ml contendo 7,2mg de 

K2 EDTA (BD Vacutainer, EUA), sendo em seguida submetidos à 

centrifugação sob força de 2000g a 4°C durante 10 minutos. O sobrenadante 

(plasma) foi transferido, em proporções iguais, para dois microtubos 

RNase/DNase-free de 1,5ml (prova e contraprova) e armazenado em freezer 

-70°C até o momento da extração de RNA. 
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5.3.  Extração de RNA total 

Após retiradas do freezer -70ºC, as amostras foram equilibradas a 

temperatura ambiente e submetidas a extração de RNA extracelular por 

meio do kit miRNeasy Serum/Plasma (Qiagen, Alemanha) de acordo com o 

protocolo descrito pelo fabricante. Resumidamente, 1ml da solução QIAzol 

foi adicionado à 0.2ml de plasma sanguíneo, sendo em seguida 

homogeneizado vigorosamente em vortex por 15 segundos e incubado por 

05 minutos a temperatura ambiente para promover a dissociação dos 

complexos nucleoprotéicos. Após incubação, 3µl do miRNA-39 sintético de 

Caenorhabditis elegans (cel-miR-39; Qiagen, Alemanha) na concentração de 

1,6x108/µl foram adicionados como controle “spike-in” para normalização dos 

dados. Em seguida, foram adicionados 200µl de clorofórmio (Merk, 

Alemanha) e homogeneizado vigorosamente por 30 segundos seguidos por 

5 minutos de incubação à temperatura ambiente. As amostras foram então 

submetidas à centrifugação sob força de 14.000g a 4°C por 20 minutos para 

a separação das fases aquosa (acima) e orgânica (abaixo). A fase aquosa 

foi então transferida para outro microtubo de 1,5ml onde foi adicionado 1,5 

volumes de etanol 100% (Merk, Alemanha) para a precipitação do RNA total. 

A purificação do RNA total extraído foi realizada por meio das colunas 

miRNeasy (Qiagen, Alemanha) de acordo com as instruções do fabricante. 

O RNA final foi eluído das colunas em 14µl de água RNase-free (Qiagen, 

Alemanha). 

As extrações de RNA foram realizadas apenas em um dos dois 

microtubos de amostra (tubo prova) de cada paciente, mantendo assim, uma 
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porção de material não manipulado que poderá ser utilizado posteriormente 

como contraprova. 

 

5.4.  Determinação da concentração de RNA total 

 Usualmente, a determinação da concentração e qualidade do RNA 

de uma amostra é mensurada por meio de espectrofotometria ultravioleta 

(UV). Entretanto, este tipo de método não é adequado para estudos de 

expressão de miRNAs em biofluidos por uma série de fatores. Entre eles, 

está a dramática combinação de um baixo conteúdo de RNA (e alta 

concentração de proteínas) no soro somado com o baixo volume de amostra 

utilizado para a extração. Somados, estes fatos tornam a quantificação de 

RNA por espectrofotometria UV extremamente difícil. Nestes casos, é 

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 

reação de transcrição reversa. Desta forma, um método alternativo para 

monitoração das amostras deve ser empregado. Tratando-se de soro ou 

plasma, o uso de miRNAs sintéticos (spike in) é um dos métodos mais 

aceitos para monitorar a eficiência da extração de RNA, síntese de cDNA 

(pela técnica de transcrição reversa) e amplificação por PCR [51]. Assim, foi 

empregado neste estudo o uso de uma quantidade conhecida do miRNA 

sintético Cel-miR-39 (qiagen). 

 



27 
MATERIAL E MÉTODOS 

 

VAGNER OLIVEIRA CARVALHO RIGAUD - 2016 

 

5.5.  Reação de transcrição reversa 

Para a realização da técnica da Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR) é necessário que os RNAs extraídos das amostras sejam convertidos 

em DNA complementar (cDNA) por meio da reação de transcrição reversa. 

Para este propósito foi utilizando o kit TaqMan® MicroRNA Reverse 

Transcription (Thermo Fisher Scientific, EUA) combinado com um 

oligonucletídeo específico para o miR-208a (provido pelo kit TaqMan® 

MicroRNA Assays - Thermo Fisher Scientific, EUA) de acordo com o 

protocolo descrito pelo fabricante. O oligonucleotídeo utilizado é stem-loop 

específico, o que reduz a hibridização com os pri- e pré-miRNAs, 

aumentando assim a especificidade do ensaio. 

Cada reação de transcrição reversa consistiu de 13µL de master mix 

e 2µL de amostra de RNA, totalizando 15µL. Para a preparação do master 

mix foi utilizado 0,15µL de dNTP (100mM), 1µL da enzima Multiscribe RT 

(50U/µL), 1,5µL de RT Buffer (10x), 0,19µL de Inibidor de RNase (20U/µL), 

3µL do inicializador específico (5x) e 7,16µL de água livre de nucleases. 

Uma vez preparado, o master mix foi depositado em placas de 96 poços de 

0,1ml (MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate - Thermo Fisher Scientific, 

EUA) onde foram adicionados aproximadamente 2µL de RNA em cada poço. 

Após a adição das amostras de RNA, as placas foram seladas com adesivo 

ótico (Thermo Fisher Scientific, EUA) e submetidas a uma breve 

centrifugação a 300g a 4°C por 1min. As reações foram então 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. Após o término do programa 

os cDNAs foram armazenados em freezer -20°C até o momento da 

quantificação por PCR em tempo real. 

Para cada amostra de RNA foram realizadas duas reações de 

transcrição reversa: uma contendo o oligonucleotídeo específico para o miR-

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

 

5.6.  Quantificação relativa dos níveis plasmáticos de 

microRNAs 

A quantificação relativa dos níveis de expressão de miR-208a, bem 

como do controle spike-in, foi mensurada por meio da técnica de Reação em 

Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR) utilizando o kit TaqMan® 

MicroRNA Assays (Thermo Fisher Scientific, EUA) com sondas específicas 

para hsa-miR-208a (providas pelo kit; assay n° 000511) e cel-miR-39 (assay 

n° 000200).  

Para a montagem das reações de qPCR, foi padronizado a utilização 

de meia reação padrão descrita pelo protocolo do fabricante. Desta forma, 

cada reação consistiu de 5µL de TaqMan Universal Master Mix II (Thermo 

Fisher Scientific, EUA), 0,5µL da sonda específica (20x), 1,33µL de amostra 

de cDNA e 3,17µL de água livre de nucleases, totalizando 10µL. As reações 

foram plotadas em placas de 384 poços (MicroAmp® Optical 384-Well 

Reaction Plate with Barcodes - Thermo Fisher Scientific, EUA) e optimizadas 

na plataforma QuantStudio 12K Flex (Thermo Fisher Scientific, EUA). A 

qPCR foi conduzida utilizando as condições padrões de amplificação 
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descritas pelo fabricante, consistindo dos seguintes parâmetros: 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 reações foram 

realizadas em triplicata, incluindo o controle spike-in. Os dados foram 

analisados no software QuantStudioTM 12K Flex v1.2.2 (Thermo Fisher 

Scientific, EUA) e no Excel 2010 (Microsoft, EUA) por meio do cálculo 

comparativo de Ct (2-ΔΔCt). Desta forma, os resultados são expressos em 

Fold Change (FC), no qual representa quantas vezes um dado miRNA está 

mais expresso em uma amostra em relação a outra. Para isso, os dados 

foram analisados com base na seguinte equação [52]: 

 

𝐹𝑜𝑙𝑑 𝐶ℎ𝑎𝑛𝑔𝑒 = 2−[(𝐶𝑡 𝑚𝑖𝑅−𝑥̅ 𝐶𝑡 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒)𝐴𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 𝐴− ( 𝐶𝑡 𝑚𝑖𝑅−𝑥̅ 𝐶𝑡 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒)𝐴𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 𝐵]     

 

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

 

𝐹𝑜𝑙𝑑 𝐶ℎ𝑎𝑛𝑔𝑒 = − 
1

(𝐹𝐶 < 1)
 

 

 

5.7.  Estratégia de normalização dos dados 

O propósito da normalização dos dados é a remoção da variação 

técnica dos dados que não são relacionadas às variações biológicas sob 

investigação. Diversos genes endógenos são aceitos como referência 

(housekeeping genes) para a normalização dos dados em miRNAs 
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celulares. No entanto, até o momento não existe genes de referência bem 

estabelecidos para a normalização de miRNAs circulantes, tornando assim 

este processo desafiador e controverso. Tipicamente, amostras de fluidos 

biológicos, como soro e plasma, não possuem a maior espécie de pequenos 

RNAs (small RNAs), como o 5S, U6 e os snoRNAs, os quais são 

frequentemente usados para a normalização dos dados de expressão de 

miRNAs em outros tipos de amostras. Desta forma, tem sido adotado o uso 

de miRNAs exógenos sintéticos, como cel-miR-39, cel-miR-54 e cel-miR-238 

(correspondentes a espécie Caenorhabditis elegans), os quais não possuem 

sequência homóloga em humanos [53]. Estes miRNAs sintéticos são 

inseridos na amostra durante a extração de RNA representando um método 

chamado Spike-in. Assim, os dados de expressão dos miRNAs foram 

normalizados utilizando a seguinte fórmula:  

𝐶𝑡  𝑛𝑜𝑟𝑚𝑎𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑜 =  𝑥̅ 𝐶𝑡  𝑚𝑖𝑅 − (𝑥̅  𝐶𝑡  𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝑥 ̃𝐶𝑡  𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒𝑠) 

 

 

5.8.  Medidas para minimização e controle de contaminação 

Para a realização do estudo, processos que objetivam a minimização 

dos riscos de contaminação foram aplicados: utilização de reagentes de lote 

controlado e em alíquotas para evitar diversos ciclos de congelação e 

descongelação; todos os 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.  Mensuração dos níveis séricos de troponina cardíaca I 

O sangue periférico foi coletado em tubos secos, a vácuo, de 5ml 

contendo gel (BD Vacutainer, EUA). A análise das amostras foi realizada no 

laboratório clínico do Instituto do Coração (InCor) por meio da técnica de 

quimioluminescência automatizada e optimizada na plataforma Advia 

Centaur (Siemens Healthcare, Alemanha) de acordo com protocolo 

previamente padronizado. O valor de referência para a cTnI é de até 

0,04ng/mL.  

 

5.10.  Ecocardiograma bidimensional com doppler 

O estudo ecocardiográfico bidimensional e análise de fluxos cardíacos 

foram realizados pela técnica de dopplerecocardiografia por médicos 

especializados. As imagens foram adquiridas em projeções paraesternal 

longitudinal de câmaras esquerdas, transversal e apical 2, 3 e 4 câmaras de 

acordo com padronização da Sociedade Americana de Ecocardiografia. 

 

5.11.  Análise estatística 

Todos os resultados foram expressos como média±erro padrão, caso 

não especificado contrariamente. Os dados foram analisados por meio do 

pacote estatístico SPSS v21 para MS Windows sendo assim utilizado os 

testes não-paramétricos de Mann-Whitney ou Wilcoxon quando aplicável. 

Regressões lineares foram realizadas para determinar a associação entre os 

níveis circulantes de miRNAs e mudanças na FEVE  (ΔFEVE/FEVEbasal) ou 
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cTnI.  Curvas de Características de Operação do Receptor (Curvas ROC- 

Receiver Operating Characteristic) foram geradas para determinar a 

habilidade dos miRNAs e cTnI em discriminar pacientes que desenvolveram 

cardiotoxicidade daqueles que não desenvolveram. Todos os testes foram 

realizados de forma bicaudal e o nível de significância de p<0.05 foi 

considerado para indicar significância estatística.  

Para verificar se os miRNAs estudados foram diferencialmente 

expressos em pacientes com lesão miocárdica diagnostida por troponina, 

foram agrupados como “cTnI alta” aqueles pacientes que apresentaram 

valores de troponina maiores que dois desvios padrões acima da média  e 

comparado com os demais “cTnI baixa”. Cardiotoxicidade foi definida como 

uma redução na FEVE ≥10% e/ou valores de FEVE <50% em qualquer eco 

cardiograma realizado durante ou após a quimioterapia [54]. 

A análise dos níveis de expressão relativa dos miRNAs foi realizada 

com o auxílio dos programas MS Excel e REST onde foi aplicado o cálculo 

comparativo de Ct (2-ΔΔCt), sendo assim representados por Fold Change 

(FC). Para uma visualização mais simétrica entre níveis de aumento (FC>1) 

e diminuição (0<FC>1) de expressão, os valores de FC foram convertidos 

em escala logarítmica antes de serem plotados nos gráficos. Valores médios 

de Ct ≥ 38 foram considerados como não detectáveis. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. RESULTADOS 
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6.1 . Casuística 

Neste estudo foram incluídos, prospectivamente, um total de 56 

pacientes (49.9±3.3 idade) provenientes do ensaio clínico “Estudo duplo-

cego randomizado e controlado sobre o efeito do betabloqueador na 

prevenção da cardiomiopatia secundária a quimioterápicos”. Apenas os 

pacientes do grupo placebo foram incluídos neste estudo, mantendo assim a 

dinâmica do tratamento quimioterápico. Os pacientes foram incluídos 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 características clínicas da 

população estão sumarizadas na Tabela 1. 
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Tabela 1 – Características clínicas da população estudada. 

 
População 
(n=56) 

Cardiotoxicidade  
(n=10) 

Não-
cardiotoxicidade 
(n=46) 

Idade, a 49.9±3.3 48.6±3.2 49.9±1.2  

Hipertensão 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/m2 28.5±3.3 19.5±6.5 29.4±1.1 

Doxorubicina dose total, mg 410.3±9.5 408.4±1.4 410.6±11.4 

Menopausa    

     Pré 29 (49.2) 5 (50) 22 (47.8) 

     Pós 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 média±EPM ou n (%); FEVE – fração de ejeção do 

ventrículo esquerdo; IMC – Índice de massa corpórea 

 

 

6.1 . Mensuração dos níveis plasmáticos de miR-208a 

Quanto analisado pela qPCR, os níveis plasmáticos de miR-208a não 

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

amostras. Por outro lado, uma amostra de tecido cardíaco, utilizado como 
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controle positivo, apresentou um Ct médio de 25.2±0.2, indicando a 

viabilidade dos primers e a não ocorrência de falhas técnica durante as 

reações.  

Para afastar a possibilidade de baixa integridade dos miRNAs nas 

amostras, um novo ciclo de extração-transcrição reversa-qPCR foi realizado. 

Desta fez, o miR-1 foi também quantificado como controle de amplificação e 

todas as reações de transcrição reversa foram realizadas utilizando dois 

volumes diferentes de RNA como molde: 2 e 5µ. Entretanto, os níveis de 

miR-208a continuaram indetectáveis, mesmo quando utilizado 5µl de RNA. 

O miR-1, usado como controle, apresentou amplificação satisfatória em 

todas as amostras. Em conjunto, estes dados sugerem que o miR-208a não 

estão sendo liberado na corrente sanguínea em resposta ao tratamento com 

doxorubicina.  

Em decorrência 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 lesões do 

miocárdio e/ou cardiomiopatia e insuficiência cardíaca [1].  
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6.2 . Mensuração dos níveis séricos de troponina cardíaca e 

fração de ejeção do ventrículo esquerdo 

As concentrações plasmáticas da troponina cardíaca I (cTnI) 

elevaram-se após cada ciclo de DOX, apresentando média basal de 6.6±0.3 

pg/ml e atingindo o seu valor máximo no último ciclo de DOX (46.0±5.5 

pg/ml; Figura 2).  

 

Figura 2 – Concentrações de troponina cardíaca I (cTnI) no sangue ao longo da 

quimioterapia com antraciclina em pacientes com câncer de mama.  

 

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

quando analisado como um todo. Entretanto, esta redução não alcançou 
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significância estatística, 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) após 12 meses do início da 

quimioterapia (Figure 3). Dentre eles, 10 (17.9%) pacientes atingiram o 

critério para cardiotoxicidade apresentando uma redução em FEVE ≥10% 

e/ou FEVE <50% com 7.2±1.3 meses do início da quimioterapia. Em adição, 

nenhuma correlação foi observada entre os níveis plasmáticos de cTnI e a 

FEVE (Figure 4).  

 

 

 

Figura 3 – Fração de Ejeção do Ventrículo Esquerdo (FEVE) ao longo da 

quimioterapia com doxorrubicina em pacientes com câncer de mama. Não 

houve diferença estatística entre os tempos.  

 

Meses após início da quimioterapia 

FE
V

E 
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Figure 4 – Regressão linear revelando ausência de associação ente 

mudanças na fração de ejeção do ventrículo esquerdo (ΔFEVE) e na 

troponina cardíaca I (ΔcTnI) com um r2 = 0.005 e p = 0.604. 

 

 

6.3 . Mensuração dos níveis plasmáticos de miR-1, -133b, -146a, 

-208b e -423-5p 

 Após avaliação pela qPCR, foi observado um aumento gradativo nos 

níveis circulantes de miR-1, -133b, -146a e -423-5p durante o tratamento 

com DOX atingindo significância estatística a partir do ciclo 2 e seu pico 
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durante o ciclo 3 (Figura 5). Entretanto, os níveis de expressão de miR-208b 

foram muito baixos, apresentando valores de Ct >38 para todas as amostras, 

sendo assim considerado também como não detectado. Considerando todos 

os pacientes, os valores de expressão relativos ao início 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). 

  

 

Figura 5 – Níveis de expressão de miR-1, -133b, -146a e -423-5p ao longo 

do tratamento com 4 ciclos de doxorrubicina em pacientes com câncer de mama. 
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Em uma análise de regressão linear, o nível circulante de miR-1 foi 

associado a mudanças em FEVE revelando um r2= 0.363 (p<0.001) 

enquanto nenhuma associação foi observada para miR-133b, -146a e -423-

5p (Figura 6).  

 

 

Figura 6 – Regressão linear entre os níveis circulantes de (A) miR-1, (B) -133b, (C) 

-146a e (D) -423-5p e mudanças na fração de ejeção do ventrículo esquerdo 

(ΔFEVE) revelando associação entre miR-1 e ΔFEVE (A). 

ΔFEVE ΔFEVE 

ΔFEVE ΔFEVE 
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Uma curva ROC (receiver operating characteristic) foi gerada para 

predizer o potencial dos níveis circulantes de miR-1 e cTnI em discriminar 

pacientes que desenvolveram cardiotoxicidade daqueles que não 

desenvolveram. Como resultado, miR-1 revelou-se mais sensível para 

detecção de cardiotoxicidade com uma área sob a curva = 0.849 e p<0.001 

quando comparado a cTnI (AUC= 0.456 e p=0.663; Figura 7).  

O pico de miR-1 foi observado em  2.5±0.2 meses após o início da 

quimioterapia antecipando a redução na FEVE (7.2±1.3 meses). 

 

Figura 7 – Curva ROC (receiver operating characteristic) revelando a habilidade 

dos níveis circulantes de miR-1 e cTnI em discriminar pacientes que desenvolveram 

cardiotoxicidade daqueles que não desenvolveram durante em pacientes com 

câncer de mama sob tratamento com doxorrubicina. 
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Comparando os níveis 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 músculo-específicos) foram 

significativamente mais expressos em pacientes com troponina elevada 

(Figura 8). Respectivamente, os níveis 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 níveis de troponina elevada. 

 

 

Figura 8 – Níveis circulantes de miR-1 e -133b em pacientes com troponina 

cardíaca I (cTnI) alta (n= 7) e baixa (n= 49) tratados com doxorrubicina. 

*p<0,05 

* * 



44 
RESULTADOS 

 

VAGNER OLIVEIRA CARVALHO RIGAUD - 2016 

 

 

Uma análise de regressão linear realizada em toda a coorte também 

revelou que os níveis circulantes de miR-1 e -133b foram associados com 

cTnI revelando um r2 = 0.675 e 0.758 (p<0.001; Figura 9), respectivamente.  

 

 

Figura 9 – Regressão linear entre os níveis circulantes de (A) miR-1, (B) -

133b  e troponina cardíaca I (cTnI) revelando uma associação entre miR-1 e 

cTnI (A). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. DISCUSSÃO 
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Neste estudo foi demostrado que os níveis circulantes de miR-1, -

133b, -146a e -423-5p foram regulados positivamente em resposta ao 

tratamento com DOX enquanto miR-208a/b fora indetectáveis. Ao nosso 

conhecimento, este foi o primeiro estudo a demonstrar que o miR-1 

circulante foi associado não somente com mudanças na FEVE mas também 

com as concentrações de cTnI em pacientes com câncer de mama sob 

tratamento quimioterápico com DOX. Além disso, os níveis circulantes de 

miR-1 aumentaram previamente a redução na FEVE, antecipando-se a 

detecção da cardiotoxicidade. Análise da curva ROC mostrou que miR-1 foi 

superior a cTnI para distinguir pacientes que desenvolveram 

cardiotoxicidade daqueles que não desenvolveram. Somados, estes dados 

sugerem que miR-1 pode se tornar um potencial biomarcador de 

cardiotoxicidade induzida pela quimioterapia com DOX em pacientes com 

câncer de mama.  

 

7.1. Efeito do tratamento com doxorrubicina sobre os níveis 

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 expressão de 

miRNAs relacionados com o coração [56-58]. De fato, muito poucos estudos 

avaliaram os padrões de expressão de miRNAs durante a cardiotoxicidade 

induzida por quimioterápicos concentrando-se, essencialmente, em 

abordagens experimentais em camundongos e culturas de células.  
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Sustentando os resultados encontrados neste estudo, Horie e 

colaboradores [59] mostraram que os níveis de miR-146a foram 

significativamente aumentados em culturas de cardiomiócitos após 

administração de uma dose alta de DOX. Este aumento foi suficiente para 

induzir apoptose dos cardiomiócitos por meio da inibição do gene ErbB4. 

Este é um achado interessante uma vez que a inibição do gene ErbB4 pela 

DOX foi postulado como sendo envolvida no desenvolvimento de 

insuficiência cardíaca em pacientes com câncer tratados com DOX. Por 

outro lado, em um modelo de cardiotoxicidade crônica, Vacchi-Suzzi e 

colaboradores [58] mostraram que os níveis de miR-146a no coração de 

camundongos não foram alterados mesmo havendo evidências de lesões 

histopatológicas. No cenário clínico, mostrou-se neste estudo que os níveis 

circulantes de miR-146a aumentaram significativamente a partir do segundo 

ciclo de DOX. De fato, não se sabe se miR-146a foi realmente liberado pelo 

coração e se este aumento no plasma poderia estar relacionado com 

estágios moleculares que precedem danos nos cardiomiócitos.  

Recentemente, miR-423-5p tem despertado bastante atenção por ter 

sido destacado como potencial biomarcadores de insuficiência cardíaca 

correlacionando com importantes parâmetros prognósticos clínicos [60-64]. 

Entretanto, um aumento significativo da expressão de miR-423-5p foi 

observado neste estudo sem associação com a redução na FEVE. Uma vez 

que a super expressão de miR-423-5p foi descrita como suficiente para 

induzir apoptose em cardiomiócitos [65], este aumento encontrado no 

plasma de pacientes tratados com DOX poderia ser um indicativo de um pior 
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prognóstico. Porém ainda permanece elusivo se este aumento de miR-423-

5p proveio do aumento da sua produção no miocárdio e subsequente 

liberação na corrente sanguínea ou se foi liberado ativamente por outros 

tipos celulares em resposta ao tratamento com DOX. 

Interessantemente, miR-208a (miRNA coração-específico [14]) e -

208b (músculo específico) foram indetectáveis neste estudo [66] embora 

estudos prévios tenham sugeridos como potenciais biomarcadores de lesão 

miocárdica secundária ao infarto agudo do miocárdio [44, 67] ou uso de  

isoproterenol [43, 57, 68]. Esta discrepância pode ser resultado de uma 

resposta diferencial dos cardiomiócitos ao estímulo de DOX. Como mostrado 

por Vacchi-Suzzi e colaboradores [58], miR-208a diminui seu nível de 

expressão no coração durante tratamento com DOX de forma similar com o 

seu gene codificante Myh6. Em paralelo, os níveis de expressão de miR-

208b e Myh7 (seu gene codificante) aumentam significativamente, indicando 

uma inversão de miosinas o qual é associado ao remodelamento cardíaco 

patológico [14]. Já no plasma sanguíneo, Nishimura e colaboradores [57] 

mostraram que, após administração de uma alta dose de DOX em ratos, o 

miR-208a não foi alterado significativamente enquanto miR-1, miR-133a/b e 

miR-206 foram aumentados. Somados, estes dados sugerem que, 

aparentemente, DOX induz lesão miocárdica por uma via diferente da 

observada para isoproterenol e após o infarto, o qual parcialmente explica a 

ausência 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 

expressão de miR-1 e -133b foi também observado no plasma de 

camundongos tratados com DOX [57]. Entretanto, outros dois estudos não 

observaram mudanças significantes na expressão de miR-1 no tecido 

cardíaco de camundongos [56, 58]. Em conjunto, a manutenção dos níveis 

de miR-1 no coração e o seu aumento progressivo no plasma sugerem uma 

liberação de miR-1 do coração para a corrente sanguínea. Este dado é 

também é apoiado pelo fato de que os cardiomiócitos aumentam a formação 

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

 

7.2. miR-1 e cardiotoxicidade 

A ocorrência de cardiotoxicidade em pacientes sob tratamento com 

DOX é amplamente variável e depende de diversos fatores de risco como a 

dose cumulativa de DOX administrada, idade e tratamentos concomitantes 

com medicamentos tóxicos como trastuzumab [54]. Neste estudo, nós 

observamos uma ocorrência de cardiotoxicidade em 17.9% dos pacientes 

mesmo utilizando doses cumulativas de DOX consideradas como “seguras”. 

Quando analisado como um todo, foi observada uma redução geral de 2% 

na FEVE durante os 12 meses de seguimento com uma tendência a 

significância estatística. Uma redução de magnitude similar (2.6%) foi 

observada no recente ensaio clínico PRADA [69] levando a acredita que o 

aumento do tamanho amostral seja suficiente para alcançar o nível de 

significância. 
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Os resultados obtidos neste estudo sugerem a existência de uma 

associação entre miR-1 e alterações na FEVE em pacientes sob tratamento 

com DOX. Além disso, miR-1 apresentou uma habilidade superior a cTnI 

para discriminar pacientes com cardiotoxicidade. Apesar de diversos estudos 

terem explorado o potencial de miR-1 como biomarcador de lesão 

miocárdica [57, 70-72] ao nosso conhecimento, este é o primeiro estudo a 

destacar o potencial de miR-1 como biomarcador precoce de 

cardiotoxicidade induzida pelo tratamento com DOX. A relação de miR-1 

com a cardiotoxicidade poderia ser explicada, em partes, pelo seu 

recentemente descrito envolvimento na geração de espécies reativas ao 

oxigênio (ROS) [73-75]. O aumento da produção de ROS é conhecido por 

incentivar o estresse oxidativo nos cardiomiócitos 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 

expressão de genes antioxidantes nos cardiomiócitos podendo levar a um 

desequilíbrio entre o estresse oxidativo e atividade antioxidante levando a 

apoptose. Por sua vez, o aumento desta atividade apoptótica pode ser 

responsável pela liberaração o conteúdo celular na corrente sanguínea 

elevando os níveis circulantes de miR-1.  

  O aumento de miR-1 no plasma de pacientes tratados com DOX 

somados ao seu papel pró-apoptótico via produção de ROS abre uma nova 

janela sobre o seu uso como um alvo terapêutico a fim de reprimir o efeito 

cardiotóxico da quimioterapia. De fato, diversas terapias baseadas em 

miRNAs têm sido recentemente empregadas em doenças cardiovasculares 
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revelando resultados promissores na melhora ou proteção das funções 

cardíacas [79-81]. Desta forma, estes resultados destacam não 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 terapêutico. 

 

7.3. Implicações clínicas 

As mudanças na expressão de miRNAs observadas neste estudo 

podem indicar um potencial risco de eventos cardíacos como apoptose dos 

cardiomiócitos e hipertrofia, no qual podem, consequentemente, levar a uma 

perda da performance do coração. A associação entre miR-1 e mudanças na 

FEVE e cTnI em pacientes com câncer de mama sob tratamento com DOX 

pode indicar lesão miocárdica subclínica. De fato, o aumento dos níveis de 

miR-1 induzido pelo tratamento com DOX pode ser um reflexo de uma 

produção de ROS aumentada o qual pode levar a apoptose de 

cardiomiócitos e subsequentemente lesão miocárdica. Desta forma, terapias 

baseadas em miRNA que visem miR-1 poderiam proteger o coração contra o 

efeito cardiotóxico da quimioterapia. Finalmente, os dados obtidos neste 

estudo sugerem que miR-1 não é somente atrativo como um promissor 

biomarcador de cardiotoxicidade induzida pelo tratamento com DOX, mas 

também um possível alvo terapêutico. 
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7.4. Limitações 

Apesar da alta precisão dos ensaios individuais pela RT-qPCR, o seu 

uso restringiu os dados a somente poucos miRNAs, sendo o emprego da 

técnica de miRNA array mais adequada para uma identificação mais 

abrangente do perfil de miRNAs.  

Os níveis de troponina cardíaca I ultra sensivel (Hs-TnI) não foram 

determinados neste estudo e poderiam fornecer melhores resultados se 

comparados com a troponina cardíaca I (cTnI). Por outro lado, Hs-Tnl não 

está disponível amplamente na prática clínica.  

Outra limitação é que não se sabe a exata origem de miR-1, 

entretanto, a sua associação com a cTnI sugere uma origem cardíaca.  

Finalmente, um maior tempo de seguimento destes pacientes ainda é 

necessário para determinar se o aumento dos níveis destes miRNAs é 

preditivo de eventos cardíacos tardios.  
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O tratamento quimioterápico com doxorrubicina (DOX) em pacientes 

com câncer de mama promoveu o aumento dos níveis 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 níveis séricos da troponina cardíaca I (cTnI) enquanto 

somente miR-1 foi associado a alterações na fração de ejeção do ventrículo 

esquerdo (FEVE). 

 O fato de que miR-1 foi associado a alterações na FEVE e cTnI bem 

como sua habilidade de antecipar a cardiotoxicidade o torna atrativo como 

um promissor biomarcador de cardiotoxicidade em pacientes com câncer de 

mama tratados com DOX. Estes achados podem ajudar no desenvolvimento 

de estratégias de detecção precoce de lesão cardíaca com potencial 

utilidade clinica no monitoramento ou predição de risco de desenvolvimento 

de cardiotoxicidade antes que alcancem um estágio irreversível.  

Além disso, estes resultados podem levar ao desenvolvimento de uma 

nova área de intervenção com terapias baseadas em miRNA que visem 

proteger o coração contra o efeito cardiotóxico da quimioterapia 
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Anexo A - Artigos publicados durante o período de doutoramento 
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Anexo B – Trabalhos apresentados durante período de doutoramento. 
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Anexo C – Atuações como revisor durante o período de doutoramento. 

 

 

2012 – Atual  Cardiovascular Therapeutics (Oxford, UK) 

2012 – Atual  Journal of Cardiothoracic Surgery (London, UK) 

2013 – Atual Federation of European Biochemical Societies (FEBS) 

Letters (Amsterdam, NLD) 

2013 – Atual  Brazilian Journal of Infectious Disease (Salvador, BRA) 

2013 – Atual  Pharmacogenetics and Genomics (Washington, USA) 

2014 – Atual  Experimental Biology and Medicine (London, UK) 

2014 – Atual  Biological Trace Element Research (New Jersey, USA) 

2014 – Atual  Herz (Munich, GER) 

2014 – Atual  Clinics (São Paulo, BRA) 

2014 – Atual Journal of Physiology and Biochemistry (Pamplona, 

ESP) 

2015 – Atual  Cellular Physiology and Biochemistry (Basel, SUI) 

2016 – Atual  Biomarkers in Cancer (Auckland, NZL) 
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Anexo D – Número de citações e índice ‘h’ por indicadores de produtividade. 

 

 

Indicador: SCOPUS 
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Indicador: ISI Web of Knowledge 
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Indicador: Google Scholar 
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