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Resumo

Freitas LS. Avaliacdo dos microRNAs na apneia obstrutiva do sono: implicacoes para a
criacao de biomarcadores e para o risco cardiovascular [tese]. Sao Paulo: Faculdade
de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2018.

A apneia obstrutiva do sono (AOS) € uma condi¢do clinica muito comum, embora
frequentemente subdiagnosticada na pratica clinica. Este disturbio respiratorio do sono esta
associado de forma independente a um aumento na morbidade e mortalidade
cardiovascular. No entanto, os mecanismos deste risco cardiovascular aumentado nio estdo
completamente esclarecidos e a susceptibilidade aos desfechos cardiovasculares pode
variar entre os pacientes com AOS. Neste contexto, € necessario explorar potenciais
biomarcadores que podem contribuir para o entendimento de mecanismos e potencialmente
ajudar na estratificacdo de risco dos pacientes com AOS. Recentemente, os microRNAs
(miRNAs), fitas simples de cerca de 22 nucleotideos de RNA nio codificantes que regulam
pOs-transcricionalmente a expressdo de genes-alvos, foram descritos como potenciais
biomarcadores para diversas condi¢des clinicas. Multiplos estudos tém demonstrado que
existe a participacdo de miRNAs na regulagdo de processos como hipdxia, inflamacdo,
angiogénese, lesdo miocdrdica, entre outros, que podem ter implicagdes para a AOS.
Entretanto, estudos avaliando o perfil dos miRNAs em pacientes com AOS sdo escassos. O
objetivo deste estudo foi o de avaliar o perfil de expressao dos miRNAs em pacientes com
AOS comparando com os dados obtidos de participantes sem AOS (controle) pareados
para idade, sexo e indice de massa corpdrea (IMC). Excluimos pacientes com diabetes
mellitus, hipertensdo arterial, insuficiéncia cardiaca, doenca renal cronica, fisicamente
ativos, tabagistas, com histérico de alcoolismo, cancer prévio ou atual, outras doencas
crOnicas ou pacientes em uso de quaisquer medicagdes. Foram recrutados 48 individuos
adultos do sexo masculino, sendo 6 controles (indice de apneia e hipopneia, IAH, <5
eventos/hora pela polissonografia noturna) e 42 pacientes com AOS divididos nos
seguintes grupos: 12 com AOS leve (IAH entre 5 e 14,9 eventos/hora), 15 com AOS
moderada (IAH entre 15 e 29,9 eventos/hora) e 15 com AOS grave (IAH >30
eventos/hora). Além da avaliacdo clinica que incluiu dados demogréficos e
antropométricos, avaliacdo da composicao corporal por bioimpedancia e medida da
pressao arterial, avaliamos o perfil dos miRNAs em sangue total periférico em duas etapas:
1) microarray em uma subamostra de 3 individuos de cada grupo (com o objetivo de
verificar de forma ampla o perfil e a diferenca de expressao dos miRNAs entre os grupos);
2) validagdo dos achados na 1* etapa com selecdo de varios miRNAs que participam da
regulacdo de vias de sinalizacdo relacionadas a fisiopatologia da AOS por meio da reacao
em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR). Os participantes apresentaram idade
mediana de 35 (31-41) anos e IMC médio de 30,7+3,6 kg/m2. Nao foram observadas
diferencas entre os grupos quanto aos parametros antropométricos, medidas de composicao
corporal e pressdo arterial. Na andlise de microarray, identificamos 21 miRNAs
diferentemente expressos, sendo 6 na comparagcdo entre os grupos controle vs. AOS
moderada (hsa-mir-122-5p, hsa-mir-939-5p, hsa-mir-4679, hsa-mir-224-3p, hsa-mir-485-
5p, hsa-mir-3180); 12 na comparacao entre controle vs. AOS grave (hsa-mir-503, hsa-mir-
939-5p, hsa-mir-1254, hsa-mir-4253, hsa-mir-208a-3p, hsa-mir-320e, hsa-mir-552-3p, hsa-
mir-1182, hsa-mir-3145-5p, hsa-mir-4451, hsa-mir-6510-5p, hsa-mir-6515-5p); e 4 na
comparacdo entre AOS leve vs. grave (hsa-mir-302c-3p, hsa-mir-1265, hsa-mir-133a-5p,



hsa-mir-559). Na anélise da RT-qPCR, os miR-1254 e miR-320e apresentaram um gradual
aumento na expressdo em paralelo ao aumento da gravidade da AOS. Na andlise de
regressao linear, o miR-1254 foi independentemente associado com a raga negra (B=-61,3;
EP=28,4; p=0,03) e a AOS grave (3=69,8; EP=29,3; p=0,02). O miR-320e foi
independentemente associado com a raga amarela (8=-60,03; EP=30,16; P=0,047), o IMC
(B=-7,6; EP=2.3; p=0,003) e a AOS grave (8=75,2; EP=31,1; p=0,02). Em conclusao, a
AOS grave estd associada de forma independente com um aumento na expressao de miR-
1254 e miR320e circulantes em homens. Considerando que estes miRNAs estdo
envolvidos na insuficiéncia cardiaca como biomarcadores progndsticos (miR-1254), na
isquemia/reperfusdo miocardica (miR-320e) e na proliferacdo celular em alguns tipos de
cancer (miR-1254 e miR-320e), estes achados podem contribuir ndo somente para a
criacdo de biomarcadores precoces na AOS, mas também para ajudar no entendimento de
como a AOS pode contribuir para o desenvolvimento da doenca cardiovascular € mesmo
de outras condic¢des clinicas como o cancer.

Descritores: microRNA; apneia obstrutiva do sono; biomarcadores; doencas
cardiovasculares; hipoxia; regulacdo da expressdo génica



Abstract

Freitas LS. MicroRNAs assessment in obstructive sleep apnea: implications for
biomarkers and for the cardiovascular risk [thesis]. Sao Paulo: ‘“Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2018.

Obstructive Sleep Apnea (OSA) is a common clinical condition, but frequently
underdiagnosed in clinical practice. This sleep disordered breathing is independently
associated with increased cardiovascular morbidity and mortality. However, the precise
mechanisms related to this increased cardiovascular morbimortality are not well
established and the susceptibility to cardiovascular outcomes may vary among patients
with OSA. In this context, it is necessary to explore potential biomarkers that can
contribute to understand those mechanisms and potentially contribute to improve risk
stratification in OSA patients. Recently, microRNAs (miRNAs), single strands of nearly 22
noncoding nucleotides that post-transcriptionally regulate target gene expression, were
described as potential biomarkers in several clinical conditions. Multiple studies have
demonstrated the active involvement of miRNAs in the regulation of several conditions
like hypoxia, inflammation, angiogenesis, and myocardial injury, among others that may
have implications for OSA. However, studies addressing miRNA profile in patients with
OSA are scanty. The aim of this study was to assess miRNA expression profile in OSA
subjects comparing data from no OSA subjects (control group) matched for age, sex, and
body mass index (BMI). We excluded subjects with diabetes mellitus, hypertension, heart
failure, physically active, smokers, excessive drinking, with previous or current diagnosis
of cancer, chronic kidney disease, other chronic diseases or those under regular use of any
medication. We recruited 48 male adult subjects as follows: 6 control subjects
(apnea/hypopnea index, AHI, <5 events/hour by polysomnography) and 42 OSA subjects
stratified in 3 groups: 12 with mild OSA (AHI between 5 and 14.9 events/hour), 15 with
moderate OSA (AHI between 15 and 29.9 events/hour) and 15 with severe OSA (AHI >30
events/hour). Beyond clinical evaluation which included assessment of demographic and
anthropometric data, body composition by bioimpedance, and blood pressure, we
measured miRNA from peripheral whole blood using two steps: 1) microarray in a
subsample of 3 subjects from each group (allowing a broad assessment of miRNA profile)
and 2) validation of the results derived from the first step, selecting several miRNAs
involving the signaling pathways related to OSA using real time quantitative polymerase
chain reaction (RT-qPCR). Studied participants had a median age of 35 (31-41) years and
mean BMI of 30.743.6 kg/m?. We did not find statistical differences regarding
anthropometric, body composition, and blood pressure measurements. The microarray
assessment identified 21 miRNAs differently expressed among groups: 6 in the
comparison of control group vs. moderate OSA (hsa-mir-122-5p, hsa-mir-939-5p, hsa-
mir-4679, hsa-mir-224-3p, hsa-mir-485-5p, hsa-mir-3180); 12 in the comparison of control
group vs. severe OSA (hsa-mir-503, hsa-mir-939-5p, hsa-mir-1254, hsa-mir-4253, hsa-
mir-208a-3p, hsa-mir-320e, hsa-mir-552-3p, hsa-mir-1182, hsa-mir-3145-5p, hsa-mir-
4451, hsa-mir-6510-5p, hsa-mir-6515-5p); and 4 in the comparison of mild OSA vs. severe
OSA (hsa-mir-302c-3p, hsa-mir-1265, hsa-mir-133a-5p, hsa-mir-559). RT-qPCR
assessment showed that miR-1254 e miR-320e presented a gradual expression increase in
parallel to the OSA severity. In the linear regression analysis, the miR-1254 was
independently associated with Blacks (B8=-61.3; EP=28.4; p=0.03) and severe OSA



(3=69.8; EP=29.3; p=0.02). The miR-320e was independently associated with Asians (B=-
60.03; EP=30.16; P=0.047), BMI (3=-7.6; EP=2.3; p=0.003), and severe OSA (3=75.2;
EP=31.1; p=0.02). In conclusion, severe OSA is independently associated with increased
expression of circulating miR-1254 and miR320e in men. Considering that these miRNAs
are involved in heart failure as potential biomarkers of poor prognosis (miR-1254),
myocardial ischemia/reperfusion (miR-320e) and cell proliferation in some cancer types
(miR-1254 e miR-320e), our findings may contribute not only to develop early biomarkers
in OSA, but also to understand the mechanisms by which OSA contributes to the
development of cardiovascular diseases and even to other clinical conditions like cancer.

Descriptors: microRNA; sleep apnea, obstructive; biomarkers; cardiovascular diseases;
hypoxia; gene expression regulation



1 INTRODUCAO

1.1 Apneia obstrutiva do sono (AOS): Dados epidemioldgicos e impacto nas

doencas cardiovasculares

A apneia obstrutiva do sono (AOS) é uma condicdo clinica caracterizada por
obstrucgdes repetitivas das vias aéreas superiores durante o sono com consequente reducao
da pressdo intratordcica, dessaturacdes de oxigénio e fragmentacdo do sono (1). Quando
definimos a AOS por um indice maior ou igual a 5 eventos/hora de sono, observamos que
a AOS ¢é muito frequente na populagdo geral. Por exemplo, nos Estados Unidos da
América, estima-se que 26% dos individuos em idade adulta sejam portadores da AOS (2).
O estudo HypnoLaus (3), realizado na cidade de Lausanne/Suica com 3043 adultos
encontrou uma prevaléncia de AOS moderada a grave (um indice maior ou igual a 15
eventos/hora de sono) de 49,7% em homens e 23,4% em mulheres. Dados nacionais da
cidade de Sao Paulo de 2010 mostraram que a AOS estd presente em cerca de 38,2% da
populacdo adulta, sendo que 16,4% dos adultos estudados apresentaram AOS moderada a
grave (4).

Entre os pacientes com doenca cardiovascular (DCV) ja estabelecida, a prevaléncia
da AOS assume propor¢des frequentemente ainda maiores do que a descrita anteriormente
na populagdo geral. Isto pode ser parcialmente explicado pela maior frequéncia de fatores
de risco comuns a AOS e a DCV, tais como a idade e o sobrepeso/obesidade. Por exemplo,
a prevaléncia de AOS entre os pacientes hipertensos € estimada entre 30% a 56%
(dependendo do critério utilizado), chegando a 83% nos casos de hipertensido arterial
resistente ao tratamento (5—7). Em pacientes com insuficiéncia cardiaca e fibrilagdo atrial,
a prevaléncia de AOS € cerca de 50% (8,9). Em 152 pacientes consecutivos com a
Sindrome Metabdlica, uma publicagdo do nosso grupo encontrou que cerca de 60% dos
pacientes tinham AOS sendo que a imensa maioria dos pacientes ndo tinha suspeita ou o
diagndstico deste distirbio do sono (10). Apesar da alta frequéncia da AOS tanto na
populacdo geral quanto em pacientes com DCV, o subdiagnéstico é muito frequente na
pratica clinica (11,12). As razdes para este subdiagndstico sao multiplas e incluem: a falta

de conhecimento por parte dos médicos sobre a abordagem e importancia dos disttirbios do



sono; dificuldade de acesso ao diagndstico; sintomas inespecificos ou auséncia de sintomas
tipicos em parte significante da populagao de pacientes com AOS (11).

A importancia da AOS ndo se limita a ser frequente e prejudicar a qualidade de
vida e do sono dos pacientes. Recentes estudos observacionais sugerem que a AOS estd
independentemente associada a um aumento da morbimortalidade cardiovascular,
especialmente verificado principalmente nas formas mais graves da AOS (13-17). Dados
derivados de estudos experimentais, translacionais e clinicos (18) sugerem que os
potenciais efeitos deletérios dos distirbios respiratérios do sono sdo multiplos. As apneias
e/ou hipopneias recorrentes causam hipdxia intermitente (uma das caracteristicas mais
importantes da AOS), aumento da pressdo intratordcica negativa e microdespertares (19).
Cronicamente, estes multiplos eventos podem promover o aumento da atividade simpética,
instabilidade da pressao arterial, disfun¢do endotelial, estresse oxidativo, inflamacdo, entre
outros, sendo que estes fatores estdo frequentemente interligados como discutido a seguir
(19).

A disfuncao endotelial é reconhecida como o comprometimento da vasodilatagao
endotélio-dependente e € um preditor precoce e independente de diversos desfechos
cardiovasculares (20,21). Tal disfun¢cdo pode ser resultado de agressores mecanicos, na
maioria das vezes causado pela hipertensdao arterial. Outros fatores como
hipercolesterolemia, diabetes e tabagismo provavelmente promovem injiria ao endotélio
por mecanismos bioquimicos e estas alteracdes manifestam-se clinicamente por trombose e
aterosclerose (22). No contexto da AOS, alguns componentes deste distirbio do sono tais
como a hipdxia intermitente, hipercapnia intermitente e a fragmentacdo do sono podem
estar associados com a disfuncdo endotelial (23). Entre estes fatores, a hipdxia intermitente
parece ser o fator causal preponderante, que contribui com o estresse oxidativo,
inflamacdo, redug¢do da biodisponibilidade do oxido nitrico, aumento de moléculas de
adesdo circulantes, hipercoagulabilidade, entre outros (24).

Adicionalmente, a AOS tem implicacdes na inducdo e propagacdo de vias
inflamatérias que podem contribuir para o aumento da rigidez arterial e a progressao da
aterosclerose, o que caracteriza o surgimento de grande parte das doengas vasculares (25—
27). Estudos mostram que pacientes portadores de AOS apresentam niveis elevados de
peréxidos e de lipideos oxidados e que o tratamento da AOS com a pressdo positiva

continua das vias aéreas superiores (CPAP) pode reduzir os niveis destas substancias (23).



Em resposta ao estresse oxidativo exacerbado, um estudo sugeriu que a capacidade
antioxidante sanguinea estava reduzida comparada a individuos sem AOS (28). E possivel
que as espécies reativas do oxigénio possam reduzir a disponibilidade do NO por afetar a
ativacdo dos genes responséveis pela expressdo da oxido nitrico sintase endotelial (eNOS),
enzima responsdavel pela producdo de NO, apesar destes mecanismos ainda serem
controversos. Além disso, hd evidéncias de que as espécies reativas do oxigénio possam
combinar-se ao NO inativando-o e produzindo o radical peroxinitrito (NO3~) (29).

O aumento da producdo de ROS na AOS desencadeia a superexpressdao de alguns
genes que aumentam a liberacdo de mediadores inflamatérios como TNF-a (fator de
necrose tumoral alfa) e IL-6 (interleucina 6) (25). Tais mediadores inflamatodrios
participam da ativagdo de células como linfécitos, leucdcitos, mondcitos, granuldcitos e
células endoteliais, favorecendo o aumento da inflamacao.

Além da inflamacao, aumento da producido de moléculas de adesdo e prejuizo na
biodisponibilidade do NO, a hipéxia intermitente ainda estd envolvida na
hipercoagulabilidade sanguinea contribuindo para a aterosclerose. Distirbios de
coagulacdo tém sido descritas em pacientes apneicos e incluem altas concentracdes de
fibrinogénio pela manhd, aumento da agregabilidade e hiperativacdo de plaquetas e
fibrindlise reduzida (30,31). Estudo realizado por Toukh e colaboradores em 2012 (32)
avaliou o perfil hemostatico de pacientes com AOS grave. Os resultados mostraram que
paciente com AOS grave apresentaram niveis elevados de fibrinogénio e funcdo de
plaquetas aumentada indicando estado de hipercoagulacdo. Apds o tratamento, observou-se
reducdo em dois fatores relacionados a hipercoagulabilidade, a forca do codgulo e o indice
de codgulo.

A despeito destas evidéncias, detalhes sobre os mecanismos pelos quais a AOS
promove a doenca cardiovascular permanecem ainda muito desconhecidos. Além disto, a
susceptibilidade aos desfechos cardiovasculares pode variar entre os pacientes com AOS.
Diante da importancia que a AOS tem para o desenvolvimento da DCV, é importante
prosseguir na elucidacdo dos mecanismos bem como o de explorar estratégias para a
estratificacdo do risco cardiovascular nos pacientes com AOS. Neste contexto, é necessario

explorar potenciais biomarcadores na AOS.



1.2 Desafios na identificacio de biomarcadores

Biomarcador € definido como uma caracteristica objetivamente mensurada, acurada
e reprodutivel, que pode ser utilizada como indicador de processos biologicos normais,
processos patoldgicos ou respostas decorrentes de uma intervencgdo terap€utica (33,34). Os
biomarcadores tem diversas aplicabilidades na deteccao de doencas e monitoramento do
estado de saude, sendo: uso como ferramenta diagndstica na identificagdo de doengas ou
condi¢des anormais; uso para o estagiamento das doencas ou classificacdo de sua extensao;
uso como indicador de progndstico; uso para predizer e monitorar respostas clinicas a

intervencoes (33). Biomarcadores ideais devem seguir algumas premissas (tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas de biomarcadores ideais (35).

Caracteristicas

1) Acessivel por técnicas ndo-invasivas,

2) Quantificacao por técnicas de baixo custo,

3) Especifico para a doenga ou condicdo estudada,

4) Extrapolavel de modelos animais para humanos,

5) Indicador precoce da doenca antes de sua manifestacao,
6) Permite a estratificacdo da doenga,

7) Permite avaliar a resposta da doenca a intervengoes.

8) Alta sensibilidade e especificidade

Do exposto acima, biomarcadores ideais reinem caracteristicas muito dificeis de
serem obtidas como diversos marcadores dosados na pratica clinica. Isto em parte justifica
porque existem poucos biomarcadores disponiveis e amplamente utilizados que realmente
contribuem para a estratificacao de risco de doengas.

Uma grande parte dos biomarcadores em desenvolvimento sdo baseados em
estruturas proteicas que determinam grandes desafios para sua utilizacdo. Alguns deles

envolvem a complexidade das proteinas na maioria das amostras biolégicas (em especial o



sangue), modificacdes pOs-translacionais aleatdrias a que estdo sujeitas, baixa abundancia
de muitas proteinas de interesse no soro e plasma, dificuldade da elaboracao de agentes de
captura confidveis e de alta-afinidade. Todos estes desafios tornam a elaboracdo de
biomarcadores proteicos de alto custo, com alto dispéndio de tempo e de dificil execugdo.
Oligonucleotides sintéticos complementares podem ser detectados com boa especificidade
na maioria dos casos, sdo de baixa complexidade e sofrem poucos processos de
modificagdes pds-processamento. Além disso, podem ser detectados e quantificados por
métodos simples de amplificagdo, apresentam perfis de expressdo especificos em alguns
tecidos e tem sua sequéncia conservada em diferentes espécies e humanos. Tudo isso torna
esses oligonucleotideos biomarcadores ndo-invasivos potencialmente ideais que refletem
diversos processos fisiopatoldgicos no organismo (35).

Virios biomarcadores tém sido descritos na AOS como forma de explorar vias
pelas quais a AOS aumenta o risco cardiovascular. Os que foram mais estudados sdo a
interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e proteina C reativa ultra-
sensivel (hsCRP) (36). Em diversos estudos sobre biomarcadores na AOS, os resultados
ainda sd@o inconclusivos e poucos apresentam resultados bem desenhados em populagdes
relevantes (36). Além disso, varios destes biomarcadores estdo sujeitos a alteracdes
decorrentes de comorbidades tais como obesidade (37,38), que representa um estado de
inflamacdo subclinica e poderia interferir na hsCRP, e nem todos os estudos sdo
controlados para eliminar este efeito (36). Dentro deste contexto, novos biomarcadores
precisam ser investigados e os microRNAs (miRNAs), pequenos oligonucleotideo de
aproximadamente 22 bases nitrogenadas, parecem ser promissores especialmente no

progndstico da AOS (39).

1.3 MicroRNAs

O advento do perfil transcricional usando microarrays de mRNA tem rendido
importantes contribuicdes sobre a fung¢do dos diferentes tecidos, assim como a
identificacdo de marcadores sistémicos sob vdrias condigdes (40). Os miRNAs tem
ganhado grande destaque pela regulacdo pds-transcricional (apds a formacdo do mRNA a
partir da cadeia de DNA, processo catalisado pela enzima RNA polimerase) a expressao de

seus genes alvos (40,41).



Os miRNAs sdo moléculas de RNA de fita simples, (~22 nucleotideos), ndo
codificadores de proteinas, atuando principalmente na repressdo da traduc¢do de proteinas
em plantas e animais, incluindo seres humanos. Foram inicialmente descritos por Lee e col.
em 1993 (42) na espécie de nematddeo da familia Rhabditidae, Caenorhabiditis elegans e
desde entdo o nimero de miRNAs descritos tem crescido exponencialmente de cerca de
150 em 2004 (43) a 2.578 na udltima versao do miRBase, release 22.0 de marco de 2018

( http://microrna.sanger.ac.uk/sequences). Os miRNAs regulam a atividade de mais de

30% do genoma animal (44) atuando como reguladores da maioria dos processos celulares
fisiolégicos e patoldgicos sendo descritos por participarem de um amplo espectro de
doengas humanas incluindo o desenvolvimento, diferenciacao, proliferagdo e morte celular,
hematopoiese, secrecao de insulina e outros hormodnios, metabolismo, além de atuar na

regulacdo de diversos tecidos (41,45-47).

1.3.1 Biogénese e mecanismo de acao dos microRNAs

Os miRNAs sdo inicialmente transcritos como miRNAs primarios (pri-miRNA)
pela acdo da RNA polimerase II (Figura 1). O pri-miRNA € uma estrutura semelhante a um
RNA codificante por conter estruturas como calda poli A e CAP 5°. Ele contém uma regiao
de imperfeicio de dupla-fita de RNA, conhecido como estrutura hairpin (~ 300
nucleotideos) que daréd origem ao miRNA maduro. O pri-miRNA sofre clivagem por uma
enzima endonuclease do tipo 3 conhecida como Drosha e seu cofator DGCRS8 (DiGeorge
syndrome critical region gene 8) (Figura 1, A), definindo uma das extremidades do
miRNA maduro, e formando o miRNA precursor (pre-miRNA) que serd transportado do
nicleo para o citoplasma pela Exportina-5, dependente do cofator Ran-GTP (Ran
guanosine triphosphate) (Figura 1, B). Seguindo o transporte para o citoplasma, os
miRNAs sdo processados por outra endonuclease do tipo 3 conhecida como Dicer, que
cliva a outra extremidade do miRNA, formando uma dupla fita de miRNA (Figura 1, C)
(45,48). Finalmente, 0 miRNA ¢ incorporado a um complexo de proteinas RISC (RNA-
induced silence complex), mas apenas uma das fitas de miRNA permanece no complexo
para controlar a expressdo de genes ao nivel pds-transcricional, e portanto, exercer seus
efeitos regulatérios ligando-se a regido 3' ndo traduzida (3'-UTR) dos mRNA alvo (45-47)
(Figura 1, D).



Figura 1: Biogénese e mecanismo de acio dos miRNAs. Adaptado e traduzido de
Mulrane et al., 2013 (49).
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(A) No nucleo celular, os miRNAs sdo transcritos a partir de um gene pela acdo da RNA
polimerase II como miRNAs primarios (pri-miRNA) que serdo clivados por um complexo formado
pela endonuclease Drosha e a proteina Digeorge Syndrome Critical Region 8 (DGCR8) formando o
miRNA precursor (pre-miRNA). (B) O pré-miRNA ¢é transportado para o citoplasma pelo
complexo Exportina-5/Ras-related nuclear protein guanosin triphosphate (XPO-5/RanGTP). (C)
Seguindo o transporte para o citoplasma, os miRNAs sdo processados por outra endonuclease,
Dicer/trans-activation response RNA-binding protein (TRBP), que cliva a outra extremidade do
miRNA, formando uma dupla fita de miRNA. (D) miRNA ¢é incorporado a um complexo de
proteinas RISC [RNA-induced silence complex — Dicer/argonaute 2 (AGO2)/TRBP], mas apenas
uma das fitas da dupla fita de miRNA permanece no complexo para controlar a expressdo de genes.



Esse mecanismo permite a reducdo dos niveis proteicos de seus genes alvo,
raramente afetando o nivel de expressao transcricional (50). A regulacdo pds-transcricional
realizada pelos miRNAs na regidao 3'UTR depende do grau de complementaridade com o
mRNA alvo, sendo que o pareamento completo com o alvo, mais comum em plantas,
acarreta em degradacdo do mRNA, enquanto que o pareamento imperfeito, predominante
nos mamiferos, leva a inibicdo da traducdo proteica. Nesse caso, ocorre um pareamento
completo apenas na regido seed, entre o 2° ¢ o 7° nucleotideo do miRNA e seu mRNA
alvo. A sequéncia seed € responsdvel pela especificidade do miRNA ao seu alvo e,
portanto, a regido que determina a efetivagdo do seu mecanismo de regulacdo negativa do
gene (51). Devido ao fato dos miRNAs possuirem sequéncias pequenas e agirem sem a
necessidade de pareamento completo, um tnico miRNA pode regular muitos mRNA alvos,
podendo exercer fungdes totalmente diversas, além de cooperarem no controle de um tnico
mRNA (50,52).

Os miRNAs sdo virtualmente produzidos por todos os tipos celulares. Alguns deles
sao altamente especificos a determinados tecidos e podem ser utilizados como
biomarcadores (53-56) na deteccdo de alteracdes e injuria nestes tecidos (57). Essa
deteccdo se torna mais simples quando o miRNA ¢é liberado em algum fluido corporal
(sangue, soro, plasma, saliva, urina) permitindo ser dosado de formas pouco invasivas. A
presenca de miRNAs na circulagdo sugere que essas moléculas devem cumprir fungdes
bioldgicas importantes fora de seu compartimento celular em condi¢des tanto fisioldgicas
quanto patoldgicas (58). Além do miRNA circulante refletir processos relevantes em
tecidos ou 6rgaos remotos, eles também servirdo como indicadores de doencas, envolvidos
na regulacdo de inimeros processos a longa distancia. MiRNAs presentes no sangue
periférico, incluindo soro, plasma, exossomos, corpos apoptéticos e células sanguineas
mononucleares, poderdo funcionar como ferramentas rapidas de triagens populacionais e
adicionar acurdcia aos critérios de estratificacdo de doencas (59).

A alta estabilidade dos miRNAs, conferida principalmente por associagdo ao
complexo RISC/Argonauta2, permite sua detec¢do no soro ou plasma, mesmo em
diferentes condicoes e também indica que eles sdo resistentes a digestdo por ribonucleases
séricas. A origem de miRNAs circulantes ndo associados a vesiculas ainda nao é clara, mas
¢ associada a simples liberacao passiva do conteudo celular por necrose (59). MiRNAs

também tem sido detectados em diferentes tipos de microvesiculas incluindo corpos



apoptoticos, e exossomos (60—62). Os mecanismos celulares que regulam a biogénese do
encapsulamento do miRNA em microvesiculas ainda nao foi totalmente esclarecido, mas a
hipétese € de que ocorre por mecanismos especificos mediados por uma série de moléculas
que atuam em uma rede regulatdria, levando a formacdo e secrecdo dessas vesiculas
(59,63). Os miRNAs circulantes podem ainda ser detectados em células como macréfagos,
mondcito e megacaridcitos. Alguns estudos mostram que miRNA encontrados em células

sanguineas também apresentam potencial para identificagao de diversas doengas (64—67).

1.3.2 MicroRNAs na hipéxia cronica

Desde 2007, uma série de estudos demonstraram que miRNAs especificos estdo
envolvidos na resposta a hipoxia contribuindo para a repressao de genes biologicamente
importantes (68—70). Diversos miRNAs ja foram descritos como reguladores importantes
em situacdes de hipdxia cronica. Seus niveis sdo rapidamente perturbados quando células e
orgdos sdo expostos a hipoxia ou isquemia. Kulshreshtha e colaboradores em 2007 (71)
mostraram evidéncias de que em culturas de células tumorais, alguns miRNAs como o
miRNA-23, miRNA-24, miRNA-26, miRNA-27, miRNA-30 ¢ miRNA-181 tem como
alvos genes importantes da apoptose durante a hipéxia. Outro achado do mesmo estudo foi
de que o miRNA-21, miRNA-23, miRNA-26, miRNA-106 e miRNA-107 contribuem para
a interrup¢do do ciclo celular durante a privacdo de oxigénio. O mesmo grupo publicou
estudo de revisao em 2008 (72), mostrando que diversos miRNA podem estar regulados

positiva ou negativamente em situacdes de hipdxia (tabela 2).
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Tabela 2: Compilacdo de miRNAs associados a hipoxia em células cancerigenas de
acordo com alguns estudos. (adaptado de traduzido de Kulshreshtha, 2008) (72).
Regulados positivamente Referéncia Regulados negativamente Referéncia

MiRNA-7 48 MiRNA-15b 35
MiRNA-15a 48 MiRNA-16 35
MiRNA-21 46 MiRNA-19a 48
MiRNA-23a 46 MiRNA-20a 35
MiRNA-23b 46 MiRNA-20b 35
MiRNA-24 46 MiRNA-26b 35
MiRNA-26a 46 MiRNA-29b 48
MiRNA-26b 46 MiRNA-30b 35
MiRNA-27a 46 MiRNA-30e-5p 48
MiRNA-30b 46, 48 MiRNA-101 48
MiRNA-30d 35 MiRNA-122a 48
MiRNA-93 46, 49 MiRNA-141 48
MiRNA-98 48 MiRNA-186 48
MiRNA-103 46 MiRNA-195 48
MiRNA-106a 46 MiRNA-197 48
MiRNA-107 46 MiRNA-224 35
MiRNA-125b 46 MiRNA-320 48
MiRNA-148a 48 MiRNA-374 48
MiRNA-148b 48 MiRNA-422b 48
MiRNA-151 35 MiRNA-424 48, 49
MiRNA-155 35 MiRNA-565 48
MiRNA-181a 46 Let-7-a 35
MiRNA-181b 35,46 Let-7-c 35
MiRNA-181c 46 Let-7-d 35
MiRNA-188 35 Let-7-e 35
MiRNA-191 48 Let-7-f 35
MiRNA-192 46 Let-7-g 35
MiRNA-195 46

MiRNA-200a 48

MiRNA-210 35, 46, 48

MiRNA-213 46

MiRNA-214 48

MiRNA-373 48

MiRNA-429 48

MiRNA-498 48

MiRNA-563 48

MiRNA-572 48

MiRNA-628 48

MiRNA-637 48

Let-7-e 48

Let-7-g 48

Let-7-i 48

Estudo citado: (68) Hua et al., 2006; (71) Kulshreshtha et al., 2007; (73) Hebert et al., 2007; (74)
Donker et al., 2007. Let — nome referente a um dos primeiros miRNAs descritos. A nomenclatura
foge a regra por motivos historicos.
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O miRNA-21, miRNA-199a, miRNA-16, miRNA-126 e o miRNA-494
apresentaram papel critico para a adaptacdo celular durante a hipéxia/isquemia. A
expressdo alterada de alguns miRNAs foi associada a algumas das mais importantes vias
de sinalizacdo do infarto e hipertrofia cardiaca incluindo o miRNA-208a, miRNA-208b,
miRNA-499, miRNA-1, miRNA-133, miRNA-23a, miRNA199a, miRNA-29. Dentre os
miRNAs envolvidos nestes eventos, 0 miRNA-1, miRNA-21, miRNA-24, miRNA-29,
miRNA-92a, miRNA-126, miRNA-133, miRNA-320, miRNA199a, miRNA-208 e
miRNA-195 estao especificamente associados a isquemia/reperfusido. Estes miRNAs tem
sido associados a diversas funcdes incluindo programacao celular, apoptose, expressdo de
canais de fons, regulacdo do ciclo celular, produ¢do de eNOS (enzima responsdvel pela
sintese de NO produzida pelas células endoteliais) e enzimas quinases de sobrevivéncia
(75).

Um dos mais conhecidos miRNAs reguladores de processos biolégicos na hipdxia é
o miRNA-210. Vdrios estudos t€ém consistentemente demonstrado que sua indugdo é uma
caracteristica da resposta a hipdxia, tanto em células normais quanto em células
cancerigenas (38,48,49). De modo interessante, 0 miRNA-210 € reconhecido como um
importante alvo do fator induzido por hipéxia-1 (HIF-1) (71,78) e seu grau de expressdao
pode ser um reflexo da atividade do HIF-1 mesmo em circunstancias de ativacdo
normoxica deste fator de transcricdo. Estudos mostram que o miRNA-210 estd aumentado
na maioria dos tumores com progndstico desfavoravel em pacientes com cancer, o que
sugere que a superexpressdo deste miRNA no tumor € a consequéncia direta da diminui¢ao
dos niveis de oxigénio no microambiente (70). Por outro lado, descobertas recentes
mostraram que a suplementacdo com miRNA-210 no miocardio aumenta a angiogénese na
zona peri-infarto, reduz a apoptose e o tamanho do infarto resultando em melhora da
funcdo cardiaca ap6s ligadura da artéria corondria (79). Dois de seus alvos incluem ephrin-
A3 e proteina tirosina fosfatase nonreceptor tipo 1, que estdo envolvidas na inibi¢cdo da
angiogénese e da apoptose, respectivamente. Um largo espectro de alvos do miRNA-210
foram identificados, com papéis no metabolismo mitocondrial relacionados ao estresse
oxidativo, na angiogénese, no reparo do DNA e na sobrevivéncia celular (77).

O miRNA-21 é um importante regulador da apoptose em células do musculo
cardiaco. Em ratos, sua expressao estd reduzida de forma importante na regiao da isquemia

e sua reposi¢ao reduz o tamanho do infarto por diminuir a apoptose celular (80). Alguns
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pesquisadores também observaram reducao da apoptose quando trataram cardiomidcitos
isolados com miRNA-21 exdgeno (81).

O miRNA-126 € um fator pré-angiogénico também relacionado a sobrevida celular,
especifico das células endoteliais e altamente expresso pelo endotélio cardiaco. Ele limita
os efeitos do gene Spred-1 que inibe a sinalizacdo intracelular angiogénica, o que leva a
formacdo de vasos sanguineos por aumentar as propriedades angiogénicas de VEGF (fator
de crescimento do endotélio vascular) e do FGF (fator de crescimento do fibroblasto)
(55,82). O miRNA-126 também regula a expressdo da molécula de adesdo de células
vasculares 1 (VCAM-1), que permite a aderéncia de leucdcitos as células endoteliais. A
reducdo da expressio do miRNA-126 favorece a aderéncia de leucdcitos ao endotélio
levando a inflamacdo vascular (82). Um estudo que utilizou midcitos cardiacos de ratos
cultivados sob condicdes de hipdxia (83) mostrou pela primeira vez que a expressao do
miRNA-126 aumenta sob hipdxia o que poderia favorecer a agdo do VEGF. A delecdo do
miRNA-126 na embriogénese de ratos resultou em defeitos no desenvolvimento vascular.
Ratos deficientes em miRNA-126 mostraram atraso no brotamento angiogénico,
hemorragia generalizada e letalidade embriogénica parcial (84).

As evidéncias de expressdo de miRNA em um ambiente de hipdxia sdo baseadas,
na maioria dos estudos, em modelos de hipoxemia cronica observado em processos
envolvendo, por exemplo, neoplasias e doenca coronariana cronica. Ha evidencias de que
até mesmo a frequéncia da exposi¢ao a hipéxia intermitente apresente efeitos metabdlicos
diferentes (85). A AOS ¢ caracterizada pela hipdxia intermitente e, provavelmente, os
mecanismos envolvidos em ambos processos sejam diferentes. Neste sentido, explorar
processos regulados por miRNAs na hipdxia intermitente da AOS pode ser uma estratégia

valiosa no melhor entendimento da fisiopatologia da AOS.

1.3.3 MicroRNAs na AOS

O estudo de andlise dos miRNAs no contexto da AOS ainda é muito escasso. Em
2015, Sanchéz-de-la-Torre e colaboradores (86) identificaram o perfil de miRNAs
plasmaéticos que poderia predizer a reducao da pressao arterial no tratamento da AOS com
CPAP em 38 pacientes com hipertensao resistente. Utilizando microarray para avaliar a
expressdo de miRNAs circulantes especificos do sistema cardiovascular, pesquisadores

mostraram que a combinacdo dos miRNA-378a-3p, miRNA-486-5p e o miRNA-100-5
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teve um bom poder discriminatério para predizer a reducdo da pressdo arterial ao
tratamento com CPAP.

Outro estudo publicado recentemente por Khalyfa e colaboradores (60) investigou o
papel dos miRNAs no efeito da hipoxia intermitente como causadora de disfun¢do de
células endoteliais in vitro. Para isso os pesquisadores extrairam exossomos plasméticos de
10 homens sauddveis submetidos a 3 situagdes: DO — exposicdo ao ar ambiente; D4 -
hipéxia intermitente por 4 dias, 6 horas/dia e D8 — 4 dias de recuperacdo. Os exossomos
extraidos, que sdo vesiculas extracelulares circulantes contendo miRNA que podem ser
enviados a outras células, foram incubados juntamente com uma cultura de células
endoteliais. Uma anélise exploratéria por microarray mostrou que 6 miRNAs (miR-4649-
3P, miR-4436b-5p, miR-483-3p, miR-1202, miR-4505) apresentaram sua expressao
alterada apos 4 dias de hipoxia intermitente e essas alteracdes foram quase que
completamente normalizadas apds 4 dias de recuperacdo. Dessa forma, os pesquisadores
encontraram aumento da expressdo de moléculas de adesdo intercelular (ICAM-1) e
reducdo da expressio da eNOS nas células endoteliais o que sugeriu aumento da
permeabilidade e disfuncdo celular.

Em estudo semelhante publicado também em 2016, Khalyfa e colaboradores (61)
avaliaram dados de 128 criancgas divididas em portadoras de AOS com e sem disfuncao
endotelial, obesas com e sem disfuncdo endotelial e controles sauddveis para investigar
como miRNAs de exossomos circulantes se diferenciam em relagdo ao perfil de fungdo
endotelial. O estudo mostrou que os exossomos plasmdticos de criancas com disfuncdo
endotelial, tanto obesas quanto apneicas, induzem alteracdes estruturais e funcionais no
endotélio vascular in vitro e in vivo. Entre os miRNAs exossomais diferentemente
expressos, a expressdao do miR-630 esteve reduzida e este se caracterizou, portanto, como
um fator importante na disfun¢@o endotelial. A restauracdo dos niveis do miR-630 reverteu
perturbacdes na célula endotelial a niveis normais, mostrando que esse miRNA mediou um
mecanismo que estd seletivamente alterado em criangas com risco cardiovascular
aumentado.

Li e colaboradores desenvolveram trabalhos (87,88) com o propdsito de identificar
miRNAs expressos de formas diferentes entre 3 individuos com AOS e 3 controles
sauddveis. Eles identificaram 104 miRNAs com expressdo diferenciada entre os dois

grupos sendo 10 superexpressos € 94 com expressdo reduzida. Utilizando andlise de
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bioinformdtica, uma rede de coexpressdo regulatéria foi elaborada envolvendo 23 destes
miRNAs como miR-485-5p, miR-107, miR-574-5p, miR-127-3p, miR-199-3p ¢ miR-139-
3p (87). Em outra abordagem (88), Li et al., com dados de 52 individuos saudaveis e 64
com AOS, sugeriram que o miR-664a-3p apresenta potencial como biomarcador para
aterosclerose por apresentar correlacio com o aumento da espessura da camada intima-
média da carétida em pacientes com AOS.

A despeito destas evidéncias, os trabalhos que avaliaram o perfil de miRNAs na
AOS apresentam diferengas metodoldgicas em relagdo ao presente estudo como: presenga
de co-morbidades como a hipertensdo arterial (86), individuos sauddveis magros
submetidos a hipdxia intermitente em ambiente controlado por relativo curto periodo de
tempo (60), estudo em criangas (61), nimero irrisério de participantes (87) e diferencas
significativas entre os grupos como idade e parametros metabdlicos (88). Sendo assim, o
presente estudo pretende abordar de forma sistematizada o potencial papel relativo da AOS

na expressao dos miRNAs em adultos.



15

2 JUSTIFICATIVA

Com base na descricio dos estudos citados anteriormente, diversas evidéncias
sugerem que a acdo dos miRNAs é muito importante para a manutengdo da homeostase
sist€émica e local, uma vez que estdo envolvidos especificamente na regulacao de diversos
processos celulares como proliferacdo, diferenciacdo, migracdo celular, inflamagdo e
apoptose. Como consequéncia, os miRNAs podem contribuir diretamente para a
fisiopatologia das DCV. Diante da alta prevaléncia da AOS, do frequente subdiagndstico e
por representar um potencial risco cardiovascular independente da obesidade (89), torna-se
imperativo explorar potencias marcadores que podem servir tanto para sugerir a presenca
da AOS em uma populagdo como predizer eventos cardiovasculares nestes pacientes. Em
paralelo, propor a criacdo de alvos terapéuticos para reduzir o risco cardiovascular e pela
auséncia de estudos com este perfil metodoldgico torna o presente estudo relevante e com

grande potencial clinico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Principal

Identificar o perfil dos miRNAs com expressdao diferenciada nos pacientes com
diferentes gravidades da AOS, comparando estes dados a de um grupo controle pareado

para idade e IMC e composi¢do corporal.

3.2 Objetivo Especifico

Correlacionar as alteracoes do padrao de expressdao destes miRNAs com os
marcadores de gravidade da AOS, sendo: indice de apneia/hipopneia por hora categorizada

em 4 grupos, saturacdo minima de Oz e o percentual do tempo de saturacdo do Oz <90%.

Hipoéteses

1) O perfil de expressdo dos miRNA € diferente nos individuos com AOS, particularmente

nas formas mais graves, quando comparados aos individuos sem AOS.

2) As alteragdes do padrao de expressao dos miRNAs tem correlagdo com marcadores de

gravidade da AOS.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Sujeitos do estudo

Todos os voluntdrios convidados a participar do estudo foram informados quanto a
natureza, objetivo e riscos deste estudo e assinaram termo de consentimento livre e
esclarecido. Incluimos participantes do sexo masculino com idade entre 18 e 65 anos. Os
critérios de exclusdo foram: tabagismo atual ou histéria de tabagismo hd menos de 1 ano,
consumo de dlcool maior que 4 vezes por semana, individuos com predominancia de
apneias centrais ou mistas, diabetes mellitus, hipertensdo, uso cronico de medicagdes,
diagndstico de doengas neuroldgicas, insuficiéncia coronariana, insuficiéncia cardiaca
descompensada, doenca pulmonar cronica (obstrutiva ou restritiva), doenga renal, IMC
maior que 40 kg/m? e pritica de atividade fisica regular. Este estudo foi aprovado pela
Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da USP, sob o nimero de protocolo CAAE: 26431314-
8.0000.0068.

Recrutamos individuos com ou sem sintomas de AOS avaliados por questiondrio de
Berlim (90) e Escala de sonoléncia de Epworth (91). O questiondrio de Berlim € utilizado
para definir o risco de desenvolver AOS por avaliar sintomas e sinais que fazem parte do
diagnéstico da mesma. Apresenta questdes divididas em trés categorias, sendo:
caracteristicas do ronco e pausas na respiracao presenciadas, sonoléncia diurna excessiva,
presenca de hipertensdo e obesidade que, em conjunto, determinam uma pontuagdo que
define se paciente possui risco alto ou baixo para AOS. Alto risco para a AOS foi
caracterizado quando pelo menos duas categorias fossem positivas (90). A Escala de
sonoléncia de Epworth é uma escala subjetiva que avalia o grau de sonoléncia diurna do
paciente. Ela apresenta 8 perguntas e para cada uma o paciente deve atribuir uma nota de 0
a 3 para indicar a chance de cochilar. O individuo foi considerado com alto grau de
sonoléncia quando apresentasse pontuacdo > 11 (91). Apds esta avaliacdo, os individuos
foram submetidos a polissonografia noturna (item a seguir) para diagndstico da AOS ou

exclusdo deste diagndstico no caso dos individuos controle.
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4.2 Polissonografia

Todos os participantes incluidos neste estudo foram submetidos inicialmente a
polissonografia noturna completa (PSG) realizada no Laboratério do Sono, InCor,
FMUSP. Os exames foram feitos no aparelho EMBLA, utilizando os seguintes parametros
eletrofisiologicos: eletroencefalograma (EEG): C3-A2, C4-Al, O1-A2, O2-Al; eletro-
oculograma (EOG) (2 canais); eletromiograma (EMG) submentoniano e tibial anterior;
sensor de ronco; fluxo aéreo (2 canais), medido por termistor oronasal e canula de pressao
nasal; cintas tordcica e abdominal; eletrocardiograma (ECG); detector de posicao;
saturacdo de oxigénio e pulso. Os registros da polissonografia foram analisados conforme
recomendacdes da American Academy of Sleep Medicine, manual versdo 2.2 de 2015 (92).

A apneia foi definida como a redugdo >90% do fluxo aéreo observada pelo
termistor por mais que 10 segundos, sendo subclassificada como central ou obstrutiva
baseada na presenca ou auséncia de esfor¢o respiratério, respectivamente. Classificou-se
um evento como apneia mista quando houve auséncia de esfor¢o respiratério no inicio do
evento, seguido pelo surgimento de esfor¢os respiratorios na segunda por¢do do evento. A
hipopneia foi definida por uma reducido do fluxo nasal observada pela canula maior ou
igual a 30% por mais que 10 segundos, seguida de queda da saturacio de oxigénio >3% ou
seguida de microdespertar (93). O diagndstico de AOS foi definido quando o individuo
tivesse IAH >5 eventos/hora. Os individuos do grupo controle apresentam I[IAH <5
eventos/hora, grupo AOS leve IAH >5 e <15 eventos/hora, grupo AOS moderada IAH >15

e < 30 eventos/hora e grupo AOS grave IAH >30 eventos/hora.

4.3 Antropometria e avaliacio clinica

Apés o diagnéstico de AOS, os individuos foram submetidos a avaliagdo
antropométrica onde foram registradas as medidas de altura, peso, circunferéncia da
cintura, do quadril e do pescoco. O peso foi mensurado utilizando-se balanca digital, marca
Caumagq Ltda., de plataforma com precisdao de 100 g. A altura foi obtida com estadidmetro
acoplado a balanga de precisao de 0,5 cm estando o individuo com o minimo de roupas,
pés unidos e a cabecga posicionada de modo que a parte inferior da érbita ocular estivesse
no mesmo plano do orificio externo do ouvido (plano de Frankfurt). A leitura foi feita no

milimetro mais préximo no momento em que o esquadro que acompanha a haste vertical
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tocou a cabeca do individuo em inspiracdo e apneia forcada. A cintura foi aferida no ponto
médio entre o dltimo arco costal e a crista iliaca. J4 a o quadril foi aferido ao nivel de
maior protuberincia posterior dos gliteos. Foram mensuradas com o individuo em posi¢ao
ereta, abdome relaxado, bragos estendidos lateralmente ao longo do corpo, pés um pouco
afastados e peso igualmente distribuido entre os dois membros inferiores. A relagdo
cintura-quadril foi calculada dividindo-se a média das medidas da cintura pela média das
medidas do quadril. Todas as circunferéncias foram coletadas em triplicata com fita
métrica flexivel e ndo extensivel comum com precisdo de 1 mm. Todas as medidas
anteriormente citadas foram aferidas seguindo-se protocolo padrio recomendado pela
Organizacdo Mundial da Saude (94,95). A circunferéncia do pesco¢o foi mensurada na
altura da cartilagem cricéidea (96).

Avaliamos o percentual de gordura corporal por impedancia bioelétrica tetrapolar

utilizando o monitor InBody modelo S10® (Biospace Co. Ltd. Factory, Korea) (Figura 2).

Figura 2: Montagem do monitor de impedancia bioelétrica InBody S10®. Fonte:
http://uk.inbody.com/inbody-s10/
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Os individuos foram avaliados em posi¢@o supina, com os eletrodos adequadamente
posicionados diretamente sobre a pele de acordo com o manual do equipamento. A medida
foi realizada ap6s jejum de 8 horas, bexiga vazia, o minimo de vestimenta € nenhum objeto
metalico proximo ao corpo. Os voluntdrios ndo praticaram nenhuma atividade fisica
vigorosa 24 horas antes da avaliag@o.

Seguindo as recomendacdes das Diretrizes Americanas, (97) foram realizadas no
minimo duas medidas da pressdo arterial com o paciente sentado apds 5 minutos de
repouso. Um intervalo minimo de 1 minuto foi respeitado entre as medidas. A pressao
arterial final foi a média das duas medidas. Se a diferenca entre a 1* e a 2* medida for
>5mmHg, medidas adicionais (até 5) foram realizadas e a média das multiplas medidas foi
considerada. Para diminuir o efeito de artefatos e limitagdes na medida da pressao arterial
tais como o arredondamento do valor da pressao arterial, utilizou-se esfigmomanometros
digitais Omron (modelo HEM-742INT, Omron Dalian Co., Ltd; Dalian, China) com

manguito adequado a circunferéncia do braco.

4.4 Amostras biologicas

Amostras de soro foram colhidas para dosagem do perfil lipidico, glicemia e
marcador inflamatério proteina C reativa ultrassensivel (hsCRP). Métodos de andlise
enzimaticos foram utilizados nas dosagens de glicose (kit comercial Glucose HK Gen.3,
Cobas© Systems/Roche Diagnostics GmbH, Alemanha), colesterol total (kit comercial
Cholesterol Gen.2, Cobas© Systems/Roche Diagnostics GmbH, Alemanha), triglicérides
(kit comercial Triglycerides, Cobas© Systems/Roche Diagnostics GmbH, Alemanha), e
HDL (kit comercial HDL-Cholesterol Plus 3™ generation, Cobas© Systems/Roche
Diagnostics GmbH, Alemanha); métodos eletroquimioluminométricos foram utilizados nas
dosagens de insulina (kit comercial Insulin, Elecsys and Cobas© Systems/Roche
Diagnostics GmbH, Alemanha); imunoturbidimetria ultrassensivel foi empregado na
dosagem de hsCRP (kit comercial C-Reactive Protein Gen.3, Cobas© Systems/Roche
Diagnostics GmbH, Alemanha); LDL e VLDL foram calculados por férmula de
Friedewald enquanto que o colesterol nao-HDL foi calculado pela subtra¢do do colesterol
HDL do colesterol total. Além disso, sangue total foi colhido e utilizado para as anélises

dos miRNAs como descrito a seguir.
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4.4.1 Analise de miRNAs

4.4.1.1 Coleta do sangue e extracao do miRNA

A coleta de sangue foi feita utilizando-se o tubo PAXgene®, (Becton Dickinson and
Co., USA), com capacidade de 2,5 mL de sangue total seguindo-se as instrucdes de coleta
e armazenamento do fabricante. Cada tubo PAXgene® de coleta de sangue periférico total
contétm 6,9 mL de uma solucdo que estabiliza e purifica o RNA total (incluindo os
miRNAs). Essa solucdo apresenta um reagente que lisa as células do sangue e
imediatamente estabiliza o miRNA intracelular para preservar o perfil da expressiao génica.
Sabe-se que a estabilizagdo do miRNA ¢ critica para confidveis andlises posteriores da
expressdo gé€nica. Sem a estabilizacdo, a degradacdo do miRNA e a expressao de
transcritos podem ocorrer imediatamente depois de o sangue ser coletado. Amostras de
sangue coletadas no tubo PAXgene® pode ser seguramente estocado ou transportado em
temperatura ambiente 15 a 25°C por até 72 horas, de 2 a 8°C por até 5 dias, ou de -20 a -
70°C por pelo menos 50 meses sem mostrar nenhuma mudanga significativa na integridade
do miRNA ou mudancas nos niveis dos transcritos.

Cada amostra de sangue coletada deveria conter uma concentragdo minima de 25
ng/ul de miRNA extraido dos leucdcitos sanguineos (mondcitos, neutréfilos, células T,
células B) e megacaridcitos. Utilizou-se para extracdo do miRNA total o PAXgene Blood
miRNA Kit (Qiagen, USA). A concentragdo das amostras de miRNA total foi quantificada
usando o espectrofotometro Nanodrop® (Thermo Fisher Scientific Inc., USA).

A andlise da expressdo dos miRNAs foi feita em 2 etapas: 1) perfil de expressao da
amostra por andlise de microarray e 2) validagio da expressao dos miRNAs
diferentemente expressos na 1* etapa por técnica de RT-qPCR (real time quantitative

polimerase chain reaction).

4.4.1.2 1° etapa: analise de expressao dos miRNAs por microarray

Para a andlise de microarray foi feita uma subamostragem na qual selecionou-se 3
individuos de cada um dos 3 grupos com AOS e 3 individuos do grupo controle. A sele¢ao
foi feita de modo que as médias de IMC e idade das subamostras fossem pareadas entre os

grupos. Portanto, os 3 individuos selecionados de cada grupo apresentam caracteristicas
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estatisticamente semelhantes, totalizando 12 individuos, que também eram representativos
do restante dos individuos de cada grupo.

A andlise do miRNA por microarray foi feita a partir de 2,5 mL de sangue total dos
12 individuos da subamostra utilizando o Affymetrix® GeneChip® miRNA Array versio 4.0
(Thermo Fisher Scientific Inc, USA) que apresenta probes de 2.578 miRNAs maduros de
humanos. No chip cada probe consiste de um nucleotideo modificado quimicamente que
codifica segmentos complementares ao miRNA alvo e um segmento espagador de
propilenoglicol para estender o segmento codificante a partir do substrato. O microarray
abrange todos os miRNAs transcritos disponiveis na ultima versdo do sistema Sanger
miRBase (Release 21.0).

Resumidamente, realizamos todas as etapas de preparagdo da amostra utilizando kit
de acordo com instru¢gdes do fabricante. Paralelamente a esta preparacdo, executou-se o
ELOSA para confirmar a reagdo de marcagdo da fita de miRNA com a calda poli-A e a
Biotin-labeled 3 DNA. Ap6s a confirmagdo da reagdo, a amostra foi inserida no chip que
vai para o forno de hibridizacdo overnight. No segundo dia de experimentos foi feita a
etapa de lavagem e estabilizaciio utilizando o equipamento GeneChip® Fluidics Station 450
e, em seguida, a leitura do array foi executada utilizando-se o equipamento GeneChip®
Scanner 3000 7G. Na etapa de leitura ocorreu o escaneamento do microarray e a geracao
de uma imagem da fluorescéncia formada por cada miRNA ligado ao seu nucleotideo
correspondente. A intensidade do brilho da fluorescéncia determina uma maior ou menor

expressao do miRNA (Figura 3).
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Figura 3: Fragmento da imagem gerada apds leitura do chip microarray.

Foram analisadas as expressdes de miRNAs relacionados a hipdxia, aumento da
atividade simpdtica, instabilidade da pressdo arterial, disfuncdo endotelial, angiogénese,
desequilibrio metabdlico, inflamacao, apoptose, entre outros envolvidos na fisiopatologia
da AOS. A expressdo dos genes e confirmacdo dos miRNAs encontrados com expressao
diferenciada na etapa do microarray foram realizados pela técnica de Transcriptase
Reversa e Reacdo quantitativa em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-qPCR).

Os dados gerados apo6s a etapa de escaneamento foram analisados inicialmente pelo
software Expression Console versao 1.4.1.46, de fornecido gratuitamente pela empresa
Affymetrix. Este software subtrai inicialmente o background normalizando os sinais para
balancear as intensidades dos fluor6foros de forma que a razdo de expressao diferencial
pudesse ser calculada. Em seguida os dados foram transferidos para outro software
também fornecido pela mesma empresa, o Transcriptome Analysis Console (TAC) para a
obtencdo dos valores de expressdo de cada miRNA em cada uma das amostras expressos
em sinal (log2). A anélise feita neste software foi a Gene Level Differential Expression
Analysis para microarray miRNA 4.0.

A avaliacdo da diferenca de expressdao dos miRNAs entre os grupos do estudo foi
feita pelo cruzamento de todas as possiveis combinacdes entre eles, sendo controle vs.

AOS leve, controle vs. AOS moderada, controle vs. AOS grave; AOS leve vs. AOS
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moderada, AOS leve vs. AOS grave e AOS moderada vs. AOS grave. Os parametros e
seus pontos de corte utilizados foram ANOVA one way nao-pareada com p <0,01; fold
change >1 ou <-1; false Discovery rate (FDR) < 0,35. Fold change determina a dimensao
da expressdo de um miRNA e se esta aumentou (se o valor € positivo) ou diminuiu (se o
valor € negativo) em relacdo a um grupo de comparacdo. J4 o FDR € definido como a
propor¢ao de falsos positivos entre os dados considerados significantes (98). Por exemplo,

se o FDR foi de 0,10, aceita-se 10% de resultados falsos positivos.

Predicao dos genes-alvo por analise in Silico:

A predigdo dos genes-alvo dos miRNAs foi realizada inicialmente com uma busca
para cada miRNA por meio do site miRWalk 2.0 (99) a fim de encontrar os genes preditos
como alvo para cada um dos miRNAs. Das 12 bases de dados (miRWalk, MicroT4,
miRanda, miRBridge, miRDB, miRMap, miRNAMap, PICTAR2, PITA, RNA22, RNA
hybrid, Targetscan) de identificacdo de alvos para miRNAs disponiveis no miRWalk, o
alvo deveria ser previsto por pelo menos 8 delas, sendo uma delas obrigatoriamente o
Targetscan. A lista de genes gerada foi entdo submetida a base de dados bioldgicos
DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) Bioinformatics
resources 6.7 que por meio de uma andlise funcional (Functional Annotation Chart)
utilizando a base de dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) identificou

os mais relevantes termos bioldgicos ou vias de sinalizacao associados a lista de genes.

4.4.1.3 2° etapa: validacao da expressao dos miRNAs por RT-qPCR

Ap6s a avaliacdo da expressdo por microarray, os miRNAs foram selecionados
para a confirmacao da expressdo. O critério para decisdo de quais seriam confirmados foi
baseado na quantidade de vias de sinalizacdo encontradas na andlise in Silico (item
anterior) que fazem parte da fisiopatologia da AOS.

RT-gPCR permite monitorar o progresso da reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real, sendo que os dados da amplificacdo sdo coletados ao longo do processo e ndo
somente no final da reagdo. Quanto maior o nimero de cdpias do 4cido nucléico alvo no
inicio da reacdo, mais precocemente observa-se o aumento da fluorescéncia. Os sistemas
de RT-gPCR evoluiram pela introdu¢do de sondas ou probes ligados a substancias

fluorogénicas que utilizam a atividade da enzima Tag DNA polymerase. A primeira etapa
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para execucdo da reacdo € a transcri¢do reversa para geracdo do DNA complementar
(cDNA) a partir da amostra contendo miRNAs (figura 4, A). Em seguida, o cDNA
formado foi usado na reacdo da reacdo em cadeia da polimerase para amplificacido e

quantificacdo (figura 4, B).
Figura 4: Esquema da reacao quimica da transcriptase reversa e reacio em cadeia da
polimerase em tempo real.

A) Transcricio reversa
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B) Reacio da polimerase em cadeia em tempo real
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Traduzido e adaptado de Tagman® Small RNA Assays Protocol. A — Transcri¢io reversa do
miRNA em DNA complementar (¢cDNA) a partir do primer de transcri¢io reversa (RT primer) e B
— Reagdo em cadeia da polimerase em tempo real para amplificacio do DNA alvo e a¢do da sonda
ligada ao corante repérter (R) na porcdo 5° e do quencher nao emissor de fluorescéncia (NFQ) e da
molécula minor groove binder (MGB).
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A reacido quimica Tagman® utiliza probes fluorogénicos para a deteccdo de um
produto especifico da RT-qPCR a medida que ele se acumula. O processo ocorre da
seguinte maneira (figura 5): 1) Uma sonda de oligonucleotideo € construida contendo um
corante (dye) reporter fluorescente ligado na terminacdo 5° e um corante guencher na
terminacao 3’ da molécula. Enquanto a sonda estd intacta, a proximidade entre o guencher
e o reporter reduz drasticamente a fluorescéncia emitida pelo repérter pela transferéncia de
energia de ressonancia de fluorescéncia através do espaco. 2) Se a sequéncia alvo esta
presente, a sonda se ligard paralelamente a ela enquanto a nuclease Tag DNA polymerase
atua na extremidade 5~ extendendo o primer e iniciando a formac¢do da nova fita do DNA
alvo. 3) A clivagem da sonda ocorre no momento em que a nuclease alcanga a extremidade
da sonda onde se encontra o repdrter separando-o do guencher e permitindo a emissao do
sinal da fluorescéncia. 4) Além disso, a nuclease remove a sonda da fita alvo, permitindo a
continuidade da extensdo do primer até o fim da fita remplate. Moléculas reporteres
adicionais sao clivadas de suas respectivas sondas a cada ciclo, resultando num aumento da

intensidade da fluorescéncia proporcional a quantidade de cépias produzidas (figura 5).
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Figura 5: Etapas da reacao em cadeia da polimerase em tempo real e sua influéncia
sobre a emissao de fluorescéncia.
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Traduzido e adaptado de Tagman® Small RNA Assays Protocol. 1) Uma sonda de oligonucleotideo
¢ construida contendo um corante repérter (R) e um corante quencher (NFQ) na terminacdo 3’.
Enquanto a sonda estd intacta, a proximidade entre o quencher e o repérter reduz drasticamente a
fluorescéncia emitida pelo repdrter. 2) Se a sequéncia alvo estd presente, a sonda se ligard
paralelamente a ela enquanto a polymerase (P) atua na extremidade 5 estendendo o primer e
iniciando a formag¢@o da nova fita do DNA alvo. 3) A clivagem da sonda ocorre no momento em
que a nuclease alcanca a extremidade da sonda onde se encontra o repdrter separando-o do
quencher e permitindo a emissdo do sinal da fluorescéncia. 4) A nuclease remove a sonda da fita
alvo, permitindo a continuidade da extensdo do primer até o fim da fita femplate e impedindo a
sonda de obstruir a reacio. MGB — minor groove binder, molécula que atua na estabilidade do
quencher a altas temperaturas.

A sintese do cDNA (complementary deoxyribonucleic acid) pela transcri¢ao
reversa € necessaria para a realizacdo da RT-qPCR. Este foi sintetizado a partir do RNA
total de uma aliquota de cada amostra diluida até a concentragdo de 10 ng/uL utilizando
primers especificos para cada miRNA. A reacdo foi feita seguindo-se o protocolo Tagman
microRNA Assay (Applied Biosystems, CA, USA) com 1 uL/reacdo da amostra a 10 ng/uLL
adicionado a master mix contendo dNTPs (deoxynucleotides phosphate) 100 mM (0,15
ulL/reacdo), multiscribe reverse transcriptase S0U/mL (1,0 pL/reacdo), reverse
transcription buffer 0X (1,5 pL/reacdo) — tampdo para a enzima, inibidor de RNAse
20U/uL (0,19 pL/reacdo), dgua livre de nuclease (4,16 puL/reacdo) e o RT primer (3,0
uL/reagao) contendo volume final total de 15 uL/reagdo. A reagdo reversa para formagao

do cDNA foi realizada em um termociclador inicialmente a 16 °C por 30 minutos, 42 °C
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por 30 minutos, 85 °C por 5 minutos e, por fim, as amostras foram mantidas a 4 °C até a
estocagem a -20 °C.

A proxima etapa foi a RT-qPCR para validagdao da expressio dos miRNAs.
Inicialmente, para um volume final de 20 uL/reacdo, foi feita uma mix contendo 10
uL/reacdo de Tagman® 2X Universal PCR mdster mix Il (no AmpErase UNG), 1,0
uL/reacdo de Tagman® 20X microRNA Assay, 7,67 uL/reacdo de dgua livre de nucleasse e
1,33 uL/reacdo do produto resultante da etapa anterior. O corante reporter utilizado na
reacdo foi o FAM™ dye ligado a terminagdo 5° da sonda e um nonfluorescent quencher na
terminacdo 3’, que por ndo emitir fluorescéncia, permite a deteccdo mais acurada da
fluorescéncia do reporter. Associado ao guencher estd a molécula minor groove binder,
que permite o desenho de sondas menores que suportam temperaturas maiores (figura 7). O
experimento foi feito em duplicata para cada amostra adicionada a uma placa tipo fast com
96 pocos de 1,0 mL (MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plate, Applied
Biosystems) e a reacdo foi realizada no equipamento 7500 fast Real-Time PCR System que
utilizou software de andlise v. 2.0.6. Os parametros de incubagdo para a reagdo foram: 50
°C por 2 minutos, ativa¢do enzimdtica a 95 °C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de
PCR a 95 °C por 15 segundos (desnaturacdo) e 60 °C por 60 segundos (anelamento e
amplificacdo). Utilizou-se o mesmo software para leitura do sinal de fluorescéncia e
calculo do Ct (threshold cycle), que corresponde ao nuimero de ciclos de amplifica¢dao
necessarios para que o sinal de fluorescéncia ultrapasse o limiar de detecc¢ao da técnica. O
Ct € inversamente proporcional a quantidade de dcido nucléico na amostra. Isso significa
que quanto maior o nimero de ciclos necessdrios para a detec¢do do miRNA, menor sua
quantidade na amostra. O valor de Ct de cada amostra foi comparado ao valor de expressao
do controle interno U6 snRNA (small nuclear RNA) para calculo do ACt. Mudancas na
expressao dos miRNAs foram calculadas pela diferenca do ACt entre os grupos (AACt). A
expressdo relativa dos miRNAs foi calculada utilizando-se o método 222t (100). Este
método proposto por Livak & Schmittgen, 2001 é uma maneira conveniente de analisar
mudancas relativas na expressdo génica em experimentos de RT-qPCR comparando a um
grupo de referéncia. Os dados foram, entdo apresentados em percentual de expressdao em
relagc@o ao grupo de referéncia.

Os resultados obtidos pela técnica de RT-qPCR sao sensiveis a variacdes

experimentais que podem surgir nas diferentes etapas do processo. A confiabilidade dos
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resultados demanda uma normalizacdo apropriada para minimizar variacoes que podem
mascarar ou exagerar mudangas de expressao significativas. A utilizacdo de genes como
controles enddgenos, que sdo considerados invaridveis na comparacdo entre individuos
doentes e sauddveis, é a forma mais comum de normalizacdo dos dados da expressdo de
miRNAs provenientes da RT-qPCR (101,102). A escolha do controle foi feita baseada em
diversos estudos que também utilizaram o U6 snRNA (35,56,103—-105), incluindo um

estudo que avaliou células endoteliais sobre o estresse de hipéxia/reoxigenacao (106).
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4.5 Analise estatistica

Todas as andlises foram feitas sem o conhecimento do grupo ao qual o paciente foi
alocado.

Os dados foram analisados inicialmente de forma descritiva (varidveis
antropométricas, dados da polissonografia, exames laboratoriais, andlise da funcgdo
endotelial, percentual de expressio dos miRNAs). As varidveis categdricas foram
expressas em n (%) e a comparagdo entre os grupos do estudo foi feita usando teste qui-
quadrado de Pearson (x?) ou exato de Fisher quando adequado. O teste de Shapiro-Wilk foi
aplicado na avaliacao da normalidade das varidveis continuas. Estas foram representadas
por média + desvio padrdo, ou erro padrido para a expressao dos miRNAs, ou mediana e
intervalo interquartil de acordo com o tipo de distribuicdo dos dados. Para a comparagdo
dos 4 grupos (grupo controle sem AOS, AOS leve, AOS moderada e AOS grave)
utilizamos o teste ANOVA one way nao-pareada ou Kruskal-Wallis de acordo com a
distribuicao da varidvel.

Na andlise por microarray também utilizamos o teste ANOVA oneway ndo-
pareada, com p < 0,01; fold change > 1 ou < -1; false Discovery rate (FDR) < 0,35. Os
parametros utilizados para avaliar a importancia de cada via enriquecida obtida na andlise
in Silico foram o fold enrichment, false discovery rate (FDR), valor de P pelo teste exato
de Fischer e a correcao de Bonferroni.

Utilizou-se o teste correlacdo de Spearman, para comparar o grau de expressao de
cada miRNAs com marcadores de gravidade da AOS: TAH, saturacdo minima e tempo de
saturacdo < 90%. Andlise de regressdo linear foi empregada para avaliar a associacdo
multivariada entre a expressdo dos miRNAs e a AOS representada em 4 grupos, sendo:
grupo controle (IAH < 5 eventos/hora), AOS leve (IAH entre 5 e 14,9 eventos/hora), AOS
moderada (IAH entre 15 e 29,9 eventos/hora) e AOS grave (IAH > 30 eventos/hora) com
as covaridveis idade, IMC e raca. Os miRNAs que apresentaram valor de p < 0,2 na
comparacdo entre 4 grupos (tabela 6) foram utilizados como varidveis dependentes na
andlise de regressdo linear. Valores de p <0,05 foram considerados significativos. Todas as
andlises foram feitas utilizando-se software IBM® SPSS, v. 25.0 (SPSS, Chicago, Illinois,
USA).
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5 RESULTADOS

O recrutamento de pacientes foi realizado entre Setembro de 2014 e Julho de 2016.
Foram convocados 119 individuos do sexo masculino para avaliagdo dos sintomas de AOS
e critérios de inclusdo/exclusdo. Destes, 71 foram excluidos por recusa ou por
apresentarem algum critério de exclusdo. Detalhes no processo de recrutamento e causas
de exclusdes estdo reportados na figura 6. Os 48 individuos restantes foram incluidos. Trés
pacientes que apresentaram baixo risco para a AOS, mas na PSG tinham IAH >5 eventos/h
foram incluidos no grupo AOS leve.

Os individuos em geral eram jovens e com excesso de peso pela classificacdo do
IMC. Nao foram observadas diferencas entre os grupos quanto aos parametros
antropométricos e de composicao corporal (IMC, % gordura corporal, gordura visceral,
circunferéncia da cintura, relagdo cintura/quadril, circunferéncia do pescoco), medidas da
pressdo arterial, risco para AOS assim como ndo houve diferencas entre os parametros
bioquimicos (Glicose, colesterol total, HDL, LDL, hsCRP), exceto por um aumento
significante nos niveis de triglicérides (Tabela 3).

Na avaliacdo dos parametros polissonograficos (IAH, saturacdo média, saturacio
minima e % de tempo de saturacdo menor que 90%) observou-se diferencas esperadas
entre os grupos. O risco para AOS avaliado pelo questiondrio de Berlim ndo mostrou

diferenca entre os grupos do estudo. (Tabela 3).
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Figura 6: Fluxograma de inclusao de pacientes. IMC — indice de massa corporal. CPAP - pressao continua positiva das vias aéreas.

AOS - apneia obstrutiva do sono.

Baixo Risco para AOS

31 pacientes

22 excluidos:

- 3 fumantes ou ex-fumantes
ha menos de 6 meses;

- 1 alcoolistas com consumo

>4dx/semana;

-4 ingeriam medicamentos;

-5 recusaram;

- 9 fisicamente ativos;

Polissonografia=9

Alto Risco para AOS ou
diagndstico prévio

88 pacientes

19 excluidos:

L 6 fumantes ou ex-fumantes ha
menos de 6 meses;

- 2 alcoolistas com consumo
Ax/semana;

-9 ingeriam medicamentos;

- 21 recusaram;

-3 IMC >40 kg/m?;

L 6 fisicamente ativos;

- 2 em tratamento com CPAP

3 com diagnostico de
AQS leve

Sem AQOS
6

Polissonografia = 39

AOS leve AOS moderada
9+3=12 15

AOS grave
15




Tabela 3: Caracteristicas dos sujeitos de acordo com os grupos de estudo.
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Varidveis Total Controle Leve Moderada Grave P
n=48 n=6 n=12 n=15 N=15
Idade (anos)* 35 (31-41) 31 (28-37) 35 (31-39) 35 (29-44) 36 (33-46) 0,37
Raca (n, %)
Caucasiana 30 (62,5) 4(66.,7) 9(75.0) 10 (66.7) 7 (46.7)
Negra 5(10.4) 1(16,7) 1(8.3) 2(13.3) 1(6.7) 047
Parda 11(22.9) 1(16,7) 1(8.3) 2(13.3) 7 (46.7) :
Amarela 2(4.2) 0 (0.0) 1(8.3) 1(6.7) 0 (0.0)
IMC (kg/m?) 30,7 +3.,6 31.8+25 30,9 + 4.4 30,5 +4,3 30,4 +2,7 0,88
?,;:;f“ra corporal 30 (24-35) 36 (29-39) 25 (23-30) 29 (25-36) 30 (23-34) 0,19
g;ﬁg“ra visceral 123,6 + 35,6 1422 4277 1203 +45.7 1235 + 37,1 118,8 + 28,0 0,59
C. cintura (cm)* 103 (99-112) 109 (103-115) 101 (99-110) 102 (92-114) 103 (99-112) 0,51
RCQ 0,96 + 0,05 0,98 + 0,03 0,95 + 0,04 0,96 + 0,05 0,96 + 0,05 0.81
C. pescoco (cm)* 41,5 (40,0-43,0) 41 (39-43) 42 (39-45) 41 (40-43) 42 (41-43) 0.71
PAS (mmHg) 126 + 8 12549 125+38 128 + 10 124 +6 0,44
PAD (mmHg) 82 +8 81+8 80 +6 85+9 81+7 0,35
Glicose (mg/dL)* 91 (87-95) 89 (85-95) 94 (87-102) 91 (86-94) 89 (86-97) 0,49
Insulina (mU/L)* 13 (11-21) 10 (5-16) 14 (12-25) 15 (10-24) 12 (11-18) 0,33
HDL (mg/dL) 40+38 4546 38+38 4148 40+ 10 0.36
LDL (mg/dL) 123+22 110+ 15 121 + 24 123+ 24 129 +22 0,37
(anl;g/'(;ie)r;des 130 (99-184) 74 (47-122) 145 (127-223) ® 136 (84-186) 118 (98-223) 0,04
hsCRP (mg/dL)* 0,25 (0,09-0,36) 0,31 (0,22-0,66) 0,12 (0,08-0,26) 0,21 (0,09-0,34) 0,27 (0,05-0,37) 0,22
Parametros do sono
301;0 risco AOS (n, 27 (56) 2(33) 6 (50) 9 (60) 10 (66,7) 0,53
Escore de Epworth* 9 (5-13) 6(5-11) 9 (4-10) 6 (5-12) 14 (10-18)° 0,006
Epworth > 11'¥ 19 (39,6) 1(16,7) 2(16,7) 5(33.3) 11 (73.3) 0,01
IAH (eventos/h)* 207 (9.8-31.8) 422848 9883112 21501812829 370(31,8-79,0*P¢  <0,001
I‘;}T‘enc‘a do sono 90 (80-94) 89 (80-94) 91 (79-96) 91 (81-95) 86 (77-92) 0,36
TTS (horas) 6,6+0,8 6.8+09 6.4+0,8 6.8+0,7 6.4+0,7 045
N1 (% TTS)* 6.5 (3,0-10,8) 5.5 (1,8-6,3) 4,0 (3,0-9.3) 7,0 (3,0-11,0) 10,0 (5.0-14,0) 0,07
N2 (% TTS) 58,5+9.8 54,0 +3,6 584+ 132 576 +7.1 61.3+107 0,47
N3 (% TTS)* 12,0 (14,5-200) 21,0 (16,5-23,8) 16,0 (10,5-22,3) 14,0 (12,0-18.,0) 13,0 (8,0-20,0) 0,24
REM (% TTS) 159 +.5.7 193 +2,0 163 +5.6 16,8 +5.2 133465 0,13
f};:;g‘?a" média 94 (93-95) 95 (94-96) 94 (93-95) 93 (93-95) 93 (92-94) 0,009
?f;;;fa?a" minima 85 (79-89) 91 (89-92) 88 (86-89) 86 (82-89) 77 (73-82)0C <0,001
% Tempo saturagdo 1 (.3 g) 0,0 (0,0-0,0) 0,0 (0,0-0,0) 0,0 (0,0-3,0) 80(3,0-150)*>¢  <0,001

>90%*

IMC - indice de massa corporal. RCQ — relag@o cintura/quadril. PAS — pressdo arterial sistdlica.
PAD - pressdo arterial diast6lica. AOS — apneia obstrutiva do sono. HDL — lipoproteina de alta
densidade. LDL - lipoproteina de baixa densidade. hsCRP — proteina C reativa ultrassensivel. IAH
— indice de apneias/hipopneias por hora. N1 — fase 1 do sono; N2 — fase 2 do sono; N3 — fase 3 do
sono. REM — movimentos rdpidos dos olhos ou fase 4 do sono. TTS — tempo total de sono. *
Dados apresentados em mediana (intervalo interquartil). Os demais dados em média + desvio
padrdo ou n (%). A varidvel Alto risco AOS foi mensurada utilizando-se questiondrio de Berlim.

a - diferente do grupo controle; b — diferente do grupo AOS leve; ¢ — diferente do grupo AOS
moderada; ¢ — diferente do grupo AOS grave. ¥ Nao foi possivel identificar as diferencas.
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5.1 Resultados da 1" etapa: avaliacao dos miRNAs por microarray

A primeira etapa foi realizada com uma subamostra de 12 individuos que foram
subdivididos em 4 grupos. A sele¢do foi feita de forma que os grupos fossem pareados por
idade (Controle: 34 + 6 anos; AOS leve: 33 + 6 anos; AOS moderada: 33 + 5 anos; AOS
grave 32 + 3 anos; p = 0,99) e IMC (Controle: 30,2 + 2,6 kg/m?; AOS leve: 31,9 + 2,5
kg/m2; AOS moderada: 30,1 + 2,2 kg/m?; AOS grave: 31,0 + 2,7 kg/m?; p = 0,81).

Dos 2.578 miRNAs humanos presentes no chip de microarray, 63 apresentaram
expressdo diferente entre os grupos considerando os seguintes critérios: diferenca
significativa entre os grupos com p < 0,01 (ANOVA one way, ndo-pareada), fold change <
-1 ou > 1 em todas as possiveis combinacgdes de 2 grupos (Figura 7). O valor FDR variou
entre 0,09 e 0,53 considerando a expressdo dos 4 grupos em conjunto.

Quando se comparou os grupos em duplas, considerando FDR < 0,35, fold change
< -1 ou>1, p <0,01 encontrou-se 21 miRNAs diferentemente expressos (tabela 4). A
comparacao entre o grupo controle vs. AOS moderada mostrou 4 miRNAs subexpressos e
2 superexpressos. Ja a comparagdo com grupo de individuos com AOS grave apresentou 8
miRNAs subexpressos e 4 superexpressos. Comparando-se o grupo com AOS leve vs.
AOS grave, encontrou-se 1 miRNA subexpressos e 3 superexpresso. As comparagdes entre
o grupo controle vs. AOS leve, AOS leve vs. moderada e AOS moderada vs. AOS grave
nao mostraram nenhum miRNA com expressdo diferente considerando os parametros

anteriormente citados (Tabela 4).
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Figura 7: Hierarchical clustering de microarray dos 63 miRNAs diferentemente
expressos entre os grupos do estudo.
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A escala de cores indica a intensidade do sinal (log2). Cada coluna representa 1 individuo da
andlise sendo o grupo 1 em laranja — controle (n=3), 2 em verde — AOS leve (n=3), 3 em amarelo —
AOS moderada (n=3) e 4 em azul — AOS grave n=3. Hsa — Homosapiens. Mir — microRNA.



Tabela 4: miRNAs com diferenca de expressao para cada comparacio de grupos.

. Sinal
Fatores Sinal (log2) Fold
Comparados miRNA (log2) Fator Change FDR P
(Fator 1 vs. fator 2) Fator 1 2

hsa-mir-122-5p 0,99 1,85 1,81 0,217 0,000128
Controle hsa-mir-939-5p 2,54 1,36 2,27 0,217 0,000131
hsa-mir-4679 1,65 2,71 2,08 0,217  0,000091
MO(;’:;'a da hsa-mir-224-3p 1,15 0,76 -1,31 0,275 0,000249
hsa-mir-485-5p 2,87 1,65 -2,34 0,313  0,000331
hsa-mir-3180 5,00 2,68 -4,99 0,230 0,000174
hsa-mir-503 2,60 2,04 -1,47 0,334 0,000539
hsa-mir-939-5p 2,54 1,12 -2,67 0,334  0,000690
hsa-mir-1254 0,83 1,69 1,81 0,338 0,000869
hsa-mir-4253 2,15 3,29 2,19 0,227 0,000051
Controle hsa—m@r-208a-3p 3,41 4,92 2,85 0,227  0,000069
Vs, hsa—@r—320e 8,52 7,37 2,22 0,329 0,000328
Grave hsa-mir-552-3p 0,96 0,74 -1,16 0,329 0,000323
hsa-mir-1182 3,36 1,74 -3,08 0,334 0,000756
hsa-mir-3145-5p 2,10 3,09 1,99 0,255 0,000116
hsa-mir-4451 2,42 0,83 -3,01 0,275 0,000166
hsa-mir-6510-5p 3,94 2,46 -2,79 0,329 0,000447
hsa-mir-6515-5p 2,18 1,58 -1,52 0,334 0,000694
Leve hsa—@r—302c—3p 4,36 6,21 3,59 0,328 0,000099
Vs, hsa—ngr—1265 2,90 2,23 -1,59 0,328 0,000070
Grave hsa-mir-133a-5p 1,10 2,55 2,73 0,348 0,000263
hsa-mir-559 3,32 5,59 4,81 0,348 0,000240

36

As demais comparacdes ndo mostraram nenhum miRNA diferentemente expresso. FDR- false
discovery rate. Valores P calculados utilizando teste t de Student. Valores de fold change positivos
indicam aumento da expressdo e valores negativos, redu¢do em relacdo ao fator 1. Hsa —
homosapiens. Mir — microRNA.

As vias enriquecidas encontradas no DAVID que estiveram reguladas pelos

miRNAs presentes na tabela 4 e suas caracteriticas encontram-se descritas nos anexos. Os

miRNAs

miR-503, miR-6510-5p, miR-6515-5p e miR-133a-5p ndo participaram da

andlise de vias enriquecidas no DAVID por ndo apresentarem genes-alvo previstos por

pelo menos 8 bases de dados. A tabela 5 mostra a influéncia dos miRNAs resultantes da

andlise in Silico sobre cada um das vias enriquecidas.
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Tabela 5: Vias de sinalizacdo e os respectivos miRNAs que regulam sua expressao
organizados de acordo com os grupos.

miRNAS
Controle vs. moderado | Controle vs. grave | Leve vs. grave
o o o o o & o v?»‘ &
= N = S T B S A B, SN R Yo
A A E T v D AN N X O AW F QA O
A O o A ® = 6 dada oS an =g o Q
T2y Yy 9oy 9wy oY 9
L & & & & 8 & & & & & & & & & & & &
Vias de sinalizagéo Z £ 4 2 2 2 2 2 Z 2 Z 2 2 2 Z Z Z
Glioma
Cancer colorretal
Sinalizagdo de Wnt
Vias de cancer
Sinalizacdo do Cilcio

Sinalizacdo da neurotrofina

Carcinoma de célula basal

Sinalizagdo da MAPK

M elanoma

Orientagdo do axonio

Cancer de prostata

Moléculas de adesio celular (CAMs)
Melanogenese

Leucemia miel6ide cronica

Regulacdo da actina do citoesqueleto
Esclerose lateral amiotréfica (ALS)
Ritmo circadiano

Infeccdo por Vibrio cholerae
Reabsor¢do do sédio regul. Aldosterona
Adesao focal

Cancer de pulmao de células maiores
Sistema de sinaliz. do fosfatidilinositol
Interacdo de receptor citocina-citocina

Cancer de pulmao de células pequenas
Leucemia mieloide aguda

Sinalizacdo de quimiocina

Jungdo aderente

Sinalizacdo de ErbB

Sinalizacdo do TGF-f

Sinalizagdo da insulina

]
.
I
.
I
Fagocitose mediada por FcyR
Endocitose
Potenciagio de longo termo
Cancer endometrial
Cancer de tiredide
Biossintese de O-glicana
Sinalizacdo da p53
Sinalizagdo da adipocitocina
Cancer pancredtico
Proteélise mediada pela ubiquitina
Sinalizagdo da PPAR
Wnt - Wingless-type MMTV integration site family. MAPK - Mitogen Activated Protein Kinase.
ErbB - Epidermal growth factor receptor.TGF- B — Tumoral growth factor- f§ . ErtbB - Epidermal
growth factor receptor. FcyR - High affinity immunoglobulin gamma Fc. PPAR - Peroxisome
proliferator-activated receptor. Hsa — homosapiens. Mir — microRNA.
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5.2 Resultados da 2* etapa: avaliacao dos miRNAs por RT-qPCR

Ap6s a realizacdo da andlise in Silico, alguns miRNAs que participam da regulacdo
de vias de sinalizacdo relacionadas a fisiopatologia da AOS foram selecionados: miR-939-
5p, miR-208a-3p, miR-485-5p, miR-122-5p, miR-1254, miR-4253, miR-320e, miR-552-
3p, miR-1182, miR-3145-5p e miR-4451. Além disso, selecionamos o miR-126-3p e o
miR-29a que ndo apareceram na avaliagdo por microarray mas sao reconhecidos por serem
especificamente expressos pelo endotélio, relacionados a angiogénese e as doencas
cardiovasculares (55,83,105,107,108). As vias de sinalizagdo consideradas para esta
selecao foram: sinalizacdo de cdlcio (miR-122-5p, mir-939-5p, miR-485-5p, miR-1254,
miR-4253, miR-552-3p, miR-1182), moléculas de adesdo celular (miR-122-5p, mir-939-
5p, miR-485-5p), juncdo aderente (miR-208a-3p), reabsorcdo do sédio e regulacdo da
aldosterona (miR-122-5p, mir-939-5p, miR-485-5p, miR-1254, miR-4253, miR-552-3p),
sinalizagdo de TGF-B (miR-939-5p, miR-208a-3p, miR-320e) e sinalizacdo da insulina
(mir-939-5p, miR-1254). Os miRNAs miR-552-3p, miR1182, miR-208a-3p e miR-3145-
Sp apresentaram amplificacdo indeterminada em todas as amostras. Uma das amostras do
grupo AOS grave apresentou concentracdo de miRNA menor que 10ng/uL e, por isso, foi

excluida da anélise. (tabela 6 e figuras 8, 9 e 10).

Tabela 6: Expressao relativa % dos miRNAs pela técnica de RT-qPCR, por grupo de
estudo.

Total Controle Leve Moderada Grave

miRNA N=47 N=6 N=12 N=15 N=14 P
miR-4451 142,0+ 17,8 100+25,1 1534+324 1552+451 82,6+22,1 081
miR-4253 232,6 £28,0 100+19,5 236,3+454 289,0+60,6 2257+514 025
miR-1254 141,6 + 11,0 100+222 118,04+ 10,7 141,0+15,7 180,2+28,2 0,09
miR-320e 183,7+16,2 100+ 17,5 1729+254 1819+30,0 230,9+33,7 0,10
miR-29a 1253+ 13,6 100+21,5 107,8+23,2 139,7+270 136,0+28,6 0,72
miR-122-5p 113,0+20,5 100+70,6 178,2+62,1 77,1 +125 101,3 + 28,6 0,30
miR-126-3p* 1179+ 18,3 100+ 13,8 127,2+30,0 133,0+60,9 110,0+33,3 0,92
miR-485-5p** 117,6 +90 100+274 923+13,0 1299+157 136,5+183 0,23
miR-939-5p 110,8+8,1 100+20,3 106,3+139 117,7+15,1 112,0+17,1 0,92

Dados representados em percentual de expressdo. Média + EP. IAH: indice de apneia/hipopneia
por hora. *Grupo controle, n = 6; AOS leve, n = 6; AOS moderada, n = 6; AOS grave, n = 5.
**Grupo AOS moderada, n = 14.
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Figura 8: Dados individuais da expressao relativa % dos miR-4451 (A), miR-4253 (B)
e miR-1254 (C) por grupo de estudo. Barras horizontais representam média e

intervalo de confianca de 95%.
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Figura 9: Dados individuais da expressao relativa % dos miR-320e (A), miR-29a (B) e
miR-122-3p (C) por grupo de estudo. Barras horizontais representam média e
intervalo de confianca de 95%.
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Figura 10: Dados individuais da expressao relativa % dos miR-126-3p (A), miR-485-
5p (B) e miR-939-5p (C) por grupo de estudo. Barras horizontais representam média
e intervalo de confianca de 95%.
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Na tabela 7 estdo reportadas as correlagdes pelo método de Spearman entre os
marcadores de gravidade da AOS e os miRNAs testados na segunda fase. Entre os
marcadores selecionados para a regressao linear (ver adiante) podemos observar que o
miR-1254 ndo teve correlacdo com nenhum dos trés marcadores de gravidade da AOS. Ja
o miR-320e apresentou correlagdo inversa com a saturacdo minima de O, Como nota, o
miR-122-5p mostrou correlagdo inversa com o IAH, e 0 miR-126-3p com o % do tempo de

saturacdo de O2 < 90% (tabela 7).

Tabela 7: Analise de correlacao entre a expressio dos miRNAs e diferentes
marcadores de gravidade da AOS.

Saturacio minima % tempo de

IAH (eventos/hora) (%02 saturacio <90%

miRNA I P Is P Is P
miR-4451 0,29 0,05 -0,02 0,91 0,002 0,99
miR-4253 -0,22 0,15 -0,06 0,68 -0,18 0,24
miR-1254 0,03 0,84 -0,14 0,37 0,01 0,94
miR-320e -0,03 0,86 -0,31 0,03 0,22 0,14
miR-29a 0,009 0,95 -0,15 0,31 0,15 0,32
miR-122-5p -0,32 0,03 -0,08 0,60 -0,07 0,66
miR-126-3p -0,23 0,28 0,12 0,58 -0,51 0,01
miR-485-5p -0,009 0,95 -0,28 0,06 0,17 0,25
miR-939-5p 0,04 0,78 -0,11 0,48 -0,14 0,35

15 - coeficiente de correlacao de Spearman. IAH — indice de apneia/hipopneia por hora.

Como mencionado anteriormente, os miR-1254 e miR-320e apresentaram p<0,2
(tabela 6) e foram, por isso, designados como varidveis dependentes para andlise de
regressdo linear ndo ajustada com a AOS e ajustada para idade, IMC e raca. A regressdo
linear multivariada mostrou uma relagao positiva entre o aumento da gravidade da AOS e
aumento da expressdo do miR-1254 e do miR-320e. Apesar disso, a raga negra parece
exercer uma influéncia inversa na expressao do miR-1254 e, no caso do miR-320e, rela¢do

também inversa para raca amarela e IMC (tabela 8).
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Tabela 8: Preditores da expressao dos miR-1254 miR-320e em analise de regressio
linear multivariada.

Varidvel miR-1254 miR-320e
8 | EP | P 5 | EP | P
Grupo
AOS grave 69,84 29,24 0,017 75,17 31,07 0,016
AOS moderada 32,90 28,79 0,253 35,05 30,59 0,252
AOS Leve 6,88 29,17 0,814 34,10 30,99 0,271
Controle Referéncia Referéncia
Raca
Amarela -13,24 44,04 0,764 -60,03 30,16 0,047
Parda -27,26 23,15 0,239 -18,84 24,59 0,444
Negra -61,34 28,39 0,031 -1,32 46,79 0,977
Branca Referéncia Referéncia
Idade -0,74 1,32 0,574 1,67 1,40 0,233
IMC -4,07 2,43 0,094 -7,61 2,58 0,003

3 — coeficiente de regressdo. EP — erro padrao
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6 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o perfil de expressio dos miRNAs circulantes em
individuos com AOS e comparou a um grupo de individuos do mesmo sexo com perfil
similar a idade, IMC e gordura corporal. Identificamos expressdes diferenciadas de 21
miRNAs entre os grupos, de um perfil de mais de 2.570 na andlise de microarray. Onze
foram selecionados para validagdo da expressio pela RT-qPCR de acordo com sua
importancia na regulacdo de vias relacionadas as doencas cardiovasculares. Destes 11,
conseguimos confirmar a expressao de 7 miRNAs. Também decidimos quantificar outros 2
miRNAs, o miR-126-3p e o miR-29a por serem reconhecidamente importantes para a
regulacdo de vias de sinalizacdo ligadas a hipéxia e ao desenvolvimento das doencgas
cardiovasculares (55,83,107,108). Apds toda andlise exploratéria, dois miRNAs se
destacaram: o miRNA-1254 e o miRNA-320e. Na andlise de regressao linear o miR-1254
foi independentemente associado com a raca negra e a AOS grave. O miR-320e foi
independentemente associado com a raga, o IMC e também a AOS grave. Embora nosso
estudo tenha sido desenhado com enfoque nas doencas cardiovasculares estes achados
podem ajudar a esclarecer a associagdo da AOS com outras doengas, entre elas o cancer,
como discutiremos adiante. Além disso esse estudo refor¢a o conceito de que é nas formas
graves da AOS onde temos um sinal bioldgico relevante que possa contribuir para as
consequéncias descritas acima.

Estudos anteriores abordaram diversas moléculas como possiveis biomarcadores
para AOS (109). A principal limitacdo € a pouca especificidade que estes apresentam. Por
exemplo, niveis elevados de 1L-6, TNF-a hsCRP foram descritos na AOS mas uma das
limitacdes € a presenca de fatores de confusdo que poderiam justificar o aumento destes
marcadores, como a obesidade (36). Existem alguns fatores de confusdo como condi¢do
inflamatéria subclinica comum na obesidade (37,38), que poderiam explicar essas
alteracoes. O presente estudo compreendeu pacientes com IMC e gordura corporal
semelhantes. Nao detectamos diferencas nos niveis de hsCRP diferencas entre os grupos
(Tabela 3). Similarmente, a mesma observacdo pode ser aplicada a outros parametros
metabdlicos comumente mensurados na prdtica clinica, como glucose e niveis de
colesterol. Neste contexto, os miRNAs parecem ser biomarcadores mais promissores para

a AOS pela alta especificidade diante de alguns estimulos e doencgas (35). Dentro do
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principio e desafios de estudar biomarcadores potencialmente ideais na AOS, este estudo
explorou o uso de miRNAs circulantes na AOS tendo um grupo apropriado para
comparacdo. A opcao pela escolha dos miRNAs foi baseada no fato de que muitos deles
tem sua expressdo modificada por um importante fator preponderante da AOS, a hipdxia
(62,71,76,83). Além disto, alguns destes miRNAs possuem acdes mais especificas,
portanto com potencial de apresentarem menor influéncia de outros fatores na expressao.
Entre os principais achados, um dos miRNAs que foram independementemente associado
com a AOS grave foi o miR-1254. Este miRNA  (sequéncia
AGCCUGGAAGCUGGAGCCUGCAGU), cujo gene codificador fica localizado no
cromossomo 10, regido q21.3, foi descrito recentemente (109) e ainda ndo apresenta
funcdes muito definidas. Além disso, o tecido que d4 origem a sua presenga na circulagio e
um possivel orgdo-alvo ainda ndo estao claros. O miR-1254 foi encontrado superexpresso
no plasma de pacientes com dispneia tanto por insufici€éncia cardiaca quanto dispneia por
outras causas, quando comparados a individuos saudaveis (109). Um estudo de coorte
(110), publicado recentemente com dados de mais de 2200 individuos, mostrou que o miR-
1254 foi um bom preditor de pior progndstico para o paciente com insuficiéncia cardiaca,
apesar de ndo ser superior a outros jd estabelecidos como idade, fungdo renal e
hemoglobina. Em outro estudo também de coorte (111) bastante semelhante, pesquisadores
investigaram perfil de miRNAs circulantes que poderiam atuar como biomarcadores para
a insuficiéncia cardiaca e para pior prognostico. A expressao aumentada do miR-1254
apresentou associacdo, apesar de limitrofe (hazard ratio: 1,22; IC 95%: 1,00-1,50), com
mortalidade e rehospitalizacdo. Na drea da Oncologia, a superexpressdo do miR-1254 foi
associada a proliferacdo celular no cancer de pulmao (112—-114) por inibir o gene SFRP1
(secreted frizzled related protein 1), responsdvel por modular a sinaliza¢do dos genes Wnt
e B-catenina, que participam do crescimento e proliferacdo celular (115). Recentemente,
estudos tem demonstrado que a AOS pode estar intimamente associada ao aumento das
propriedades invasivas e proliferativas de tumores sélidos (116). Estes achados tem
potencialmente implicancia para a AOS, uma vez que estudos epidemioldgicos recentes
mostraram que a AOS estd associada com o aumento da agressividade e mortalidade do
cancer (117,118), sendo que a hipdxia intermitente pode ser o fator determinante
(119,120). Estd bem estabelecido que a hipdxia intermitente promove a formacdo

excessiva de espécies reativas do O> e produtos inflamatérios que potencialmente podem
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danificar ou alterar a estrutura e funcdo de proteinas, lipideos e DNA (116). Nossos
achados sugerem que a superexpressao do miR-1254 poderia participar deste processo.
Dessa forma, novos estudos sdo necessarios para avaliar se o aumento da expressdo do
miR-1254 na AOS pode participar na modulacdo do cancer na AOS ou estar associada a
um pior progndstico neste contexto.

Outro miRNA circulante que se destacou na nossa andlise foi o miR-320e, com
expressdo aumentada de forma independente na AOS grave. Este miRNA (sequéncia
AAGCUGGGUUGAGAAGG) apresenta seu gene codificador localizado no cromossomo
19, regido q13.32. O miR-320e é membro de uma familia de miRNA, além do miR-320a,
miR-320b, miR-320c, miR-320d. As familias de miRNAs possuem membros com
estruturas moleculares muito semelhantes e, possivelmente, fun¢des também semelhantes
(121). De fato, alguns estudos mostraram que, em conjunto, estes miRNAs poderiam
regular uma mesma via de sinalizagdo ou condi¢do clinica (122,123). Estudos
experimentais mostraram um papel importante do miR-320 na regulacdo de processos
relacionados a injuria de isquemia/reperfusdo do miocardio (124-126). Em dois estudos
(125,126), Song et al., 2014 e 2016, mostraram que a inibicdo do miR-320 protege o
ventriculo esquerdo do remodelamento apds isquemia/reperfusdo por suprimir vias pro-
apoptéticas e aumentar a sinalizacdo anti-apoptdtica. Estudos relacionando
especificamente a expressdo do miRNA-320e com doengas cardiovasculares sdo
insuficientes. Um estudo experimental realizado com individuos portadores de
miocardiopatia hipertréfica encontrou expressdo aumentada deste miRNA nos animais
com a doenca em relacdo aos animais sauddveis (127). Outro estudo (128) avaliou
expressdo de miRNAs circulantes como biomarcadores para o acidente vascular cerebral
agudo em humanos. O miR-320e mostrou expressao significativa, porém, reduzida entre os
pacientes com acidente vascular agudo. Pela escassez de evidéncias, ainda € necessdria a
realizacdo de estudos experimentais para mostrar o papel especifico do miR-320e em
situagcdes de isquemia/reperfusdo ou hipdxia intermitente. Existem evidéncias indicando
que a hipdxia intermitente decorrente da AOS desencadearia uma série de mecanismos
adaptativos, chamados de precondicionamento isquemico (129,130). Estudos
experimentais mostraram que animais submetidos a hipdxia intermitente apresentaram
aumento da angiogénese capilar, melhora da performance e limitagdo da dilatacdo do

ventriculo esquerdo, além de reducdo da fibrose cardiaca apds 7 dias de infarto do
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miocardio (131). Este beneficio foi observado também em periodos pds-infarto maiores
(132,133). O aumento da circulagcdo coronariana colateral € um fator com grande potencial
para explicar o precondicionamento isquemico. De fato, individuos com AOS
apresentavam maior desenvolvimento de circulacdo coronariana colateral quando
comparados a individuos sem AOS em um estudo (134) e ainda, apresentam menor injdria
cardiaca em outras investigacdes (129,135). Apesar destas evidéncias, o possivel papel
cardioprotetor da AOS deve ser avaliado com cautela. Estudos mostraram impacto
negativo da AOS sobre o progndstico pés-infarto agudo do miocardio (136,137). Na area
oncolégica, o miR-320e foi recentemente indicado como importante biomarcador para o
cancer colorretal e sua superexpressdo esteve relacionada com pior progndstico em
pacientes com cancer em estagios II e III (138). Além disso, a superexpressdo do miR-320e
foi associada com pior resposta terap€utica em pacientes tratados com medicamentos
quimioterapicos (138). Mesmo os demais componentes da familia miR-320 foram
considerados importantes biomarcadores para esta doenca pelo fato de influenciarem a
proliferacao celular do tumor (122). Curiosamente, todos os membros estiveram com
expressao diminuida no cancer colorretal, com excessao do miR-320e, fato que concorda
com o estudo citado anteriomente (138). A implicacdo destes achados para o contexto da
AOS vem de um estudo de caso-controle que mostrou, de maneira consistente, uma
associacdo desta doenca com um aumento do risco para o cancer colorretal (139). As
chances de detec¢ao do cancer colorretal avancado entre os pacientes com AOS foi
aproximadamente trés vezes maior que o grupo controle pareado para idade, sexo, IMC e
tabagismo.

Além da expressao dos miR-1254 e miR-320e ter sido associada a AOS grave de
forma independente, a ragca negra e amarela, respectivamente, pareceram exercer também
uma influéncia significativa sobre eles. Poucos estudos consideraram a influéncia da raca
sobre a expressdo de miRNAs (140-142). Em dois deles, envolvendo pacientes com cancer
coloretal, outros miRNAs (miR-203, miR-21, miR-181b (141) e miR-182 (140)) estiveram
relacionados com pior progndstico e menor tempo de sobrevida em inviduos de raga negra.
No caso do miR-320e, um aumento no IMC também apresentou potencial para explicar
reducdo da expressdo deste miRNA. Um estudo de base populacional (143) mostrou que
diversos miRNAs circulantes estdo relacionados ao IMC, apesar de ndo haverem relatos

especificos do miR-320e. Segundo o estudo, a maioria destes miRNAs encontrados na
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circulacdo e associados ao IMC sdo produzidos pelo figado, refletindo injuria hepética
quando aumentados na circulagdo, ou doenca hepdtica nado-alcodlica, comum em
individuos obesos. Nenhum estudo relacionou a expressdo do miR-320e a doencas
hepdticas, mas o miR-320 foi citado em alguns deles, mostrando expressdo alterada em
diferentes casos de doencas hepdticas alcodlicas e ndo alcodlicas (144—146). Novos
estudos s@o necessdrios para avaliar a influéncia e a importancia da raca e do IMC na
expressao dos miRNAs

Conforme apresentado na introdugdo, diversos miRNAs estdo alterados em
condi¢cdes de hipoxia cronica (item 1.3.2, pagina 9). Poucos estudos demonstraram os
efeitos da hipdxia intermitente expecificamente no contexto da AOS (60,62,86-88). As
diferencas de expressdo génica frente aos estimulos de hipdxia cronica e intermitente
parecem ser distintas mas ainda ndo estdo totalmente elucidadas (147). Embora nao
avaliamos condigdes clinicas associadas a hipdxia cronica no nosso estudo, a andlise
comparativa com achados da literatura sdo consistentes com este conceito. De fato, varios
miRNAs descritos na hipéxia cronica nao foram selecionados na nossa andlise
sistematizada em duas etapas para validacdo dos nossos achados. Por exemplo, o miR-
208a-3p ndo foi detectado na validacdo da expressdao por RT-qPCR, apesar de apresentar
expressdo aumentada (Fold change de 2,85) na andlise por microarray. O miRNA-208a-
3p, que é produzido especificamente pelo musculo cardiaco e esquelético, conhecido como
myomir (148,149), participa do surgimento da hipertrofia cardiaca decorrente de estresse
do musculo (que pode ser causado por sobrecarga do musculo cardiaco) levando a fibrose
ventricular e reduc¢do da capacidade de contratilidade. O mecanismo ocorre pelo aumento
da expressao do gene PMHC (S miosin heavy chain) mediado pelo miRNA-208a-3p (103).
Acreditamos que este miRNA poderia ser um preditor em potencial para determinar injuria
cardiaca subclinica decorrente do estresse de hipdxia-reoxigenagcdo da AOS, assim como
ocorre com a troponina ultra-sensivel tipo I (150). Uma provdvel explicagdo para a ndo
confirmacdo dessa expressao aumentada € de que, de fato, este miRNA € normalmente
detectado em casos de lesdo cardiaca, como no infarto agudo do miocardio (151) e o
estimulo da AOS, envolvendo hipdxia intermitente com perfusdo presente, poderia ndo ser
suficiente para promover o aumento da expressdao deste miRNA. De forma interessante, um
estudo de coorte (111) realizado com pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca

encontrou taxas de detec¢do do miR208a-3p muito baixas, impossibilitando sua utilizacao
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como biomarcador para a doenga. Outro miRNA que apresentou expressdo bastante
reduzida em nosso estudo pela andlise de microarray foi o miR-939-5p. Estudos mostram
que o miR-939-5p tem como alvos diversos genes que codificam mediadores pro-
inflamatérios como a IL-6, VEGF, TNF-a e a 6xido nitrico sintase 2 mostrando que a
reducdo da expressdo desse miRNA pode estar relacionada a um aumento da inflamacao
(104,152). Pela andlise in Silico, observamos que este miRNA é responsavel por regular 3
genes na via de sinalizagdo da reabsorcao do sddio regulada pela aldosterona, além de
outras vias importantes como a via de sinalizacdo do célcio, via de sinalizacdo de TGF-3
(que estdo relacionadas com a angiogénese), via de sinalizacdo da insulina e da proteina
pS3, conhecida como supressora tumoral por controlar a proliferacdo celular (153). A
proteina p53 estd ainda associada ao mecanismo adaptativo do musculo cardiaco a
hipertrofia. A sobrecarga de pressdo sobre o cora¢do induz acimulo da p53 que inibe a
atividade da HIF-1 e que, por sua vez, prejudica a angiogénese e a fungdo sistélica. A
inibicdo do actimulo da p53 levou a restauragdo da disfun¢do cardiaca (154). Por outro
lado, estudo recente mostrou que o miR-939-5p apresenta atividade antiangiogénica (155).
Pacientes portadores de doenca arterial coronariana, que tinham a expressao desse miRNA
aumentada, tiveram menos formagdo de circulacdo colateral coronariana. Ele prejudicou a
integridade vascular e reprimiu a angiogénese por ter como alvo direto a y-catenina (155).
No nosso estudo, o padrdo de expressdo reduzido do miR-939-5p foi observado quando
comparamos o grupo controle vs. AOS moderada e controle vs. AOS grave, porém,
observamos uma semelhanga entre os grupos pela validacdo na fase 2, RT-qPCR, fase
considerada crucial para a selecdo de miRNAs que tenham potencialmente relevancia
clinica. Estes exemplos sugerem que diferencgas na sinalizagao de miRNAs sdo distintos na
hipoxia cronica versus intermitente e refor¢a os desafios na elucidacdo de biomarcadores
especificos para o contexto da AOS.

Apesar de identificados dois miRNAs envolvidos com a AOS, uma avaliagdo
critica da interpretacdo e significado destes achados merece ser realizada: 1) Na
comparacdo entre os grupos, tanto o miR-1254 quanto o miR-320e apresentaram o
aumento progressivo de expressdo de acordo com a comparacdo entre os 4 grupos
estudados. Eles foram selecionados (de forma pré-especificada no protocolo) usando
critério flexivel de valor de p (< 0,2) para que pudessem entrar na andlise de regressao

linear. No entanto, a andlise individual da expressao dos dois miRNAs selecionados sugere
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uma grande variabilidade com sobreposi¢c@o de valores entre os grupos (figuras 8 € 9). Essa
variabilidade foi observada mesmo considerando o grande cuidado e preocupagdo na
selecdo de cada caso, no sentido de diminuir os efeitos da variabilidade comumente
observada em estudo com seres humanos; 2) De acordo com a tabela 7, ndo observamos
correlagdes ou tivemos correlagdes fracas entre os miRNAs e os marcadores de gravidade
da AOS, como [AH, saturagdo minima de Oz e % do tempo de saturacdo de Oz <90%.
Pode ser que outros marcadores como a fragmentacdo do sono ou a associacdo dos
componentes da AOS tenham uma importancia maior que os parametros estudados; 3) A
presenca de miRNAs na circulacdo, seja livres no soro, plasma ou contidos em
microvesiculas, corpos apoptdticos ou exossomos, trouxe uma grande promessa para o
entendimento da fisiopatologia e diagndstico de diversas doengas. Muitos estudos tem
utilizado miRNAs circulantes como biomarcadores (58,65,156). No entanto, a origem e o
significado dos RNAs circulantes, como no presente estudo, ainda ndo estdo totalmente
elucidados (157). A presenca de miRNAs especificos de determinados tecidos na
circulagdo podem refletir alteracdes decorrentes de apoptose ou necrose celular (59). Um
exemplo cldssico de miRNA tecido-especifico é o miR-126. Ele ¢ produzido
especificamente por células endoteliais, mas pode ser encontrados em corpos apoptoticos
na circulagdo, funcionando como sinalizacdo parédcrina durante a aterosclerose (157,158).
O presente estudo nao abordou a origem dos miR-1254 e miR-320e nem o significado de
sua presenca na circulacdo. Mais estudos ndo necessdrios para determinar se a presenca
deles no sangue pode refletir precocemente, por exemplo, lesdes em O6rgaos-alvo; 4)
Finalmente, outro ponto critico a ser considerado € que a presente investigacdo, que tem
um cardter exploratério, ndo permite fazer nenhuma inferéncia sobre se estes miRNAs
oferecem valores adicionais, além do uso de marcadores mais simples como a prépria
gravidade da AOS. A despeito de todas as consideracdes acima, este estudo explora de
forma sistematizada potenciais vias pelas quas a AOS pode contribuir para importantes
doencas que sofrem a influéncia da regulagao dos miRNAs.

O presente estudo apresenta pontos positivos e limitagdes que serdo descritos a
seguir. Dentre os pontos positivos podemos citar que o projeto utilizou a polissonografia
para o diagndstico da AOS naqueles individuos com alto risco e, também, os que
apresentaram baixas suspeitas para a doenca foram submetidos ao exame, para garantir que

fossem alocados ao grupo certo. Outro ponto de detaque é o cuidado e rigor na sele¢do de
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voluntdrios, de forma que estes fossem do mesmo sexo e semelhantes quanto a idade, o
IMC e outros parametros corporais. Esse cuidado na selecdo garantiu a eliminacido de
eventuais fatores de confusao que pudessem dificultar a interpretacao do potencial papel da
AOS. Os participantes ndo apresentavam nenhum tipo de interven¢cdo medicamentosa, nem
a pratica de atividade fisica que poderiam também afetar a expressdo dos miRNAs. Além
disso, os dados coletados de cada paciente foram andlisados sem o conhecimento ao grupo
ao qual o individuo pertencia baseado nos dados da polissonografia. Por udltimo, outro
ponto de detaque ja mencionado anteriormente, a andlise dos miRNAs foi feita de forma
sistematizada, em duas etapas: Primeiro, nosso objetivo foi conhecer o perfil de expressao
dos miRNAs em paciente com AOS em diferentes graus (leve, moderada e grave)
comparando a um grupo controle, sem exposicdo a doenca. Essa andlise exploratdria, na
qual pretendiamos conhecer como a piora no grau da doenca poderia afetar a expressao dos
miRNAs, nos levou a concluir que a expressdao dos miRNAs era semelhante nos grupos
AOS moderada e AOS grave. Em seguida, submetemos os miRNAs com expressao mais
importante a andlise de RT-qPCR, para validar de forma quantitativa essa expressao,
garantindo resultados fidedignos. Entre as limita¢des (além das consideragdes feitas no
paragrafo anterior) podemos citar: 1) O tamanho da amostra adotada pode ser considerado
pequeno, embora dentro do tamanho amostral observado em estudos que avaliam a
expressdo dos miRNA em humanos. De fato, diversos estudos que utilizaram as mesmas
técnicas para quantificar miRNAs, também utilizaram amostras pequenas (86,87,109) pelo
alto custo que elas apresentam. A rigidez empregada na selecio de voluntérios para o
estudo pode, em parte, ter diminuido o efeito do tamanho da amostra; 2) Infelizmente, por
questdes éticas, técnicas e financeiras, ndo foi possivel realizar a andlise de todos os 21
miRNAs selecionados na 1* etapa, nem realizamos anélises funcionais com o objetivo de
validar a expressao de genes alvos, por exemplo em tecidos especificos como endotélio ou
tecido muscular cardiaco. A andlise funcional pode ser feita, por exemplo, pela transfeccdo
de um miRNA sintético em uma cultura de células e, em seguida, avaliar mudancas na
expressdo gé€nica. Outra limitagdo relacionada as andlises biomoleculares foi a fonte de
miRNAs. Eles foram extraidos de células do sangue e ainda ndo existe um consenso na
literatura se esse tipo de andlise reflete toda gama de possiveis miRNAs circulantes; 3) Os
resultados alcangados neste estudo, por serem de individuos do sexo masculino sem co-

morbidades (exceto obesidade) e sem o uso de medicacdes, nao podem ser extrapolados



52

para todos os pacientes com AOS; 4) Por tratar-se de um estudo transversal, ndo é possivel

fazer inferéncias sobre causalidade.
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7 CONCLUSOES

Por meio de uma anélise exploratéria de mais de 2500 miRNAs, o presente estudo
identificou e validou dois miRNAs independentemente associados com a AOS grave (miR-
1254 e o miR-320e). Estes miRNAs estdo envolvidos com processos relacionados a
insuficiéncia cardiaca e a injdria causada por isquemia/reperfusdo. Além disso, uma gama
considerdvel de estudos mostraram que estes miRNAs podem ter implicacdes para o
surgimento e pior prognostico do cancer.

A andlise de correlacdo mostrou que o miR-1254 nao se relacionou com nenhum
dos marcadores de gravidade da AOS. J4 o miR-320e correlacionou-se de forma

significativa com a saturacdo minima de Ox.



54

8 PERSPECTIVAS

Estudos observacionais sdo importantes criar perspectivas para estudos com
delineamento de maior complexidade. Uma possivel abordagem futura seria a realizacdo
de estudos experimentais in vitro e in vivo utilizando mimetizadores dos miR-1254 e
miR320e ou exossomos extraidos de pacientes portadores de AOS. Isso permitiria observar
os efeitos destes miRNAs em culturas de células ou tecidos provenientes de modelos
experimentais na expressdo de genes-alvos relacionados a hipoxia (HIF-1), angiogénese
(VEGF) e a proliferacao celular (Wnt/B-catenina). A forma de avaliacdo dos miRNAs
poderia envolver nao sé células sanguineas, mas também soro ou plasma e, na abordagem
experimental, tecidos como miusculo cardiaco e endotélio.

Um estudo do tipo randomizado tratando individuos portadores de AOS com CPAP
ou placebo seria também uma forma de investigar como os miR-1254 e miR320e e seus
alvos estariam expressos na auséncia dos estimulos proveniente da AOS como hipéxia
intermitente, fragmentacdo do sono, aumento da pressdo intratordcica e aumento da

atividade simpatica e ajudar a inferir causalidade.
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Anexo 1: Termos bioldgicos enriquecidos nos quais constam os genes-alvo preditos para os 6 miRNAs resultantes da comparagdo entre os
grupos controle e AOS moderada.

Vias de sinaliza¢io N°de genes % P Fold Enrichment  FDR Bonferroni

Glioma 17 1,185 0,00011 2,964 0,134 0,019
Cancer colorretal 19 1,324  0,00042 2,484 0,513 0,072
Sinalizacdo de Wnt 27 1,882  0,00096 1,964 1,167 0,156
Vias de céancer 46 3,206 0,00274 1,540 3,320 0,385
Sinalizac¢do do Calcio 28 1,951 0,00433 1,747 5,191 0,536
Sinalizac¢do da neurotrofina 21 1,463 0,00763 1,860 8,981 0,742
Carcinoma de célula basal 12 0,836 0,00931 2,396 10,853 0,809
Sinalizacdo da MAPK 37 2,578 0,00943 1,522 10,986 0,813
Melanoma 14 0,976 0,01047 2,166 12,131 0,845
Orientagdo do axdnio 21 1,463 0,01174 1,788 13,502 0,876
Cancer de prostata 16 1,115 0,01328 1,974 15,140 0,906
Moléculas de adesao celular (CAMs) 21 1,463 0,01495 1,747 16,889 0,930
Melanogenese 17 1,185 0,01580 1,886 17,772 0,940
Leucemia mieléide cronica 14 0,976 0,01636 2,050 18,337 0,946
Regulacdo da actina do citoesqueleto 30 2,091 0,01869 1,532 20,680 0,965
Esclerose lateral amiotrofica (ALS) 11 0,767 0,01916 2,279 21,152 0,967
Ritmo circadiano 5 0,348 0,02477 4,224 26,514 0,988
Infec¢@o por Vibrio cholerae 11 0,767 0,02742 2,157 28,928 0,993
Reabsorcao do sédio regulada pela Aldosterona 9 0,627 0,02867 2411 30,044 0,994
Adesio focal 27 1,882 0,03979 1,475 39,270 0,999
Cancer de pulmio de células maiores 10 0,697 0,05221 2,034 48,241 1,000
Sistema de sinaliza¢d@o do fosfatidilinositol 12 0,836 0,06888 1,781 58,381 1,000
Interagdo de receptor citocina-citocina 32 2,230 0,07342 1,341 60,804 1,000
Céancer de pulmao de células pequenas 13 0,906 0,07556 1,700 61,902 1,000
Leucemia mieloide aguda 10 0,697 0,07607 1,894 62,162 1,000
Sinalizacdo de quimiocina 24 1,672 0,08068 1,410 64,414 1,000
Junc¢do aderente 12 0,836 0,08646 1,712 67,066 1,000
Sinalizac¢do de ErbB 13 0,906 0,09300 1,641 69,849 1,000

N° de genes - quantidade de genes relacionados a via de sinalizagdo. % - n° de genes envolvidos/n® total de genes. FDR (False Discovery Ratio). O termo fold enrichment corresponde a
quantas vezes o n° de genes encontrado para cada via € maior que o n° de genes esperado para esta via. Quanto maior mais enriquecida € a via. Valor P modificado calculado a partir do
teste exato de Fisher. Quanto menor, mais enriquecida € a via. Wnt - Wingless-type MMTV integration site family. MAPK - Mitogen Activated Protein Kinase. ErbB - Epidermal growth
factor receptor.
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Anexo 2: Termos bioldgicos enriquecidos nos quais constam os genes-alvo preditos para os 9 miRNAs resultantes da comparagdo entre os
grupos controle e AOS grave.

Vias de sinaliza¢io N°de genes % P Fold Enrichment  FDR Bonferroni

Sinalizacdo de Wnt 27 1,931 0,00014 2,218 0,173 0,025
Junc¢do aderente 17 1,216  0,00032 2,738 0,393 0,055
Esclerose lateral amiotrofica (ALS) 12 0,858 0,00275 2,808 3,328 0,386
Sinalizacdo do Calcio 26 1,860 0,00338 1,832 4,069 0,450
Sistema de sinalizac@o do fosfatidilinositol 14 1,001 0,00548 2,346 6,529 0,622
Vias de cancer 40 2,861 0,00761 1,512 8,954 0,741
Sinaliza¢do do TGF-8 15 1,073 0,00891 2,138 10,409 0,795
Glioma 12 0,858 0,01074 2,362 12,425 0,852
Sinalizacdo da insulina 20 1,431 0,01101 1,837 12,715 0,859
Cancer colorretal 14 1,001 0,01575 2,067 17,717 0,940
Fagocitose mediada por FcyR 15 1,073 0,01871 1,958 20,701 0,965
Melanogénese 15 1,073 0,02595 1,879 27,601 0,990
Endocitose 23 1,645 0,03755 1,550 37,508 0,999
Leucemia mieloide aguda 10 0,715 0,04029 2,138 39,653 0,999
Reabsorcao do sédio regulada pela Aldosterona 8 0,572 0,04275 2,420 41,530 1,000
Potencianc¢do de longo termo 11 0,787 0,04368 2,006 42,226 1,000
Orientagdo do axdnio 17 1,216 0,05281 1,634 48,646 1,000
Cancer endometrial 9 0,644 0,05386 2,147 49,343 1,000
Melanoma 11 0,787 0,05610 1,922 50,792 1,000
Leucemia miel6ide cronica 11 0,787 0,07596 1,819 62,106 1,000
Infec¢@o por Vibrio cholerae 9 0,644 0,07714 1,993 62,696 1,000
Cancer de tiredide 6 0429 0,07854 2,566 63,384 1,000
Sinalizac¢do de ErbB 12 0,858 0,08758 1,711 67,561 1,000
Biossintese de O-Glicana 6 0,429 0,08834 2,480 67,889 1,000
Sinalizacdo da p53 10 0,715 0,09270 1,824 69,727 1,000
Céancer de prostata 12 0,858 0,09916 1,672 72,272 1,000

N° de genes - quantidade de genes relacionados a via de sinalizacdio. % - n® de genes envolvidos/n® total de genes. FDR (False Discovery Ratio). O termo fold enrichment corresponde a
quantas vezes o n° de genes encontrado para cada via € maior que o n° de genes esperado para esta via. Quanto maior mais enriquecida € a via. Valor P modificado calculado a partir do
teste exato de Fisher. Quanto menor, mais enriquecida é a via. Wnt - Wingless-type MMTV integration site family. TGF- B — Tumoral growth factor- f . ErbB - Epidermal growth factor
receptor. FcyR - High affinity immunoglobulin gamma Fc.
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Anexo 3: Termos bioldgicos enriquecidos nos quais constam os genes-alvo preditos para os 3 miRNAs resultantes da comparagdo entre os
grupos AOS leve e AOS grave.

Vias de sinaliza¢io N°de genes % P Fold Enrichment FDR Bonferroni

Sinalizacdo de Wnt 17 2,128  0,00073 2,590 0,865 0,100
Cancer colorretal 12 1,502  0,00088 3,287 1,043 0,120
Sinalizac¢do da neutrofina 14 1,752  0,00252 2,598 2,946 0,305
Melanogénese 12 1,502  0,00340 2,789 3,953 0,387
Vias de cancer 24 3,004 0,01384 1,684 15,234 0,866
Leucemia miel6ide cronica 9 1,126  0,01501 2,761 16,419 0,887
Orientagdo do axdnio 12 1,502 0,02314 2,140 24,240 0,966
Sinalizacdo da adipocitocina 8 1,001  0,02473 2,747 25,690 0,973
Reabsorcao do sédio regulada pela Aldosterona 6 0,751  0,03053 3,367 30,765 0,988
Sinalizacdo da insulina 12 1,502  0,03109 2,045 31,240 0,989
Céancer de pancreas 8 1,001  0,03499 2,557 34,447 0,994
Cancer de prostata 9 1,126  0,03768 2,327 36,578 0,996
Sinalizacdo da MAPK 19 2,378  0,03930 1,637 37,837 0,997
Junc¢do aderente 8 1,001  0,04775 2,391 44,015 0,999
Endocitose 14 1,752 0,05434 1,751 48,445 1,000
Protedlise mediada pela ubiquitina 11 1,377 0,07176 1,847 58,644 1,000
Sinalizacdo da PPAR 7 0,876  0,07660 2,334 61,130 1,000
Sinalizacdo de ErbB 8 1,001  0,08125 2,116 63,389 1,000
Carcinoma de célula basal 6 0,751  0,08775 2,510 66,344 1,000

N° de genes - quantidade de genes relacionados a via de sinalizagdo. % - n° de genes envolvidos/n® total de genes. FDR (False Discovery Ratio). O termo fold enrichment corresponde a
quantas vezes o n° de genes encontrado para cada via € maior que o n° de genes esperado para esta via. Quanto maior mais enriquecida é a via. Valor P modificado calculado a partir do
teste exato de Fisher. Quanto menor, mais enriquecida € a via. Wnt - Wingless-type MMTYV integration site family. MAPK - Mitogen Activated Protein Kinase. PPAR - Peroxisome
proliferator-activated receptor. ErbB - Epidermal growth factor receptor.
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