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RESUMO

Araujo NNF. Influéncia de fatores epigenéticos no aneurisma aterosclerotico
da aorta abdominal de idosos [Tese]. S&o Paulo: Instituto Dante Pazzanese
de Cardiologia; 2016.

O aneurisma de aorta abdominal (AAA) € uma doenca assintomatica na
maioria dos casos, podendo acometer 5% das pessoas do género masculino
com idade superior a 65 anos, predispondo ao risco de ruptura com
mortalidade em torno de 80%. O presente estudo teve como objetivo avaliar
os perfis de expressao génica e de metilacdo do DNA no tecido, como
também os microRNAs no plasma e no tecido de individuos com e sem AAA
na tentativa de identificar marcadores biologicos e alvos terapéuticos para o
diagnéstico, monitoramento e tratamento precoce do AAA. Os perfis de
expressdo génica, miRNA e metilagdo de DNA dos tecidos da aorta
abdominal (n=6) obtidos durante a cirurgia aberta para correcdo de AAA
foram comparados com tecidos da aorta abdominal de doadores de érgéaos
sem AAA (n=6). Também foram comparados os perfis de miRNAs
circulantes no plasma do grupo AAA (n=6) com o grupo-controle de
voluntarios com as caracteristicas semelhantes, porém sem AAA (n=6). Para
a analise da expressao génica, utilizou-se a qPCR Array, analisando-se
genes relacionados ao endotélio vascular humano (PAHS-015Z, QIAGEN®).
A analise do perfil de miRNA foi realizada utilizando-se Human miFinder
384HC miScript miRNA PCR Array (MIHS-3001Z, QIAGEN®) e, para analise
de metilacdo do DNA, utilizou-se a gPCR array com 22 genes das vias de
estresse e toxicidade EpiTect Methyl Il (EAHS-581Z, QIAGEN®). O software
Ingenuity Pathway analysis (IPA®) foi utilizado para identificacdo das
provaveis relacdes entre os microRNAs e a expressdo génica realizada
nesta pesquisa. No estudo da expressdo génica, quatro genes (SPHK-1,
TYMP, ALOX5 e HIF1A) foram identificados como mais expressos e outros 6
genes (PTGIS, CX3CL1, ITGB1, COL18A-1, FN1 e AGTR1) apresentaram
expressao reduzida nos tecidos de AAA. Na analise do perfil de miRNAs, 24
miRNAs foram significantemente mais expressos e 35 mMiRNAsS menos
expressos no tecido. No plasma de individuos com AAA, 8 miRNAs
apresentaram-se mais expressos e 9 miRNAs menos expressos. Dois
MiRNAs, miR-328-3p e let-7c-5p demonstraram expressdes comuns entre
tecido e plasma. Quanto ao padrao de metilacdo de DNA, somente 0 gene
GDF15 teve grau de metilacdo maior nos tecidos de AAA quando



comparado ao grupo-controle. A analise funcional revelou que o gene PTGIS
(prostaciclina sintetase), um potente vasodilatador e inibidor da atividade
plaquetéria, foi reprimido pelo miR-150-5p, que se mostrou 7,5 vezes mais
expresso no tecido de AAA, e teve uma possivel interacdo com o miR-328-
3p, cuja expressao foi 3,7 vezes mais baixa no tecido. Os genes com
expressdo reduzida nos tecidos do AAA foram alvos de miRNAs com
expressao aumentada, evidenciando a importancia e influéncia dos fatores
epigenéticos tanto para o desenvolvimento quanto para a gravidade do AAA.

Descritores: Aneurisma da aorta abdominal, ldoso, Repressao epigenética,
Expressdo génica, MicroRNAs, Metilacdo de DNA, Reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real.



ABSTRACT

Araujo NNF. Influence of genetic factors over atherosclerotic abdominal
aortic aneurism in the elderly [Thesis]. Sdo Paulo: Instituto Dante Pazzanese
de Cardiologia; 2016.

Abdominal aortic aneurism (AAA) is an asymptomatic disease in the majority
of cases that may occur in 5% of males over age 65, predisposing to the risk
of rupture leading to a mortality rate of 80%. The aim of this study was to
evaluate the DNA metilation and gene expression profile in tissue, and
microRNA expression pattern in both plasma and tissue samples from
individuals with and without AAA to identify biological markers and
therapeutic targets for an early diagnosis and treatment of AAA, respectively.
Genes and miRNA expression and DNA metilation profiles in AAA tissues
(n= 6) were compared to abdominal aortic tissues obtained from organ
donators without AAA (n = 6). We also compared circulating miRNAs profiles
in plasma samples, between AAA (n = 6) and the control group without AAA
(n = 6). For the gene expression analysis we used a gPCR Array (PAHS-
015Z, QIAGEN®) to analyze genes related to human vascular endothelium.
For the miRNA expression pattern and for DNA methylation analysis we used
the Human miFinder 384HC miScript miRNA PCR Array (MIHS-3001Z,
QIAGEN®) and EpiTect Methyl Il (EAHS-581Z, QIAGEN®), respectively. The
Ingenuity software was used to identify the interactions between the miRNAs
and genes evaluated in this study. Four genes (SPHK-1, TYMP, ALOX5 and
HIF1A) were upregulated and six other genes (PTGIS, CX3CL1, ITGB1,
COL18A-1, FN1 e AGTR1) were downregulated in AAA tissues. In addition,
the miRNAs analysis showed 24 miRNAs more expressed and 35 miRNAs
less expressed in AAA tissue than controls. Although in plasma samples,
AAA group presented 8 mIRNAs more expressed and 9 miRNAs less
expressed than controls. Only, miR-328-3p and let-7c-5p were differently
expressed between AAA and controls in both tissue and plasma samples.
DNA methylation analysis showed that the gene GDF15 was
hypermethylated in AAA tissues when compared to the control group.
Functional analysis revealed that PTGIS, a potent vasodilator and platelet
activity inhibitor was supressed by miR-150-5p, which had a seven-fold
increase in AAA tissues. Moreover, a possible interaction between PTGIS
and miR-328-3p, about 4-fold decreased in AAA tissues, was showed. Thus,
the downregulated genes in AAA tissues are targets of miRNAs with



increased expression in the same biological sample. These results highlight
the importance and influence of epigenetic factors for both development and
severity of AAA.

Descriptors: abdominal aorta aneurysm, elderly, epigenetic repression,
gene expression, microRNAs, DNA methylation, real-time polymerase chain
reaction.



1 INTRODUCAO




1 Introducéo 2

1 INTRODUCAO

1.1 Envelhecimento da populagao: novos desafios

A populacdo de idosos estd aumentando numa velocidade sem
precedentes. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estabeleceu a idade
de 65 anos para idosos nos paises desenvolvidos e de 60 anos para idosos
nos paises em desenvolvimento, categoria na qual se encontra o Brasil'.

O Censo Demografico de 2010, realizado pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), constatou o rapido aumento da populacéo
com idade a partir de 65 anos, que passou de 4,8% em 1991 para 5,9% em
2000, chegando a 7,4% em 2010, refletindo seus efeitos em todas as areas
da sociedade?.

A taxa de crescimento da populacdo de idosos deve-se, possivelmente,
a reducdo da mortalidade nas faixas etarias mais jovens, a reducdo na taxa
de natalidade, ao aumento da expectativa de vida dos octogenarios, com
uma populacdo cada vez maior chegando aos 90 anos, e ao aumento dos

centenarios®.

1.2 Aneurisma da aorta abdominal

A palavra “aneurisma” é de origem Grega e significa dilatagdo. O
aneurisma da aorta abdominal (AAA) é definido como a permanente
dilatacdo da aorta abdominal, quando o didmetro transverso excede 1,0 a
1,5 vezes o considerado normal (2,0 cm) para o segmento entre as artérias
renais e iliacas, que seria de 2,0 cm, ou seja, maior ou igual a 3,0 cm,
predispondo ao risco de ruptura adrtica*”.

O envelhecimento é um dos principais fatores de risco para doencas

cronicas, especialmente as doencas cardiovasculares. Dentre elas, destaca-
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se 0 AAA, que predomina nos homens com idades acima dos 60 anos,
podendo passar despercebido por muitos anos e surpreender os pacientes
com o mais temivel dos eventos, a ruptura, levando a morte em 80% dos
casos®. A ruptura do aneurisma é uma das emergéncias médicas mais
dramaticas registradas nos hospitais. Calcula-se que menos de 50% dos
pacientes conseguem chegar vivos ao hospital e que apenas metade destes
sobrevive ao tratamento cirdrgico. O AAA é considerado a décima causa de
morte nos paises ocidentais®. Nos Estados Unidos, cerca de 4 a 5% das
mortes subitas sdo atribuidas & ruptura de AAA”®. Muitas dessas mortes
inesperadas podem ser evitadas mediante o diagnostico precoce e indicagao
do tratamento em tempo habil.

A prevaléncia do AAA é de 5% nos homens e de 1% nas mulheres,
ambos a partir dos 60 anos de idade®!®; aumenta com a idade, de forma
que, entre os homens na faixa etaria dos 45 a 55 anos, é de 1,3% e passa
para 12,5% nos mais idosos (75 a 84 anos), razdo pela qual a populacéo-
alvo dos programas de rastreamento de AAA é composta de homens a partir
de 65 anos. Nas mulheres mais jovens, a prevaléncia € proxima de zero,
mas, com o aumento da idade, entre 75 e 84 anos, chega a 5,2 %2,

O AAA é considerado doenca multifatorial, envolvendo fatores de risco
genéticos e ambientais e, geralmente, esta associado a outras doencas, tais
como hipertensédo arterial sistémica, dislipidemia e, principalmente, o
tabagismo®**4.

Os estudos epidemioldgicos tém mostrado que diabete melito tipo 2
(DM2) é um fator preditivo negativo para o risco de desenvolver AAA™®. O
mecanismo pelo qual isso acontece permanece desconhecido. Entretanto,
tal como idade, género, historia familiar de aneurismas e perda da
integridade da parede aortica, a presenca de diabete esta relacionada com
maior risco de ruptura®’.

A dislipidemia, especialmente baixa concentragcdo plasmatica de
lipoproteina de alta densidade (HDL-colesterol), tem sido associada ao

desenvolvimento do AAA. Acredita-se que a HDL-colesterol possa regular os
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genes envolvidos no remodelamento da matriz, na migracéo e proliferacao
celular, inibindo o desenvolvimento do AAA*8,

Estudos confirmam a associa¢ao positiva de doenca arterial coronaria
(DAC) e AAA, com prevaléncia de 5,0 a 8,4%'%?°. Analise multivariada de
estudo recente revelou que idade = 65 anos, histéria familiar de AAA,
tabagismo ativo e doenca comprometendo trés artérias coronarias foram
associados com prevaléncia mais elevada de AAA?. A associacdo dos
fatores de risco, como tabagismo, HAS e doenca carotidea em pacientes

com DAC, aumenta a chance de desenvolver AAAZ,

1.3 Quadro clinico e diagnéstico do aneurisma da aorta abdominal

O AAA é uma doenca silenciosa que evolui de forma assintomética. Na
maioria dos casos, 0 AAA é detectado casualmente durante a realizacdo de
ultrassonografia de abdome para investigacdo de outras doencas®*?*.
Raramente, pode apresentar dores abdominais em caso de crescimento
acelerado do AAA por pressao sobre os 6rgados adjacentes, por embolizacédo
de trombos nas artérias sistémicas distais ou por ruptura. Em 30% dos
casos, 0 paciente portador de AAA pode referir sensacdo de massa pulsatil
na regido abdominal®?°.

Atualmente, o método de escolha para rastreamento do AAA na
populacdo € a ultrassonografia de abdome, com sensibilidade e

especificidade préximas de 100%%*?’.

Metanalise de programa de
rastreamento de AAA? concluiu que homens com idade entre 65 e 70 anos
devem ser rastreados e que, nesse grupo, a mortalidade poderia ser

reduzida em 43%%°.
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1.4 Etiopatogenia do aneurisma da aorta abdominal

Os mecanismos envolvidos no AAA ndo estdo completamente
compreendidos, mas o0s conhecimentos até o presente sugerem O
envolvimento de varios fatores e processos degenerativos resultantes de
interacbes bioldgicas e estimulos hemodindmicos na parede da aorta
abdominal®.

Nos estudos de associacdo do genoma total, apenas 10% dos casos
de doencas cardiovasculares apresentam componente hereditario®®3'. Ha
evidéncias de que, aproximadamente, 15% dos pacientes portadores de
AAA possuem relato de casos da mesma doenca entre parentes de primeiro

grau32’33

, sendo considerada uma doenca autossbmica dominante com
penetrancia génica incompleta®**®. Clifton e colaboradores foram pioneiros
ao descrever o caso de 3 irmdos de mesmos progenitores, previamente
assintomaticos, que foram submetidos a cirurgia de reparacao da ruptura de
AAA, sugerindo forte correlagéo entre carga genética e a doenca®.
Hinterseher e colegas catalogaram os genes relacionados, direta ou

indiretamente, com o desenvolvimento do AAA*" (Figura 1):
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Inflamagéo /
Sistema imunoldgico

Matriz Extracelular

ABCC6, COL3A1, CST3, ELN,
FBLN2, FBLNS, FBN1, MMPs,
SERPINA1, SERPINET,
SPP1, TIMPs, XYLT1

CCRS, CRP, HLA-A, -B, -DR, -DQ,
HMOX1, IL1A, IL18B, IL1RN, IL6,
IL10, PLA2G7, PPARG, TNF

Outros

Vias de Sinalizacao

CDKN2A, CDKN2BAS,
CNTN3, CSPG2, HSPG2,
Chr 1913

ESR1, ESR2, LTBP1, LTBPS3,
LTBP4, PGR, TGFB1,
TGFBR1, TGFBR2, TGFBR3

Fatores Cardiovasculares

ACE, AGT, AGTR1, AHCY, APOB,
APOE, BDKRB2, BHMT, CBS, CETF,

ENOSF1, F2, F5, FOLH1, HP, MTHFD1,
MTHFR, MTR, MTRR, NNMT, NOS3,
PON1, PON2, PTGS2, SHMT1,
SLC19A1, TCN2, TYMS

Fonte: Adaptada de Hinterseher e colaboradores, 2011.
Figura 1 - Genes relacionados com AAA. Em conjunto, 0s genes
relacionados com a matriz extracelular (MEC), inflamagdo ou sistema
imunolégico, as vias de sinalizacdo e fatores cardiovasculares contribuem
para a patogénese do AAA. Os genes destacados em cor verde sdo 0s mais
fortemente associados.

A influéncia dos fatores ambientais € tdo importante na etiologia das
doencas quanto a presenca de mutacBes genéticas, polimorfismos e
anormalidades cromossémicas®.

O AAA é uma das doencas mais influenciadas pelo estilo de vida, tanto
no seu desenvolvimento como também no prognéstico, cujo principal fator
de risco é o tabagismo, sendo cinco vezes mais frequente entre os fumantes
do que em ndo fumantes®®. Segundo a literatura, o tabagismo esta presente
em, aproximadamente, 70% dos homens com AAA®*’. Grande estudo sueco
rastreou 22.187 homens com idade média de 65 anos e detectou historia de
tabagismo ativo ou pregresso em 87% dos individuos com AAA.
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O estudo ADAM (Aneurysm Detection and Management), que incluiu
114.567 individuos, também observou a associacdo do tabagismo ativo ou
pregresso com o diametro do AAA. Nos individuos com AAA entre 3,0 a 3,9
cm, havia 2,97 vezes a chance de associa¢cdo com tabagismo; enquanto 0s
AAA, a partir de 4,0 cm, a chance foi de 5,07 vezes*..

Nas mulheres, o tabagismo € considerado fator de risco muito maior
para AAA do que para os homens. Apesar da prevaléncia menor da doenca
nas mulheres, o AAA costuma ser mais grave nesse grupo“?. Em metandlise
recente, as mulheres apresentaram risco de ruptura quatro vezes maior,
mais cedo e com aneurismas de diametros menores do que os homens***,

Alguns estudos sugerem a participacdo de micro-organismos na
patogénese do AAA, mas os resultados tém sido inconclusivos*. Em estudo
recente, 0s pesquisadores observaram a presenca de Mycoplasma
pneumoniae e Clamydophila pneumoniae no AAA, sugerindo haver simbiose
local desses microrganismos, podendo resultar em reacdo inflamatdria
exacerbada na camada adventicia da aorta, com diminuicdo da atividade do
TIMP-1 levando a maior degradacéo de colageno pela MMP-9 e dilatacao do
vaso™®.

A teoria do efeito hemodinamico do fluxo turbulento na regido das
emergéncias das artérias renais poderia explicar a origem dos AAAS;
entretanto, a origem embriondria das células musculares lisas nos diferentes
segmentos da aorta parece esclarecer melhor as diferentes doencas no
mesmo vaso (Figura 2). O segmento da aorta ascendente é formado de
células musculares lisas que se originam da crista neural, enquanto o
segmento abdominal da aorta € constituido de células musculares lisas
originadas a partir do mesoderma, podendo explicar diferentes respostas
aos mesmos estimulos na mesma artéria®’ quando testados sob condicdes

idénticas in vivo*® ou in vitro®.
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Fonte: Adaptada de Majesky, 2007
Figura 2 - Mapa do desenvolvimento fetal da musculatura lisa da aorta. As
cores representam as diferentes origens embrionarias das células
musculares lisas conforme indicadas nas imagens a direita e a esquerda da
figura.

hY

Embora os aneurismas maiores sejam mais sujeitos a ruptura, nem
sempre apresentam paredes mais frageis, quando comparados com
aneurismas menores. Estudo analisou fragmentos da parede anterior de
grandes aneurismas comparados com AAA menores e observou que
agueles foram mais resistentes a ruptura do que estes, sem qualquer
propriedade histologica ou histoquimica que pudesse explicar o fenbmeno.
As limitacbes dos testes realizados na pesquisa ainda ndo trazem

informacdes que permitam calcular com maior precis&o o risco de ruptura®.
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1.5 Histopatogénese do aneurisma da aorta abdominal

Com o envelhecimento, surgem alteracdes histolégicas tipicas que
acometem, principalmente, a camada média da aorta, tais como necrose
cistica por depésito de material mucoide, fragmentacéo e ruptura da camada
elastina, fiborose com o aumento do colageno e das células musculares lisas,
além de medionecrose, em que se observam areas com aparente perda de
nucleos™".

Na patogénese do AAA, observa-se infiltracdo cronica de células
inflamatdrias nas camadas média e adventicia da aorta, fragmentacdo e
degeneracdo da elastina®, e atenuacdo da camada média, constituida por
processo inflamatério vascular transmural, degradacdo da MEC,
desequilibrio na homeostase das células musculares lisas®® e estresse
oxidativo®™. A Figura 3 apresenta, esquematicamente, todo o processo

envolvendo a patogénese do AAA>.
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Fonte: Adaptada de Curci e colaboradores, 2004.

Figura 3 - Histopatogénese do AAA.

Iniciando pela injaria da parede adrtica relacionada com os fatores de risco (l), levando ao
recrutamento de leucdcitos dentro da camada média aértica (ll), ativagcdo dos macréfagos
(11, que produzem pré-enzimas das metaloproteases (pro-MMP) (1V), que sdo ativadas no
espago extracelular. (V). TIMPs podem neutralizar a atividade das MMPs (VI), mas parece
insuficiente para prevenir a degradacdo das proteinas da matriz estrutural (elastina e
colageno intersticial) (VII). A degradacéo da elastina, o estresse ciclico e a tensao sobre a
parede da aorta levam a progressiva dilatacdo e formacdo do aneurisma (VIII). A
degradacdo do colageno enfraquece a parede (IX); embora as células musculares lisas
(CML) e os fibroblastos possam promover o reparo estrutural, a apoptose e senescéncia
celular causam deplecdo das CMLs (X), e ocorre a desorganizacdo do colageno intersticial
(XI). O tecido do aneurisma é infiltrado por células T, linfocitos B, plasmdcitos, células CD4
e deposicao de imunoglobulinas, refletindo a resposta imune celular e humoral (XlIl). O
conhecimento da resposta imune adaptativa celular no AAA pode revelar como diferentes
subtipos de células T (Thl vesus Th2) interagem com macréfagos para promover ou
suprimir a degeneracdo aneurismal, baseado no equilibrio local de moléculas proé-
inflamatérias e anti-inflamatoérias (Xlll). Algumas citocinas produzidas dentro do tecido do
aneurisma, tais como as interleucinas - 6 (IL-6) e IFN-y, podem apresentar duplas e opostas
funcbes dependendo do contexto especifico (XV). EPDs, degradacao de peptideos elastina;
MPh, macrofagos; PGs, prostaglandinas; ROS, espécies reativas de oxigéni054.
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Durante o desenvolvimento do AAA, ocorre intensa atividade das
proteases cisteinas, serinas e, principalmente, das metaloproteases (MMPS),
gque sdo uma familia de proteinas responsaveis pela manutencdo da
integridade da MEC da parede dos vasos, que séo produzidas tanto pelas
células do tecido conjuntivo que forma a MEC, os fibroblastos e células
musculares lisas, como, também, pelas células inflamatérias que participam
do processo de degradacdo da MEC, como as enzimas metaloproteinases,
(MMP-1, 2, 3, 9, 12 e 13), principalmente a MMP-2 e a MMP-9, as
serinoproteases, ativador do plasminogénio tipo-tecidual (t-PA), o ativador
do plasminogénio tipo-uroquinase (u-PA), a plasmina, a elastase leucocitaria
e as cisteinas (catepsina D, K, L e S)***°. A acdo dessas enzimas depende
da interacdo entre seus inibidores e ativadores: a) Inibidores: os TIMPs
(tissue inihibitors of matrix metaloproteinases), protease-nexina, elafina (que
inibe a elastase), a-2 macroglobulina, PAI (inibidor da ativacdo do
plasminogénio); b) Ativadores: a uroquinase, t-PA e a plasmina®®.

Os TIMPs exercem papel importante no desenvolvimento dos
aneurismas aérticos. O TIMP1 liga-se a pro-MMP-9 formando um complexo,
enquanto o TIMP2 liga-se & pro-MMP-2°".

As MMP-9 (92-kD; gelatinase B) e MMP -2 (72-kD; gelatinase A) séo as
enzimas mais proeminentes secretadas pelo tecido do AAA em 6rgaos de
cultura in vivo; elas sdo expressas pelas células musculares lisas, pelos
macréfagos, pelos fibroblastos e pelo infiltrado inflamatério®®.

Embora a aterosclerose seja responsavel, em grande parte, pelo
desenvolvimento dos AAA, no entanto, os genes que predispbem a
aterosclerose e AAA sdo diferentes®, sugerindo que outros fatores nao
geneéticos, os epigenéticos, podem estar envolvidos na patogénese da AAA.
Os mecanismos epigenéticos ambientais e comportamentais podem
contribuir para o surgimento de doencas, dentre elas, o AAA®®. Com isso,
acredita-se que a avaliacdo de fatores epigenéticos, especialmente de
microRNAs (miRNAs), possa contribuir para a melhor compreensao da

patogénese do AAA e identificar possiveis alvos terapéuticos.
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1.6 Epigenética no desenvolvimento do AAA

Epigenética é o ramo da Biologia que estuda as mudancas hereditarias
na funcdo de um gene que ocorrem sem alteracdo na sequéncia de
nucleotideos®. Estas alteracdes epigenéticas sdo potencialmente
reversiveis e moduladas pelo ambiente, dieta ou intervencdo farmacoldgica.
Deste modo, podem mediar mudancas na estabilidade genbmica e

expressdo génica®*®

, tornando-os mecanismos patogénicos potencialmente
importantes em doengas multifatoriais complexas como AAA. Os fatores
epigenéticos como metilagigo no DNA (Acido desoxirribonucleico),
modificacdes das histonas e microRNAs podem ajudar a explicar como as
células com sequéncia de DNA idénticas podem apresentar fenotipos

diferentes®*.

1.6.1 Metilagdo de DNA

Os mecanismos epigenéticos incluem todas as informacgfes herdadas
qgque ndo vém da sequéncia do DNA em si. A regulacdo epigenética da
expressdo dos genes envolve modificacbes quimicas do DNA e das
proteinas associadas, contribuindo para o desenvolvimento e as condicbes
tanto fisiolégicas como patolégicas®® (Figura 4).

O principal papel da metilacdo do DNA é o silenciamento da transcricao
e a formacdo da heterocromatina, modificacdes estas que podem ser
herdadas por meio das divisdes celulares. Por essa raz&o, a metilagdo do
DNA é considerada uma das modificacdes epigenéticas mais estaveis®’.
Aproximadamente 70 a 90% dos dinucleotideos citosina — guaninas (CpGs)
sdo metilados nas células somaticas saudaveis, representando 3% a 6% de
todas as citosinas. As regides ricas em CpGs, chamadas ‘“ilhas CpGs”,
constituem, aproximadamente, 7% destes dinucleotideos do genoma total e
sdo associadas com as regifes 5’regulatérias de 40% a 60% dos genes

humanos®”,
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A magquinaria da metilacdo do DNA compreende: as enzimas DNA -
metil tranferases (DNMT-1, DNMT-2, DNMT-3a e DNMT-3b), as proteinas
metil-CpGs associadas (Methyl-CpG Binding Proteins, MBD 1, MBD2,
MBD3, MBD4, MeCP2 ou Kaiso) e as DNA-demetilases®.

Megtilagsa do
DNA \ -

wesissiade —IRNA\NN A1)
;[

citosina
1 , rl

> Mecanismos

baseadosno RNA

s

|\

Modificacdes das histonas

a Cromossomo

Fonte: Adaptada de Matouk e colaboradores, 2008.
Figura 4 - Mecanismos epigenéticos de regulacdo génica.
1) Metilacdo do DNA, marcada pelos pontos de cor vermelha; 2) modificacbes das
histonas, marcadas pelas circunferéncias azuis ; 3) mecanismos baseados no RNA (Acido
ribonucleico), marcados por cobertura vermelha sobre a cromatina.

Em pesquisa recente, foi realizado o mapeamento do padrdo de
metilacdo do DNA na aterosclerose humana. Os autores concluiram que a
aterosclerose é caracterizada por hipermetilacdo do DNA total°, diferindo de
outras doencas humanas, como, por exemplo, o cancer, em que ocorre
hipometilacdo do genoma total e hipermetilacdo das ilhas CpGs associadas

com genes supressores tumorais®’.
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Outras descobertas importantes surgiram nos anos 90, quando o DNA
passou a ser identificado na sua forma tridimensional e a modificacdo das
histonas foi relacionada com a regulacdo do estado da cromatina e do

genoma’.

1.6.2microRNAs: biogénese e regulagcao no AAA

Os miRNAs séo pequenos &cidos ribonucleicos ndo codificantes, com,
aproximadamente, 22 nucleotideos, considerados marcadores epigenéticos
pos-transcricionais capazes de reprimir a expressdo do RNA mensageiro
(MRNA) e impedir a traducdo da proteina’>. O silenciamento do gene
mediado pelos miRNAs ocorre pelo pareamento de bases da regido 5’ do
MIiRNA com a sequéncia de bases do mRNA-alvo, reprimindo a traducéao
e/ou levando & degradacdo do mRNA".

Os miRNAs tanto podem ser encontrados no nucleo, citoplasma e
mitocbndrias das células como também em outros compartimentos
extracelulares, tais como no soro sanguineo’®, exossomos” e
microvesiculas’®.

O ciclo de uma molécula de miRNA comeca no nucleo da célula, em
que é transcrito, 0 miRNA primario e sua dupla fita é clivada pela enzima
Drosha, formando o miRNA precursor, o qual é transportado para o
citoplasma pela enzima Exportina 5, sendo, novamente, clivado pela enzima
Dicer antes de tornar-se fita simples, miRNA maduro, e ligar-se ao complexo
RISC cujo alvo serd o mRNA para inibir a traducdo e, consequentemente, a
formacao da proteina’’.

Diversos miRNAs podem ter como alvo o mesmo mRNA, bem como, 0
mesmo mRNA pode ter multiplos sitios de ligacdo para diversos miRNAS,
criando-se um sistema regulatério altamente complexo’®. A Figura 5 ilustra a

biogénese dos miRNAs™.
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Figura 5 - Biogénese dos miRNAs.

Os miRNAs podem ser considerados biomarcadores com boa

sensibilidade e especificidade por serem estaveis no sangue, facilmente
detectaveis, tanto por meio de microarranjos de miRNAs como por meio de
gPCR (Reacdo em cadeia pela polimerase quantitativa)®®®'. Atualmente,
estdo sendo alvos de pesquisa no campo do AAA, uma vez que podem ser

empregados como biomarcadores especificos tanto no diagndstico como na
evolugdo da doenca.
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Alguns miRNAs tém as suas fungbes estabelecidas no AAA, por
exemplo, 0 miR-24 que pertence a0 mesmo grupamento de miR-23b, 24 e
27b, cuja expressdo diminuida favorece a transcricdo do gene CHI31 que
controla sintese de citocinas pelos macréfagos, bem como, a sobrevida
dessas células. Promove, também, a migracdo das células musculares lisas
e producdo de citocinas, além de estimular a expressdo de moléculas de
adesdo nas células endoteliais. Dessa forma, niveis de miR-24 reduzidos,
tanto no plasma como no tecido, foram detectados em individuos com
AAA®,

A familia miR-29 regula, pelo menos, 16 genes-alvo da MEC, dentre
eles, encontram-se isoformas de coladgeno (COL1A1,COL1A2 e COL3A1),
fibrilina-1 (FBN1) e elastina (ELN)®*. Os estudos revelaram que a baixa
expressdo do miR-29 resulta em maior fibrose na area do infarto agudo do
miocardio® e tem papel importante na formacdo do aneurisma®.
Experimentalmente, a inibicdo do miR-29b aumentou a expressdo dos genes
qgue codificam colageno (tipo I, lll e V) e a elastina, e, além disso, reduziu a
expressao das MMP-9 e MMP-2, e, consequentemente, reduziu a formacao
de aneurismas aorticos em modelos animais. Por outro lado, a
superexpressdao do miR-29 levou a rapida expansdo do AAA e aumentou o
risco de ruptura®.

O miR-21 tem sua expressdao aumentada em muitos tumores e
processos envolvendo a sobrevida, proliferacdo e migracéo celular®’. Ele

tem sido indicado como regulador da funcéo contrétil®®

e da proliferacao das
células musculares lisas®®. Estudos realizados em animais por Maegdefessel
e colaboradores revelaram que a nicotina acelerou o crescimento dos AAA
e, mais adiante, aumentou a quantidade de mir-21, como atividade protetora
na tentativa de limitar a expansao do aneurisma e sua evolugcdo para
ruptura®®. O aumento da expressdo do miR-21 foi acompanhado de baixa
expressao do PTEN, um gene supressor tumoral, em fumantes com AAA

quando comparados com os nao fumantes®™.
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A familia do miR-15 (miR- 15 a, miR15 b, miR- 16- 1, miR-16-2, miR
195 e miR-497) consiste em miRNAs altamente conservados e agrupados
em 3 cromossomos®’. Essa familia de miRNAs tem sido associada com o
remodelamento do colageno e silenciamento da sintese de elastina,
alteracdes basicas para a formacdo dos aneurismas, em que ocorre perda
da elastina e aumento na producao do colageno®. A elastina tem sido o alvo
direto desses dois miRNAs, miR-29b%°8%92 e miR-195, razdo porque ambos
estdo envolvidos na formacgéo do AAA®,

O miR-126 regula o processo de inflamacédo vascular e esta envolvido
no remodelamento das doencas adrticas®. Estudos revelam seu potencial
papel na formacdo do AAA, sendo encontrado em baixa expressdo no
plasma e alta expressado nos tecidos de AAA®.

O miR-155 esta envolvido em processos patolégicos de diversos

tecidos, mas alguns estudos®?’

enfatizam o seu papel preponderante como
modulador da inflamacdo vascular, podendo estar envolvido tanto na
aterosclerose como na doenca aneurismatica da aorta.

Estudo de reviséo recente catalogou os 12 microRNAs envolvidos no
remodelamento vascular e no aneurisma aortico. Os autores discutiram o
potencial uso dos miRNAs como biomarcadores no diagndstico, progndstico,
bem como, a perspectiva de novos alvos terapéuticos em aneurisma

aortico® (Tabela 1).
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Tabela 1 — Os miRNAs envolvidos

no remodelamento vascular e aneurisma

aortico.
MiRNA(S) Genes- alvos Efeitos Referéncias
. PTEN.SPRY,PDCD4, Induzllr proliferacéo Maegdefessel e
miR- 21 BCL2 Reduzir apoptose em cols.; Merk e cols,
CML no AAA 20127
. I ~ Maegdefessel e
miR-24 Chi3L1 Inibir inflamacéo cols., 2014%
Induzir proliferacao . |
miR-26a SMAD-1,SMAD-4 Inibir diferenciacdo RV
Apoptose de CML no AAA
COL1A1,COL3A2,COL3 Promover baixa Boon e cols., 2011;
. ~ Maegdefessel e
miR-29 Al, expressdo na MEC no cols.- Merk e cols
FBN1, ELN AAA 501285,86,92 "
Inibir a inflamacso Harris e cols.; Fish e
miR-126 EGFL7 ¢ cols.; Wané; e cols.,
vascular 100-102
2008
Promover diferenciacéo e
miR-143/ KlIf4,miocardina, Elk-1, reprimir proliferacéo das Cordes e cols., Elia
miR145 SRF CML na aterosclerose E e cols., 2009%%1%*
AAT
miR-155 MAP3K10, CTLA4, Inibir inflamac&o vascular Biros e cols.,
SMAD2 na aterosclerose 2014'%°
. Inibir inflamac&o vascular Sun e cols.,
miR-181b IPOA3 na aterosclerose 201400107
. COL1A1, COL1A2, Zampetaki e cols.,
miR-195 COL1A3, FBNL, ELN Regular MMPs no AAA 2014%
Johnnidis e cols.,
. Inibir inflamacéo vascular 2008; Kin e cols.,
miR-223 CXCL2,CCL3,IL-6 10 AAA 2012: Lee e cols.
201395,108,109
Promover diferenciacao e . L
mMiR-663 JunB, MLC9 inibir proliferacio e | N € cols-, 2011 Lie
: o cols., 2013
migracédo de CML
: . ~ Son e cols., 2012;
ml_R 712/ TIMP3, RECK Induzir inflamacéo na Kim e cols.,
miR 205 aterosclerose e AAA 2014112113

(Adaptada de Fu e colaboradores, 2015).

O cigarro, principal fator de risco para AAA, foi um dos primeiros e mais
estudados fatores ambientais, bem como, o seu efeito sobre a maquinaria dos
miRNAs em humanos™*.

Hou e colaboradores revisaram estudos mais recentes que ligam os
fatores ambientais com determinadas doencas, enfatizando o papel do

cigarro™>!®  Os autores propuseram modelo conceitual para explicar os
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principais possiveis mecanismos que podem levar a alteracdes na expressao

dos miRNAs, a inflamac&o, ao estresse oxidativo e a doenca'*® (Figura 6).

EXPOSICAD
AMBIEMTAL

miRMA

codificando
EEenes

L 1 h
ESTRESSE —
INFLAMACAD
OXIDATIVO

I mmnasive
Express3c génica alterads @

Funcao celular alterada

DOEMNCA

Fonte: Adaptada de Hou e colaboradores, 2011
Figura 6 - Exposicdo ambiental e alteragdes nos microRNAs.

Vrijens e colegas catalogaram 18 miRNAs relacionados com exposicéo
ao cigarro em humanos, destacando os miRNAs- 21, 29b e 223. Esses
miRNAs foram incluidos entre aqueles mIRNAs envolvidos no
remodelamento vascular e no aneurisma aortico apresentados na Tabela 3.

Em recente avaliacdo critica de 104 publicagbes envolvendo miRNAs
como biomarcadores no plasma, soro e sangue periférico, cobrindo 57
doencas néo neoplasicas; 29 citacdes indicaram 87 microRNAs relacionados
com algumas doencas cardiovasculares. No entanto, apenas, 31 eram
mMiRNAs Unicos. Alguns dos miRNAs encontrados nas pesquisas, ou
estavam presentes em diversos tipos celulares, como o miR-21, ou falharam
durante tentativas de replicagcdo, como ocorreu com 0s miRNA-107, 125 b-
5p, 142-3p, 142-5p e 146 a- 5p**’.
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Os conhecimentos da fisiopatologia molecular do aneurisma estao
avancando com os diversos estudos, tanto em modelos animais como em
humanos, porém ainda séo limitados e necessitam de mais pesquisas para
decifrar o verdadeiro papel dos miRNAs no AAA, que podem ser excelentes
biomarcadores e novos alvos terapéuticos na doengca aneurismatica da

aorta.

1.7 Tratamento do aneurisma da aorta abdominal

Até o presente, o tratamento cirdrgico € a primeira escolha para a
correcdo dos aneurismas com diametro maior do que 5,0 a 5,5 cm,
dependendo do risco perioperatério. Os aneurismas com diametro menor do
que 5,0 cm, dependendo do centro, devem ser monitorados por meio de
ultrassonografia®. Os estudos ADAM (Aneurym Detection and Management)
e 0 UKSAT (United Kingdom Small Aneurysm Trial) revelaram que a cirurgia
eletiva dos aneurismas menores (5,0 — 5,5 cm) ndo aumentou a sobrevida
dos pacientes, sendo recomendada a conduta de “observar e esperar’,
nesses casos?" 8,

O diagnéstico precoce e o seguimento do AAA visam evitar a
apresentacdo dramatica de sua forma aguda, quando ocorre a ruptura,
resultando na morte de 80 — 90% dos pacientes**.

O diametro transverso do AAA é o mais forte preditor de ruptura, que
aumenta consideravelmente a partir de 5,5 cm. Com base no didametro do
AAA observado, Conway e colegas puderam prever o risco de ruptura do

AAA em 12 meses'® (Tabela 2).
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Tabela 2 — Estimativa do grau de risco de ruptura baseado no diametro do
aneurisma da aorta abdominal (AAA).

Diametro do AAA Risco de Ruptura
(mm) em 12 meses (%)
30-39 0
40 — 49 1.0
50-59 1.0-11
60 — 69 10-22
>70 30 -33

(Adaptada de Conwey e colaboradores, 2001)

O tratamento com cirurgia aberta ou a corre¢cdo endovascular esta
indicado, apenas, para prevenir o risco de ruptura. Todos os esfor¢os estao
voltados para que mortes sejam evitadas por causa de uma doenga com
indicacdo para tratamento cirdrgico eletivo, no qual a mortalidade é
drasticamente mais baixa, do que quando associada & ruptura®?.

As duas opc¢Oes de tratamento cursam com riscos, entretanto, na
Europa e nos Estados Unidos, o tratamento endovascular para implante de
stent tem sido realizado em, aproximadamente, 70% dos casos, devido a
maior morbidade e mortalidade da cirurgia convencional®.

A mortalidade dos pacientes submetidos tanto a cirurgia aberta como a
correcdo endovascular vai depender mais das comorbidades associadas
(idade superior a 80 anos, doenca renal dialitica ou néo dialitica,
insuficiéncia cardiaca, doenca vascular e género feminino) do que pelos
procedimentos em si‘?,

Quanto ao tratamento clinico do AAA, ndo existem opc¢des
farmacoldgicas com eficacia e seguranca comprovadas. A cessacdo do
tabagismo parece ser a Unica estratégia valida para reduzir o risco de
expansao e de ruptura do AAA™?,

As diretrizes americanas recomendam o controle de todos os fatores
de risco envolvidos na aterosclerose para os pacientes portadores de AAA.
Os pacientes hipertensos e os portadores de DAC sao, particularmente,

beneficiados com os betabloqueadores™®*.
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1.8 Contribui¢ées para inovagao cientifica

Para melhor assistir a populacédo idosa em crescimento acelerado, a
comunidade cientifica tem tentado encontrar biomarcadores capazes de
auxiliar na identificacdo precoce das doencgas crbonicas degenerativas
inerentes ao envelhecimento, a fim de aprimorar medidas preventivas e
terapéuticas, que, certamente, garantirdo a longevidade com melhor
qualidade de vida para essa populacdo. Porém, até 0 momento, poucos
estudos foram realizados nesse campo de conhecimento. Este trabalho vem
contribuir para melhor entendimento da influéncia dos fatores epigenéticos
no desenvolvimento do AAA aterosclerético, visando estabelecer novas
estratégias de rastreamento que permitirdo detectar precocemente,
acompanhar a evolucdo dessa doenca e identificar provaveis alvos

terapéuticos.
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2.1

OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar a influéncia dos fatores epigenéticos na fisiopatologia do AAA

aterosclerético de idosos.

2.2

Objetivo especifico

e Analisar e comparar a expressao de genes envolvidos com a
angiogénese, constricdo e vasodilatacdo, inflamacéo, apoptose,
molécula de adesdo, coagulacdo e ativacdo plaquetaria entre
amostras de tecidos de individuos com AAA e individuos controle.

e Avaliar o perfil de metilagcdo do DNA da regidao promotora de genes
relacionados com estresse e toxicidade, em amostras de tecidos

com AAA e amostras de tecido-controle.

e Analisar e comparar o perfil de expressdo de miRNA entre
amostras de tecidos e plasma de individuos com AAA e individuos-

controle.

e Verificar a interacdo entre os miRNAs e o mRNA dos genes
analisados no contexto do AAA.
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3 METODOS

3.1 Populagao e tipo de estudo

Este estudo observacional analitico foi realizado em individuos
matriculados no ambulatorio da Secdo Médica de Cardiogeriatria e/ou da
Secdao de Cirurgia Vascular do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia do
Estado de Sao Paulo (IDPC/SP), no periodo de 27/04/2012 a 23/06/2015,
com idades maior ou igual a 60 anos, de ambos 0s géneros.

A populacdo do estudo incluiu 57 participantes divididos em dois

grupos:

a) CASO - 14 individuos com AAA submetidos a correcdo cirargica
para implante de prétese tubular de DACROM (amostras de tecido
e plasma).

b) CONTROLE - 43 individuos sem AAA (7 amostras de tecido
proveniente de doadores de O6rgdos obtidos pelo servico de
captacdo de o6rgdos do IDPC; e 36 amostras de plasma
proveniente de pacientes com caracteristicas clinicas semelhantes

ao do grupo caso, mas sem AAA).

3.2 Aspectos éticos

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
(CEP) do IDPC/SP, constando do Termo de Livre Consentimento e
Esclarecido (TCLE) (Anexo A), requerido pelas resolugcbes CNS 196/96,
251/97 e 292/99, sobre diretrizes e Normas Regulamentadoras de
Pesquisas Envolvendo Seres Humanos, do Conselho Nacional de Etica em
Pesquisa/Agéncia de Vigilancia Sanitaria, e as Boas Praticas de Pesquisa
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Clinica do ICH-GCP, o qual foi protocolado em 15 de abril de 2014, cujo
namero é 1470 (Anexo B).

Foi aplicado questionario durante a anamnese (Anexo C) e os dados
obtidos foram devidamente registrados em fichas elaboradas para essa
finalidade pela investigadora, em seguida, foram armazenadas em banco de
dados computadorizados, sendo as identidades dos pacientes preservadas,
e enviados ao Laboratério de Epidemiologia e Estatistica do IDPC. Todo o
material bioldgico coletado (sangue e tecido da aorta) ser4 armazenado por
cinco anos, e, depois desse prazo, serd descartado, segundo as normas da
Agéncia de Vigilancia Sanitaria.

3.3 Critérios de inclusao

e Os individuos a partir de 60 anos, de ambos os géneros, que foram
submetidos a cirurgia aberta para corre¢cdo do AAA e concordaram
em ter o espécime removido, submeteram-se a coleta de sangue e
assinaram o TCLE.

e Individuos com caracteristicas semelhantes, sem evidéncia clinica
de AAA, em condi¢Bes fisicas e mentais para responderem as
guestdes do protocolo do estudo, que concordaram em assinar o
TCLE e submeteram-se a coleta de sangue.

e Individuos doadores de ¢rgédos e tecidos, sem distincdo de idade
ou género, sem evidéncia de aneurisma na regido entre as

emergéncias das artérias renais e a bifurcacdo das artérias iliacas.

3.4 Critérios de exclusao

¢ Individuos com AAA de outra etiologia, sendo degenerativa.

¢ Individuos portadores de aneurismas téraco-abdominais (AATA).
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e Individuos portadores de neoplasias conhecidas em atividade ou
outras doencas graves incapacitantes.
e Déficit cognitivo impossibilitando a participacdo do individuo no

protocolo.

3.5 Anamnese e coleta dos dados clinicos

A avaliacao clinica dos pacientes foi realizada pela Unica investigadora

e 0s seguintes dados foram coletados:

o Estilo de vida: sedentarismo ou pratica de atividade fisica regular.

e Tabagismo: a) fumante ativo; b) ex-fumante e c) nunca fumou.

e Quanto ao tempo e a quantidade de cigarros consumidos, foram
agrupados em: a) tempo em que fumou (inicio ao término) e b)
guantos cigarros/dia (média).

e Histéria de doencas prévias e fatores de risco para doencas
cardiovasculares: hipertensdo arterial, dislipidemia, diabetes, doenca
renal crbnica, doenca arterial periférica e outras comorbidades.
Quanto ao diagnéstico das doencas e fatores de risco para doencas
cardiovasculares (DCV), foram considerados os dados obtidos por
meio da histéria pregressa e/ou atual, como também as informacdes
gue constavam no prontuario do paciente que poderiam comprovar a
sua existéncia.

e Medicamentos — anti-hipertensivos (inibidor da enzima conversora da
angiotensina (IECA), bloqueador do receptor AT1 da angiotensina
(BRA), diuréticos, betabloqueadores, bloqueadores dos canais de
calcio), anticoagulantes (inibidores da vitamina K), antiaterogénicos
(estatinas, fibratos), bisfosfonatos, calcio, vitamina D, horménios
(levotiroxina, estrogenos, testosterona) e antiagregantes plaguetarios

(acido acetil salicilico, ticlopidina, clopidogrel).
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e As medidas de pressdo arterial seguiram as recomendacdes da VI

Diretriz Brasileira de Hipertensdo (Sociedade Brasileira de

Cardiologia, Sociedade Brasileira de Hipertensdo e Sociedade

Brasileira de Nefrologia, 2010)*%°.

3.6 Exames bioquimicos

As coletas das amostras de sangue periférico seguiram as
recomendacdes da IV Diretriz Brasileira de Dislipidemia®®®, que orienta
observar o periodo de jejum de 12 horas. Os exames laboratoriais foram
realizados por técnicos devidamente treinados do Laboratério do IDPC e os
resultados seguiram os padrfes vigentes na atualidade.

Foi realizada determinacéo sérica de glicemia, ureia, creatinina, acido
arico, colesterol total, HDL-colesterol e LDL-colesterol, triglicérides, fésforo,
magneésio, calcio total por método colorimétrico enzimatico. A determinagéo
sérica de sédio e de potéassio foi realizada por potenciometria. Os valores de
referéncia foram baseados nos critérios da Il Diretriz Brasileira de

Cardiogeriatria'?’ e a IV Diretriz Brasileira de Dislipidemia'?

3.7 Experimentos de biologia molecular e analise histolégica

O fluxograma apresentado na Figura 7 ilustra as etapas experimentais
do presente trabalho que consiste na analise comparativa de metilacdo do
DNA, expressdo génica e de miRNA, e dos dados histolégicos entre os

grupos avaliados.
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Figura 7 - Fluxograma do estudo. AA, Aorta abdominal; AAA, Aneurisma da
aorta abdominal.

Para obtencdo de plasma para analise do perfil de miRNAs circulantes,
foram coletadas amostras de sangue periférico dos individuos de ambos os
grupos, caso e controle. Para a obtencdo das amostras de tecido, no grupo
CASO, durante a cirurgia de correcao, foi retirado um fragmento de 2,0 cm? da
capa do aneurisma para analise histoldégica e molecular. Enquanto, no grupo-
controle, as amostras de tecido da aorta abdominal sem aneurisma foram
obtidas de doadores de orgaos. As amostras de tecido proveniente de ambos
0s grupos foram conservadas em solucdo de RNAlater® (QIAGEN, GmbH,
Hiden, Alemanha), com a finalidade de estabilizar as moléculas de RNA, antes
do processamento. Essas amostras foram estocadas a -20°C até o momento

do experimento.
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3.7.1 Anadlise da expressao génica do tecido da aorta pela qPCR array

O fluxograma da analise de expresséo génica encontra-se na Figura 8.
Para a extragdo do RNA do tecido da aorta, utilizaram-se os reagentes da
RNeasy Microarray Tissue Mini Kit (QIAGEN, GmbH, Hiden, Alemanha),
seguindo-se as instrucdes do fabricante. A quantificacdo das amostras de
RNA foi determinada utlizando-se o0 espectrofotometro  Qubit
(LifeTechnologies, Forest City, EUA). A integridade das amostras de RNA foi
avaliada por eletroforese capilar empregando-se o0 sistema Agilent
Technologies 2200 TapeStation (Agilent Technologies Inc., Santa Clara,
EUA). Foram selecionadas para analise pela qPCR array somente as
amostras com valor de integridade de RNA (RIN) superior a 7.

Para a reacao de transcricdo reversa, usou-se 800 ng de RNA total de
cada amostra para sintetizar o DNA complementar (cDNA) e o kit RT? First
Strand (QIAGEN, GmbH, Hiden, Alemanha). O cDNA obtido foi armazenado
a —20°C até a realizacdo da gPCR. As expressfes génicas dos tecidos da
aorta abdominal (6 casos e 6 controles) foram analisadas pela qPCR Array
contendo 84 genes relacionados ao endotélio vascular humano (cédigo
PAHS-015Z, QIAGEN GmbH, Hilden, Alemanha).

As vias de angiogénese, constricdo e vasodilatacdo, inflamacéo,
apoptose, molécula de adesdo, coagulacdo e ativacdo plaquetéria, e 0s
respectivos genes envolvidos que foram analisados no presente projeto de
pesquisa encontram-se no Quadro 1 ou no seguinte site do fabricante
Qiagen (GmbH, Hilden, Alemanha): https://www.qgiagen.com/br/shop/pcr/
primer-sets/rt2-profiler-pcrarrays?catno=PAHS-015Z#geneglobe.
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Figura 8 - Fluxograma da andlise de expresséo génica pela qPCR array.

Quadro 1 -

Lista dos genes relacionados a funcdo do endotélio vascular

humano, classificados segundo as vias funcionais que foram analisadas no
presente estudo*.

Vias
Funcionais

Genes Relacionados

Angiogénese

ANGPT1, CCL2 (MCP-), CCL5 (RANTES), CX3CL1, EDN1, EDNRA,
ENG (EVI-1), F3, FASLG (TNFSF6), FGF1, FGF2(BFGF), FLT1
(VEGFR1), FN1, HIF1A, HMOX1, IL1B, IL6, ITGAS5, ITGAV, ITGB1,
ITGB3, KDR (VEGFR3), KIT (CD117), KLK3, MMP2, MMP9, NOS3
(eNOS), NPPB, NPR1, PF4, PGF, PLAU (UPA), PTGS2 (COX2),
SERPINE1 (PAl), SPHK1, TEK, THBS1 (TSP1), TYMP, VEGF

Constricdo e
vasodilatacéo

ACE, AGT, AGTR1, ALOX5, APOE, CALCA, CAV1, CX3CL1, EDNI,
EDN2, EDNRA, F2R (PAR1), HMOX1, ICAM1, NOS3 (eNOS), NPPB,
NPR1, PTGIS, PTGS2 (COX2), SOD1

ACE, AGT, AGTR1, ALOX5, APOE, CALCA, CCL2 (MCP1), CCL5
(RANTES), CX3CL1, EDNRA, F2R (PAR1), F3, FN1, HIF1A, HMOX1,

Inflamagdo IL1B, IL6, NPPB, PTGS2 (COX2), SELE, SPHK1, TGFB1, THBS1
(TSP-1), TNF, VCAML.
ANXA5, BAX, BCL2, BCL2L1 (BCLXL), CASP1 (ICE), CASP3, CAV1,
CCL2 (MCP1), CCL5 (RANTES), CFLAR (Casper), CX3CL1, EDNL,
Apoptose EDNRA, FAS (TNFRSF6), FASLG (TNFSF6), FGF2 (BFGF), HIF1A,

HMOX1, IL1B, IL3, IL6, IL7, OCLN, PF4, PTK2 (FAK), SPHK1, TEK
(TIE2,TIE2), THBS1 (TSP1), TNF, TNFSF10 (TRAIL).

continua
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conclusao
V'.as . Genes Relacionados
Funcionais
ADAM17 (CD156b), AGT, BCL2, CALCA, CDH5, COL18A1, CX3CL1,
Moléculas de ENG (EVI1), FGF1, FN1, ICAM1, IL1B, ITGAS5, ITGAV, ITGB1, ITGB3,
adesio KDR (VEGFR3), PDGFRA, PECAM1, PLAU (UPA), PLG, PTK2 (FAK),
SELE, SELL (LECAM1), SELPLG (PSelectin), SERPINE1 (PAI1),
TGFB1, THBS1 (TSP1), TNF, VCAM1, VEGFA, VWF
ANXA5, CAV1, EDN1, F2R (PAR1), F3, FN1, MMP1, PECAM1, PF4,
Coagulacdo PLAT (TPA), PLAU (UPA), PLG, PROCR (EPCR), PTK2 (FAK), SELL
(LECAM1), SELPLG (P-Selectin), SERPINE1 (PAI-1), TEK (TIE-TIE2),
TFPI, THBD, THBS1 (TSP-1), TIMP1, VWF
Ativacio APOE, CX3CL1, F2R (PAR1), FN1, IL11, IL6, ITGB3, NOS3 (eNOS),
plaquetéria PDGFRA, PECAML1, PF4, PLG, SERPINE1 (PAI-1), SOD1, TGFB1,
THBD, THBS1 (TSP-1), TIMP1, VEGFA, VWF.

*por método de gPCR Array (cédigo PAHS-015Z, QIAGEN)

3.7.2 Analise de miRNAs no tecido e no plasma pela qPCR array

O fluxograma contendo as etapas do experimento esta apresentado na
Figura 9. A primeira etapa do experimento foi a extragdo de miRNA do tecido
da aorta abdominal e do plasma. No caso de utilizar o tecido para a analise,
um fragmento de + 20 mg de tecido da aorta abdominal foi homogeneizado
utilizando-se o equipamento Tissue Rupter® com probes descartaveis
(QIAGEN, GmbH, Hiden, Alemanha). Em seguida, foi feita a extracdo de
RNA total, que também inclui os miRNAs, com o produto comercial RNeasy
Fibrous Tissue Mini (QIAGEN, GmbH, Hiden, Alemanha). A extracdo de
miRNA do plasma foi realizada utilizando-se o kit miRNeasy Serum/Plasma
(QIAGEN, GmbH, Hiden, Alemanha) de acordo com o protocolo do
fabricante.

As amostras de miRNA obtidas foram quantificadas no aparelho
Qubit® 2.0 de quantificacdo fluorométrica (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA) utilizando-se o kit Qubit® microRNA assay
(LifeTechnologies, Forest City, EUA). Essas amostras de miRNA foram
guardadas no congelador a -80°C até a proxima etapa do experimento. Apos
essa primeira etapa de extracdo de mMIRNA, todos os procedimentos

seguintes seguiram de modo igual para tecido e plasma.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=5340
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=5054
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=6647
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=7040
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=7056
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=7057
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=7076
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=7422
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=Graphics&list_uids=7450
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Para a analise pela qPCR array, os miRNAs foram transcritos,
primeiramente, para cDNA, utilizando-se o kit RT2 First Strand (QIAGEN,
GmbH, Hiden, Alemanha). O cDNA obtido foi armazenado a -20°C até a
realizacdo da gPCR array.

Realizou-se o controle de qualidade das amostras de cDNA utilizando-
se placa de miScript miRNA QC PCR array (cédigo MIHS-989ZE-1, QIAGEN
GmbH, Hilden, Alemanha) que contém controle de 4 miRNAs (cel-miR-39-
3p, cel-miR-16-5p, cel-miR-21-5p, cel-miR-191-5p), 3 non-coding RNA
(SNORD 61, SNORD 95, SNORD 96A), miRTC (controle da transcricao
reversa) e PPC (controle positivo da PCR) para cada amostra. Somente as
amostras com pureza e qualidade satisfatérias foram utilizadas para o
experimento da qPCR array.

As expressoes de miRNA do tecido da aorta abdominal e do plasma (6
casos e 6 controles) foram analisadas utilizando-se placa comercial
denominada Human miFinder 384HC miScript miRNA PCR Array (cédigo
MIHS-3001Z, QIAGEN GmbH, Hilden, Alemanha) que detecta o perfil de 372
mMiRNAs cuja expressdo é abundante na maioria dos tecidos e fluidos, e
também sdo mais bem caracterizados no registro do banco da miRBase
(www.miRNase.org). A relacdo dos 372 miRNAs analisados encontra-se no
site da Qiagen (https://www.giagen.com/br/shop/pcr/primer-sets/miscript-
mirna-pcr-arrays?catno=MIHS-3001Z#geneglobe). A gPCR foi realizada no
equipamento QuantiStudio® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA),
e a analise dos resultados foi feita pelo software de analises da Qiagen pelo
método de quantificacéo relativa (Z'MCT), o qual informa o numero de vezes
gue um determinado mMiRNA foi mais/menos expresso (fold change) no
grupo caso em relacao ao grupo-controle.

Por fim, a analise funcional e a avaliacdo da interagdo da expressao
génica e do perfil de miRNAs com AAA foram realizadas pelo programa
Ingenuity Pathways Analysis—IPA (QIAGEN GmbH, Hilden, Alemanha).
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Figura 9 - Fluxograma da analise de expressdo de miRNA pela qPCR array.

3.7.3 Andlise de metilagao do DNA no tecido da aorta abdominal

Para a extragcdo de DNA gendmico do tecido da aorta abdominal, os
tecidos obtidos durante a cirurgia de reparacdo do aneurisma (n=6) e de
doadores de Orgdos para transplante (n=6) foram, primeiramente,
homogeneizados com Tissue Rupter® utilizando-se probes descartaveis
(QIAGEN, GmbH, Hiden, Alemanha) e, em seguida, os reagentes do kit
DNeasy blood and tissue (QIAGEN, GmbH, Hiden, Alemanha) foram
empregados para a extracao.

A quantificagdo foi determinada pelo espectrofotometro Qubit®
(LifeTechnologies, Forest City, EUA) e a verificacdo da pureza foi feita pelo
sistema Agilent Technologies 2200 TapeStation (Agilent Technologies Inc.,
Santa Clara, EUA). Somente as amostras de DNA com pureza satisfatoria
(A206/A280 por volta de 2,0) foram aproveitadas para a analise de
metilacdo. Essas amostras foram estocadas a -20°C até o momento da
analise. Utilizou-se a qPCR array para a andlise de 22 genes (Quadro 2) da
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via de estresse e toxicidade (EpiTect Methyl Il para a analise de metilagdo -
codigo: EAHS-581Z, QIAGEN, GmbH, Hiden, Alemanha). O fluxograma da
analise de metilacdo contendo os resultados em percentagem de metilacdo

estéo ilustrados na Figura 10.

Quadro 2 — As vias de estresse e toxicidade e 0s respectivos genes que
foram analisados no estudo de metilacao.

Vias funcionais Genes

BNIP3, CYP1Al, GPX3, PRDX2, PTGS2

Stress oxidativo (COX2), SCARA3

ATM, BRCA1, CCND1, GADD45A, GADD45G,

Danos ao DNA MLH1, MSH2, TP53, XPC

Resposta a falha na estruturacéo INSIG1, UBE2G2

proteica
Sinalizag&o da hip6xia CSTB, RARA
Proteina de Heat Schock DNAJC15

ATM, CDKN1A (p21CIP1/WAF1), GADD45A,

Crescimento e senescéncia GDF15 (PLAB), MSH2, TP53.

Inflamacao PRDX2, PTGS2 (COX2).

Antiapoptética BNIP3, CDKN1A (p21CIP1/WAF1), PRDX2.

BRCA1, CCND1, CDKN1A (p21CIP1/WAF1),

Proliferacdo e carcinogenica CYP1Al, PRDX2, PTGS2 (COX2), TP53.
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Figura 10 - Fluxograma da andlise de metilacdo do DNA.

Os DNAs foram extraidos a partir dos tecidos de AAA de individuos submetidos a cirurgia
de corre¢do (n=6) e de doadores de 6rgdos (n=6). As amostras de DNA obtidas foram
tratadas com enzimas de restricdo em 4 condi¢Bes distintas; seguiu-se da adi¢cdo dos
reagentes CYBR® green, amplificac@o no aparelho de Real Time PCR e andlise dos dados
no programa estatistico da Qiagen (QIAGEN GmbH, Hilden, Alemanha).

3.8 Analise histolégica

As amostras da aorta abdominal foram fixadas em solugcéo de formol a
10% tamponado por 24 a 48 horas e, depois, incluidas em blocos de
parafina. Os blocos foram seccionados no sentido longitudinal em cortes de
50 pm de espessura utilizando-se o micrétomo (American Optical y
Reichert, New York, EUA). Em seguida, os cortes foram fixados em laminas
e submetidos as seguintes coloracdes: hematoxilina-eosina, tricromico de

Masson e Verhoef.
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Apbés a coloracdo, as laminas foram escaneadas no aparelho
Scanscope CS System (Aperio Tecnologies, Inc., CA, USA), com objetiva
Olympus UPlanSApo 20x com especificagcbes 20x/0,75 acoplada ao
escaner, gerando arquivos de imagem no formato svs. As imagens
digitalizadas foram analisadas por meio do programa Aperio ImageScope
View Software (Aperio Tecnologies, Inc., CA, USA), uma nova tecnologia
que dispensa 0 uso do microscopio Optico. Esta analise foi feita em
colaboracdo com o Laboratério de Patologia Cardiaca do Instituto do
Coragdo — HC FMUSP. As amostras foram analisadas selecionando-se o
algoritmo de macro para marcagédo nuclear e de membrana documentado
pelo Software Image Scope. O programa fornece como resultado o
percentual da area tecidual total sobre a intensidade de marcacdo. Nesta
pesquisa, foram realizadas as andlises histolégicas dos tecidos pelo método
de Verhoef para marcacdo das fibras elasticas e pelo método tricromico de

Masson para coloracéo de fibras colagenas.

3.9 Analise estatistica

Para gerenciamento do banco de dados, foi utilizado o programa Excel
da Microsoft Office, e para execucdo dos calculos estatisticos e a
elaboracdo dos graficos, foram utilizados os programas Graph Pad Prism
(California Corporation, CA, EUA) e IBM SPSS Statistics for Windows,
versdo 20 (IBM Corporation, Armonk, NY, EUA). As variaveis categoricas
foram apresentadas como numeros absolutos e relativos, e as variaveis
continuas, apresentadas como média ou mediana, conforme a normalidade
da distribuicio da amostra avaliada pelo teste Kolmogorov-Smirnov. As
variaveis continuas dependentes com distribuicdo normal foram analisadas
pelo teste T pareado, e as amostras que néo tinham distribuicdo normal

foram analisadas pelo teste ndo paramétrico de Friedman.
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Para as variaveis continuas independentes com distribuicdo normal, a
andlise foi feita por teste t de Student, e as variaveis sem distribuicdo normal
foram analisadas por método ndo paramétrico de Mann Whitney ou Kruskal
Walllis dependendo do numero de grupos a ser analisado. Em todas as

analises, o nivel de significancia considerado foi de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Dados biodemograficos e clinicos da populagao de estudo

As caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais dos
participantes dos grupos CASO (n=14) e CONTROLE (n=36) estao
resumidas na Tabela 3. Os dados clinicos e laboratorias dos individuos
doadores de érgaos sem aneurisma (controle de tecido n=7) foram coletados
dos prontuarios no setor de captacdo de 6rgaos do IDPC e encontram-se
registrados no Apéndice A.

Os grupos CASO e CONTROLE revelaram caracteristicas
homogéneas na maioria das variaveis consideradas. No entanto, houve
diferenca significativa entre os dois grupos em relacdo ao género
(p=0,0314), com predominio dos homens (71,4% para 13%) no grupo
CASO, como também em relacdo a presenca de DAC (35,7% para 8,3%;
p=0,0304) e a concentracao de creatinina sérica (1,3 mg/dl para 0,9 mg/dl;
p=0,001). As concentracfes de colesterol total e LDL-colesterol séricas
foram significantemente mais elevadas no grupo de controle, com p= 0,0191
e p=0,0268, respectivamente.

No grupo CASO, o didmetro transverso médio dos AAA foi de 5,9 cm,
com variagdo entre 4,8 a 8,0 cm. Apenas trés dos 14 participantes
apresentaram sintoma de dor abdominal, tendo um deles (diametro= 6,0 cm)
idade de 85 anos e dois eram do género feminino, com idades de 75 e 77
anos, com diametros de AAA = 6,4 e 4,8 cm, os quais foram submetidos a
cirurgia de emergéncia. Um individuo apresentou quadro de isquemia critica

de membro inferior e AAA com diametro = 4,8 cm.
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Tabela 3 - Dados biodemogréficos e clinicos da populacao de estudo.
Grupos de Tratame nto

Variaveis Cirdrgioo (n=14) Clinico (n=36) *p<006

Idade (média) 72,6 75,4 0,1557
Género[homens ) 10(71,4%) 13(36,1%) 00314 =

HAS 12(85,7%) 28(77.8%) 0,5287

Diabetes 3(2,4%) 10(27,7%) 0,6458
Dislipidemias B(57,1%) 28(77.7%) 0,1445
Tabagismo 11(78,6%) 18 (50 %) 0,1099

DIAC 5(35,7%) 3(8,3%) 0,0304 *

Historia familiar de aneurisma 3(21,4%) 1(2,8%) 00812
INC [Kgfem 25,59 pij 07134

Medi @mentos

Estatinas 12 (85,7%) 24 (66,6%) 0,2945
IECA 5(42,8%) 10(27,7%) 0,3304
BRA 3(21,4%) 12(33,3%) 0,5067

P Blogueador B(57,1%) 11(30,5%) 0,1098

Dados laboratoriais

Glicemia (mg/dl) 35,2 100,1 0347
Colesterol total (mg/dl) 155,3 1812 0,0191 *
HDL [me/dl) 48,4 51,8 0,5820

LOL (mg/dl) 79,6 1039 0,0268 *
Triglicerides (mg/dl) 1387 1271 0,6753
addo urico [mg/dl ) 5B 5,4 0,4558
PCR (mg/dl) 0,56 0,66 0,4364
Creatinina (mg/dl) 1,308 0,94 0,001 *

HAS- hipertenséo arterial sistémica; DAC- doenga arterial coronaria; IMC-
indice de massa corporal; IECA- inibidor da enzima conversora da
angiotensina; BRA- bloqueador dos receptores da angiotensina; PCR-
proteina C reativa (ultra sensivel).

4.2 Perfil de expressao génica em TECIDOS: AAA vs controle

Para a analise de expressao génica e de miRNA, foi utilizado o método
de arranjos conhecido como gPCR array. Esse método consegue discriminar
com acuréacia diferentes perfis de expressdo génica e miRNA, mesmo em
amostras com poucos individuos*?®. Por essa razdo, optou-se por estudar
um numero maior de genes e miRNAs em uma amostra menor (6 individuos
em cada grupo), porém representativa e bem caracterizada, e, apds uma
analise e selecdo criteriosa de potenciais biomarcadores de AAA, poder

realizar, futuramente, a validacado desse marcadores numa amostra maior.
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Analisou-se, comparativamente, o perfil de expressao génica em
amostras tecidos com (n=6) e sem AAA (n=6), utilizando a qPCR array que
avalia 84 genes relacionados ao endotélio vascular humano
simultaneamente.

Inicialmente, as amostras de RNA extraidos do tecido da aorta foram
testadas quanto a expressdo de 2 genes enddgenos (ACTB e HPRTL1),
eficiéncia da transcricdo reversa (RTC), controle positivo da PCR (PPC),
controle negativo da transcricdo reversa (NRT), contaminacdo de DNA
gendmico (GDC) e controle branco (NTC). Este teste de controle de
qualidade se fez necessério devido a exigéncia do fabricante para garantir
resultados fidedignos na analise de expressdo génica pela qPCR array. E
importante ressaltar que todas as amostras analisadas foram aprovadas no
controle de qualidade. Os resultados estdo apresentados no Apéndice B.

Os resultados indicaram 4 genes (SPHK1, TYMP, ALOX5 e HIF1A)
com a expressao significantemente maior nos tecidos com AAA, e outros 6
genes (PTGIS, CX3CL1, ITGB1, COL18Al1, FN1 e AGTR1) com expresséo
significantemente menor nos tecidos com AAA, quando comparados com o
grupo-controle (Quadro 3). Observamos que o gene SPHK1 foi quase 6
vezes mais expresso no grupo AAA do que no grupo-controle. Por outro
lado, o gene PTGIS foi quase 9 vezes menos expresso no AAA do que nos

controles.
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Quadro 3 — Comparacdo da expressao génica dos tecidos da aorta de
individuos com AAA em relacdo ao grupo-controle.

- Regulacdo P ositia
Simbolo do gene Nome do gene (Foide Change ) Valordo p=0,05
SPHE1 Sphingosine kinase 1 h 8665 0008782
TYMP Thymidine phosphorviase 3,5792 0011833
ALOXE Arachidonate 5lipoxygenase 2,8547 0011344
HIF 14, Hvpoxia inducible factor 1, alpha subunit 25201 0,044135
. Regulacdo Megativa
Simbolo do gene Nome do gene (Foide Change ) Valordo p=0,05
PTGIS P mstaglandin 2 (prostacycling synthase 8,754 0,031336
CX3CL Chemokine (C-3-C motif) ligand 1 55,0835 0017485
[TGB1 Integrin, beta 1 (ibronectin receptor) 4,162 0038204
COL18A1 Collagen, type XM, alpha 1 -3, 1693 0013109
FHA Fibronectin 1 -2,9468 0, 040655
AGTRI Angiotensin Il receptor, type 1 -2,6193 00215583

Estdo listados os genes regulados positivamente e os genes regulados negativamente,
ambos com mudanca de regulacdo (fold change) de, pelo menos, 2 vezes. Somente foram
listados os genes que tiveram diferenga estatisticamente significante (p<0,05).

4.3 Perfil de expressdao de miRNAs em TECIDOS: AAA vs controle

Analisou-se, comparativamente, a expressdo de 372 miRNAs nos
tecidos de AAA com o grupo-controle e todas as amostras testadas tiveram
qualidade satisfatéria (Apéndice C).

Entre os miRNAs analisados, identificaram-se 59 miRNAs com
diferenca de expressdo no tecido de pacientes com AAA quando
comparados ao grupo-controle. Vinte e quatro deles apresentaram
expressdo aumentada de, pelo menos, 2 vezes (Quadro 4). Os miRNAs hsa-
let-79-3p e hsa-mir-1207-5p apresentaram expressao quase 10 vezes maior
no tecido de AAA. Também foram identificados outros 35 miRNAs com a
expressao significantemente menor no AAA de, pelo menos, 2 vezes em
relacdo ao CONTROLE. E interessante observar que a expressdo de hsa-
mir-23b-3p foi 20 vezes menor nos tecidos de individuos com AAA. A
comparacao das mudancas de regulacéo (fold change) entre os grupos foi
realizada por teste t ndo pareado, e somente os mMiIRNAs que tiveram
diferencas estatisticamente significantes (p<0,05) com mudancas de

regulagéao = 2 foram apresentados no Quadro 4.
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Quadro 4 — MiRNAs diferentemente expressos no tecido de individuos com
AAA em relacdo ao grupo-controle

miRNAs regulagio positiva miRNAS regulagéo negativa
(fold change) (fold change)

hsa-let-7g-3p 9,85 hzalet-73 5p -2,02
hsa-miR-1207-5p 9,27 hsa-let-7c-5p 2,14
hsa-miR-142-3p 7,2 hsa-miR-100-5p 2,75
hsa-miR-144-5p 554 hsa-miR-125a-5p 27
hsa-miR-150-5p 7,5 hsa-miR-125b-5p -3,52
hsa-miR-155-3p 3,54 hsa-miR-133a-3p 9,33
hsa-miR-15b-3p 4,58 hza-miR-133b 7,95
hza-miR-16-5p 2,16 hza-miR-140-3p 4,55
hsa-miR-181a-3p 4,55 hza-miR-140-5p -2,96
hsa-miR-182-5p 3,34 hza-miR-143-3p 7,31
hsa-miR-200c-3p 2,08 hza-miR-143-5p 9,2
hsa-miR-212-3p 2,09 hsa-miR-145-5p T15
hsa-miR-29a-5p 2,98 hza-miR-145-3p 5,42
hza-miR-31-5p 6,08 hsa-miR-193a-3p 2,58
hsa-miR-338-3p 4,87 hsa-miR-193a-5p 3,12
hsa-miR-34b-3p 2,05 hsa-miR-193b-3p 311
hsa-miR-34c-5p 2,53 hsa-miR-193b-5p -2,51
hsa-miR-363-3p 3,28 hsa-miR-196k-5p 4,73
hsa-miR-378a-3p 2,05 hza-miR-23a-3p 2,07
hsa-miR-3783-5p 2,19 hsa-miR-23b-3p -20,83
hsa-miR-425-5p 2,32 hza-miR-23b-5p 2,67
hsa-miR-451a 5,61 hsa-miR-24-3p 2,31
hsa-miR-454-3p 3,09 hsa-miR-27b-3p -3,67
hsa-miR-542-5p 2,62 hza-miR-27b-5p 5,24
hsa-miR-28-3p 2,32
hza-miR-28-5p 2,15
hsa-miR-29%-2-3p -2,69
hza-miR-328-3p 3,78
hsa-miR-331-5p 4,52
hsa-miR-365b-3p 3,14
hza-miR-504-5p 5,96
hsa-miR-574-3p 2,16
hza-miR-744-5p 2,62
hza-mik-99%-3p -2,8
hza-miR-99b-5p 3,22

Estdo listados os miRNAs com expressdo regulada positivamente e os regulados
negativamente. A expressdo de miRNAs foi analisada por Human miFinder 384HC miScript
miRNA PCR Array (MIHS-3001Z, QIAGEN GmbH, Hilden, Alemanha) e calculou-se o
namero de vezes de mudancga de regulacéo (fold change) por método de 2% ytilizando-se
a plataforma estatistica da Qiagen®.
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4.4 Perfil de expressao de miRNAs em PLASMA: AAA vs controle

Analisou-se, comparativamente, o perfil de expressdo de miRNAs
circulantes entre amostras de plasma de individuos do grupo CASO e do
grupo-controle. Das 6 amostras de plasma obtidas do grupo CASO, apenas
3 foram aprovadas no teste de controle de qualidade, com PPC-miRTC =
7,0, mas foram suficientes para dar prosseguimento a analise (Apéndice C).
O numero de miRNAs diferentemente expressos entre os dois grupos foi
muito menor no plasma do que no tecido da aorta.

Foram identificados oito miRNAs significantemente mais expressos
(p<0,05) no plasma do grupo de individuos com AAA, entre eles, destaca-se
0 MiR-328-3p, cuja expressao foi quase 24 vezes mais elevada (Quadro 5).
Os resultados também apontaram 9 miRNAs com expressao
significantemente menor, entre eles, let-7c-5p, let7d-5p e miR-139-5p, os
quais apresentaram expressfes entre 10 e 15 vezes menores no plasma
dos individuos com AAA.

Quadro 5 - MiRNAs diferentemente expressos no plasma de individuos com
AAA em relacdo ao grupo-controle

miRNAs requlagio positiva miRNAs requlagio negativa
(fold change) (fold change)

hsa-miR-127-3p 3,62 hza-let-7c-5p 15,99
h=a- miR-184 5,11 h=a-let-7d-5p 11,556
hsa-miR-328-3p 23,96 hsa-miR-10a-5p 4,38
hsa-miR-370-3p k52 hza-miR-138-5p 14 45
hsa-miR-421 4,81 h=a-miR-192-5p 5,48
hsa-miR-4859-3p 347 hsa-miR-29b-3p 8,45
hsa-miR-490-3p 6,19 hsa-miR-361-5p 5,57
hsa-miR-661 5,21 h=sa-miR-486-3p -3, 19

hsa-miR-491-5p 2,74

Estdo listados os miRNAs com a expressdo regulada positivamente e os regulados
negativamente. A expressdo de miRNAs foi analisada por Human miFinder 384HC miScript
miRNA PCR Array (MIHS-3001Z, QIAGEN GmbH, Hilden, Alemanha) e calculou-se o
namero de vezes de mudanca de regulacdo (fold change) por método de 2% ytilizando a
plataforma estatistica da Qiagen®.
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4.5 Perfil de metilagao em TECIDO: AAA vs controle

Analisou-se o grau de metilacdo de DNA da regido promotora de 22
genes relacionados a estresse oxidativo e toxicidade nos tecidos de AAA
comparados com o0 grupo-controle de tecido. Os resultados detalhados
contendo percentagem de DNA metilado e ndo metilado de cada gene em
cada individuo estdo apresentados no Apéndice D.

Os nossos dados indicaram que a maioria dos genes analisados (21/22
ou 95,5%) se encontra no estado nao metilado, tanto nos tecidos com AAA
guanto no controle. A Figura 11 mostra que somente o gene GDF15 (Growth
differentiation factor 15), o fator 15 de crescimento e diferenciacdo, esta

significantemente mais metilado no grupo AAA (p=0,0006).
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Figura 11 - Comparacéo do grau de metilagdo de DNA entre os tecidos com

AAA e os controles.

Grau de metilacdo de DNA em 22 genes relacionados com estresse e toxicidade do EpiTect
Methyl 1, EAHS-5817 (QIAGEN, GmbH, Hiden, Alemanha), no grupo de aneurisma da aorta
abdominal (AAA) e controle. A analise comparativa do grau de metilagéo foi feita por teste
ndo paramétrico de Mann-Whitney (a=0,05). * indica o gene com grau de metilagdo
significantemente diferente entre os grupos (p=0,0006).
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4.6 Analise histopatolégica

4.6.1Coloracéao pelo método de Verhoeff para fibras elasticas

Realizou-se a coloracdo de Verhoeff para avaliar as fibras elasticas nos
tecidos com AAA (casos) e aorta sem aneurisma (controles).

A Tabela 4 apresenta a percentagem individual e média de marcacao
em area total, e em 1mm da camada média-intima e adventicia da aorta. Os
resultados indicaram presenca significantemente menor de fibras elasticas
nos tecidos com AAA, tanto na camada meédia-intima (44,6% vs 17,5%,
p=0,0022) quanto na adventicia (46,4% vs 9,7%, p=0.0003).

Tabela 6 - Resultados da coloracéo pelo método de Verhoeff para detectar
fibras elasticas.

Mimero da M eédia-intim a total (%) 1mm M édia-intima (%)

amostra Cazo= Controles Caso=s Controles

1 3,70 13,79 1,440 15,65

2 1,70 10,75 1,60 9, 93

3 3,30 &, 80 1,20 2,459

4 1,40 9,31 a,7Fo 13,20

= 2,50 24 59 0,33 25,80

= 0,40 34, 69 0,40 34,85

7 1,20 22TV 0,83 18,02

2 0,20 - 0,85 -

nMedia (36) 1,89 17 .53 0,91 17,14 I

o= 0.05 p =0.0003 p = 0.0003

As imagens digitalizadas foram analisadas no programa Aperio ImageScope View Software
(Aperio Tecnologies, Inc., CA, USA).

Os resultados estéo apresentados em percentagem, individualmente e em média do grupo,
referente a area total e 1mm do tecido.

4.6.2Coloragdo pelo método Tricromico de Masson para fibras
colagenas

O método Tricromico de Masson foi utilizado para identificacdo de
fibras colagenas. Na comparacdo dos resultados de marcacdo entre o0s
tecidos com AAA (casos) e sem AAA (controles), ndo foi observada

diferenca significante na quantidade de fibras colagenas, tanto na camada
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média-intima (35,6% vs 34,3%, p=1,00) quanto na camada adventicia da
aorta (19,3% vs 26,7%, p=0,2810).

Tabela 7 - Resultados da coloracéo pelo método Tricrobmico de Masson para
detectar as fibras colagenas.

NuUmero da | Média-intima total (%) | 1mm Média-intima (%) | Adventiciatotal (%) [1mm de Adventicia (%)

amostra Casos Controles Casos Controles Casos Controles Casos Controles
1 31,32 34,08 32,55 27,10 12,32 17,07 13,66 14,93
2 17,88 51,64 14,71 47,58 5,77 32,81 2,85 40,92
3 55,32 39,93 56,62 61,70 26,83 34,82 35,00 41,12
4 50,23 22,87 46,57 26,31 38,54 23,28 46,51 24,90
5 59,92 19,76 64,07 19,84 17,32 13,50 15,64 6,73
6 9,13 23,70 8,01 27,53 24,53 20,88 22,98 17,67
7 19,38 48,19 12,05 54,70 11,15 44,86 12,42 50,78
8 41,60 41,94 18,30 14,32

Média (%) 35,60 34,31 34,57 37,82 19,35 26,75 20,42 28,15
a=0.05 p=1.00 p =0.7789 p =0.2810 p =0.2810

As imagens digitalizadas foram analisadas no programa Aperio ImageScope View Software
(Aperio Tecnologies, Inc., CA, USA).

Os resultados estdo apresentados em percentagem, individualmente e em média do grupo,
referente a area total e 1mm do tecido.

Figura 12 - Imagens histologicas de tecido-controle e tecido com AAA.
A e B- Tecido-controle - notam-se as camadas da parede arterial bem definidas: A)
marcacao de fibras elasticas (cor preta) e B) marcacao de fibras colagenas (cor azul). C e D
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Tecido com AAA - nota-se desorganizacdo das camadas da parede arterial: C) marcagéo de
fibras elasticas e D) marcacdo de fibras colagenas. As imagens digitalizadas foram
analisadas no programa Aperio Image Scope View Software (Aperio Tecnologies, Inc., CA,
USA).

4.7 Analise funcional utilizando o program IPA /ngenuity®

Foi utilizado o software Ingenuity Pathway Analysis® (IPA)
(http://www.ingenuity.com/) para predicdo da relacdo entre os genes, e 0S
mMiRNAs identificados nos tecidos de AAA e controles, cujas expressdes
foram significantemente maiores ou menores de, pelo menos, 2 vezes. Esse
programa utiliza algoritmos com base nas literaturas publicadas e indexadas
em principais bancos de referéncias, ou seja, 0s genes ou miRNAs e as
relacBes ainda ndo descritas ndo aparecerao na analise.

Na analise, foram incluidos 10 genes (Quadro 3) e 59 miRNAs (Quadro
4) diferentemente expressos no TECIDO do nosso estudo. Além disso,
foram adicionados a figura os genes LTB4R e APOE, os quais
conhecidamente foram associados com AAA™*1°  As interaces diretas
(linhas completas) e indiretas (linhas pontilhadas) entre os genes e o0s
mMiRNAs s&o apresentados na Figura 13.

Por meio dessa figura, pode-se observar que a analise de predi¢céo
esteve compativel com a grande maioria dos achados diferenciais de
expressdo génica encontrados no presente estudo. Houve concordancia de
ativacdo com a expressdo dos genes ALOX5 e SPHK1, enquanto houve
concordancia de inibicdo com os genes AGTR1, FN1, ITGB1, PTGIS e
CX3CL1. A expressédo génica de COL18Al1 e HIF1A né&o foi concordante
com a analise de predicao realizada, ao mesmo tempo em que 0 gene
TYMP nédo apresentou relagbes com as moléculas adicionadas na figura e

nao foi demonstrado.
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Figura 13 - A interacdo entre os genes e miRNAs diferentemente expressos

no tecido de pacientes com AAA.

Foi realizada predicdo por meio do software Ingenuity Pathway analysis® (IPA)
(http://www.ingenuity.com/). Os genes marcados em cor azul (PTGIS, AGTR1, FN1, ITGB1,
HIF1A, CX3CL1 e APOE) indicam inibicdo e os genes marcados em cor laranja (COL18A1,
ALOX5, SPHK1 e LTB4R) indicam ativacdo. Os miRNAs marcados em cor verde sdo o0s
menos expressos e 0s mMiRNAs marcados em tons diferentes de vermelho sdo os mais

expressos.
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5 DISCUSSAO

O tratamento convencional do AAA em risco de ruptura € a cirurgia
reparadora, que consiste em insercdo de um enxerto intraluminal via acesso
aberto até a aorta aneurismatica. Recentemente, a cirurgia convencional
tem sido substituida por procedimentos endovasculares, mas ambos os
métodos apresentam riscos operatérios e parecem ser eficazes apenas na
prevencdo de ruptura adrtica’. Até o momento, nenhuma abordagem
alternativa foi identificada como eficaz na limitacdo da progressdo do AAA
em seres humanos. O que falta, atualmente, € uma compreensao detalhada
dos mecanismos fisiopatol6gicos envolvidos no desencadeamento e na
evolucédo de AAA. Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo
identificar genes e 0s mecanismos epigenéticos envolvidos na regulacdo da
patogénese do AAA, na busca de alvos moleculares para a prevencao, o
monitoramento e o tratamento da doenca.

A caracterizacado da populacdo de estudo € primordial para qualquer
pesquisa. No presente estudo, a populacédo avaliada é bastante homogénea
em varios aspectos, exceto em algumas variaveis, tais como predominio de
género masculino no grupo CASO. Esse dado esta de acordo com a
literatura, que também aponta o predominio do género masculino e de DAC
em individuos com AAA™,

Quanto a prevaléncia de dislipidemias, o grupo-controle foi maior
(77,7%) em comparacao ao grupo CASO (57%), provavelmente atribuido ao
maior uso de estatina por este grupo (85,7% versus 66,6%), medida
recomendada pelas diretrizes no controle dos fatores de risco para doencgas
cardiovasculares, dentre elas, 0 AAA'®,

A creatinina sérica mostrou diferenca significativa (p=0,001) entre os
dois grupos, cujos niveis mais elevados foram registrados no grupo CASO,
possivelmente, refletindo maior carga de doenca sistémica aterosclerética
nesse grupo.
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O tabagismo, principal fator de risco para AAA, foi mais prevalente no
grupo CASO (78,6% para 50%), concordando com a maioria dos estudos,
apesar de ndo apresentar significancia estatistica (p=0,1099), o que pode
ser em razdo do tamanho pequeno da amostra*’.

No presente trabalho, utilizou-se o sistema de arranjos (array) para a
analise de metilacdo de DNA, de expressdo génica e de miRNAs, com o
propésito de analisar, simultaneamente, 0 maior nUmero possivel de genes e
MiRNA.

Nos experimentos de expressao génica, foram analisados 84 genes
relacionados a funcdo do endotélio vascular humano, dos quais quatro foram
significantemente mais expressos no tecido com AAA quando comparado ao
tecido sem AAA (SPHK-1, TYMP, ALOX5 e HIF1A). Esses genes estao
relacionados com 0s processos de angiogénese, inflamag&o, apoptose e

remodelamento vascular.

e O gene SPHK-1 codifica para a esfingosina cinase-1, cuja funcéao é
fosforilar a esfingosina para formar o fosfato de esfingosina-1, um
potente lipidio que atua na sinalizacdo intra e extracelular via TNFa
e NFkB, modulando a resposta inflamatéria, apoptose e
angiogénese. Além disso, Munzer e colegas mostraram em
modelos de knockout que a esfingosina cinase-1 regula
negativamente a ativacdo plaquetaria e a formac&o de trombos™**.

e O gene TYMP codifica para uma enzima chamada timidina
fosforilase (TP) que tem fungdo importante no metabolismo de
nucleotideos. Essa enzima € um alvo molecular para o desenho de
inibidores enzimaticos com possivel uso na terapia do cancer, visto
gue essa enzima se encontra superexpressa em alguns tipos de
tumores sdlidos e sua atividade -catalitica é essencial para

132133 Haraguchi e colaboradores™®*

promo¢do da angiogénse
mostraram que a TP é essencial no processo de angiogénese e a

sua acao € inibina na presenca de 6-amino-5-clorouracil, um
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inibidor de TP, sugerindo que é necesséria a atividade enzimatica

de TP na angiogénese.

Tem sido descrito também que a TP tem um efeito semelhante ao fator
de crescimento de células endoteliais derivado de plaquetas (PD-ECGF).
Embora o mecanismo de acdo da TP na angiogénese ainda nao seja
conhecido, os dados da literatura mostram que a TP ndo é um fator de
crescimento, mas, indiretamente, participa da angiogénese por meio da
quimiotaxia de células endoteliais e outras células®®. Por outro lado, Li e

colaboradores®®*®

mostraram que a expressao aumentada de TP regula
positivamente heme oxygenase (HO)-1 e, consequentemente, o aumento de
p27(KIP1) em cultura de células musculares lisas do vaso inibindo, assim, a
migracdo e proliferacdo dessas células in vitro e in vivo. Os mesmos autores
afirmam que a TP representa um alvo promissor para tratamento de

doencas obstrutivas do vaso.

e O gene HIF1A codifica para um fator de crescimento induzido pela
hipéxia (FIH-1a). O aumento da transcricdo desse fator pelas
células endoteliais em resposta a isquemia aumenta a producédo de
VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) e o seu receptor
(VEGF-R) e, por consequéncia, a ativacdo do endotélio vascular*®’.
Em placa de aterosclerose, a transcricdo do fator FIH-1a foi
associada ao fendtipo inflamatério da placa e com alta expressao
do VEGF. FIH-1a também estd mais expresso em macréfagos
ativados™®, podendo contribuir para angiogénese, inflamacéo e
apoptose.

e O gene ALOXS5 caodifica a 5-lipoxigenase que tem papel importante
na sintese de leucotrienos a partir do 4cido araquidénico, e sabe-se
gue os leucotrienos sdo mediadores inflamatérios potentes.
Bhamidipati e colegas'®’, por meio dos resultados observados em
modelos de knockout, concluiram que a inibicdo de 5-lipoxigenase

por agentes farmacologicos ou abordagens genéticas atenua a
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progressdo do aneurisma e previne a fragmentagdo da camada
média da aorta. Alvos terapéuticos focando na via da 5-

lipoxigenase podem ter potencial no tratamento de AAA.

Dos genes que tiveram a expressao significantemente menor nos
tecidos com AAA, destacam-se o PTGIS, CX3CL1, ITGB1, COL18A-1, FN1
e AGTR1, cujas fungbes sao descritas a seguir resumidamente.

O gene PTGIS codifica para a enzima que participa da via do

citocromo P450 envolvido em sintese de colesterol, esteroides e

outros lipides. Esse gene também cataliza a conversdo de

prostaglandina H2 para prostaciclina (prostaglandina 12), um
potente vasodilatador e inibidor da agregacao plaquetaria.

e Gene CX3CL1, codifica para uma proteina quimiotatica para
células T e mondcitos, regula adeséo e migracdo dessas células.

e Gene ITGB1, codifica para uma integrina de adeséo celular, regula
a hemostasia e reparo tecidual.

e Gene COL18A1, codifica para uma proteina constitutiva da matriz
extracelular.

e Gene FN1, codifica para a fibronectina, presente na superficie
celular e matriz extracelular que esta envolvida na adeséo celular,
migracéao, cicatrizacdo e coagulacao.

e Gene AGTR1, diminui receptor para  angiotensina,

consequentemente, pode afetar pressao e volume sanguineos.

Vale ressaltar que existem poucos trabalhos nos quais esses genes
foram descritos no contexto do AAA, porém, os resultados do presente
trabalho sugerem que uma deficiéncia das moléculas codificadas por esses
genes pode contribuir para um pior prognostico do AAA.

Para a andlise de expressdo de miRNA no tecido e no plasma, foi

utilizada uma placa comercial que permitiu avaliar a expressédo simultanea
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de 372 miRNAs abundantemente expressos na maioria dos tecidos e fluidos,
e bem caracterizados no banco de dados miRBase (www. miRNase.org).

Na andlise de expressdo em amostra de tecido, 24 miRNAs foram
significantemente mais expressos e 35 miRNAS menos expressos no grupo
com AAA, dos quais se destaca o miR-23b, que foi quase 21 vezes menos
expresso nos tecidos com AAA (Quadro 3). Nas amostras de plasma, 8
MiRNAs foram mais expressos e outros 9 miRNAS menos expressos no
grupo CASO, sendo o miR-328-3p 0 que apresentou a expressdo mais
significativa, com um aumento de quase 24 vezes em individuos com AAA
(Quadro 4).

Quando se comparou o perfil de expressdo dos miRNAs em amostras
de tecido e plasma, somente os miRNAs miR-328-3p e let-7c-5p foram
diferentemente expressos entre o0os grupos de estudo em ambas as
amostras.

O miR-328-3p, cuja expressao estava 24 vezes mais elevada no grupo
CASO em amostra de plasma, em amostra de tecido com AAA, teve a
expressao consideravelmente reduzida (-3,78 vezes) quando comparada ao
grupo-controle. Essa relagdo entre os niveis de expressdo de miRNA no
tecido e no plasma tem sido bastante polémica. Kin e colaboradores
observaram que os mMIRNAs com superexpressdo no tecido de AAA
apresentaram baixa expressdo no plasma, por exemplo, miR-15a, 15 b,
124a, 223, 21, 29b, 155 e 146a™. Isso pode refletir que a expressdo desses
determinados miRNAs €& importante para a regulagdo de mecanismos
inerentes a(ao) propria(o) célula/tecido alvo do estudo, ou seja, que esses
MiRNAs séo tecido-especificos.

O miR-328-3p € um dos microRNAs circulantes derivado das plaquetas
que, até o presente, ndo foi correlacionado com AAA. Estudos revelam a
associacdo do miR-328 com diagndstico precoce de IAM, mortalidade em 6
meses ou desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca pos-IAM, e é
considerado biomarcador dessas condicées clinicas®*°. Também hé registro
de associacdo do miR-328 com remodelamento dos atrios e vulnerabilidade

para fibrilacdo atrial**°. O miR-328 tem como alvo centenas de genes'* que
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atuam no processo inflamatdrio e sinalizacéo celular (CD44), despolarizacao
dos midcitos (CACNAL1C e CACNB1), funcdo vascular (ABCG2) e

envelhecimento celular (H2AFX)*?,

Por outro lado, o miR-let-7c-5p, pertencente a familia miR-let-7,
apresentou 0 mesmo padrdo de expressdo em amostra de tecido e plasma
do grupo AAA, com uma reducao de 2,14 e 16 vezes, respectivamente.

Kin e colaboradores® realizaram trabalho semelhante ao nosso,
comparando a expressdo de miRNAs no tecido de AAA aterosclerético e no
plasma. Além da diferenca metodoldgica, eles usaram o tecido da aorta
toracica como controle, enquanto nés usamos aorta abdominal de doadores.
Por isso, acredita-se que esse pode ser um Vviés importante a ser
considerado.

Quanto ao perfl de miRNAs no plasma, Kin e colaboradores
analisaram 23 individuos com AAA, 17 com DAC e 12 voluntarios saudaveis.
Alguns dos resultados encontrados por eles estdo em concordancia com os
nossos resultados, enquanto outros sédo divergentes. Um dos resultados
concordantes foi em relacdo aos membros da familia do miR-let-7,
relacionados com a funcédo endotelial, os quais apresentaram expressao
aumentada no tecido de AAA. Em nossos resultados, o miR-let-7g-3p
expressou quase 10 vezes mais no tecido com AAA. Entretanto, outros
membros da mesma familia, o miR-let-7a-5p e miR-let-7c-5p, foram, no
minimo, duas vezes menos expressos no tecido com AAA. Provavelmente,
as subfamilias de miR-let-7 tém alvos diferentes de regulagao,
consequentemente, participam em vias diferentes de remodelamento do
AAA.

Quando se analisou a expressdo de miRNA em amostras de tecido
separadamente, o0 miRNA com destaque nos nossos resultados foi 0 miR-
23b-3p que faz parte de uma famila composta pelos miRNAs miR-23b, miR-
24-a e miR-27b, os quais tém as funcbes descritas na angiogénese cardiaca
pos-infarto, na sobrevida dos cardiomiocitos e no cancer. Tanto em modelos
animais de AAA como em humanos, essa familia de miRNAs apresentou

baixa regulacdo e foi relacionada com progressdao do aneurisma,
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principalmente 0 miR-24%%. Nossos resultados mostraram que a expressio
de miR-23b-3p foi vinte vezes menor no tecido de AAA, assim como todos
os membros da familia, miR-23, 24 e 27, que também apresentaram baixa
expressao significante no tecido aneurismatico.

Pesquisa recente também mostrou que, logo apos a lesdo do vaso, ha
regulacdo negativa da expressdo do miR-23b, resultado concordante com o
observado em nosso estudo. O aumento da expressao do miR-23b inibe a
proliferacdo das células musculares lisas do vaso e a formacao neointimal
apos injuria vascular in vivo'*,

Além do miR-23b, os nossos resultados revelaram outros miRNAs com
baixa expressado significativa nos tecidos de AAA: o miR-143-3p (-7,31
vezes), miR-143-5p (-9,2 vezes), miR-145-5p (-7,15 vezes) e miR-145-3p (-
5,42 vezes). A literatura mostrou que a expressdo aumentada dos miR-
143/145 nas células endoteliais exerce papel ateroprotetor'**. Em nossos
amostras, houve baixa expressdo dos miRNAs -143/145, o que parece
favorecer o desenvolvimento da aterosclerose. Esses miRNAs séo citados
na literatura entre os envolvidos no remodelamento vascular e no aneurisma
de aorta™'%!,

Em nossa pesquisa, os miRNAs miR-125a-5p, miR-125b-5p e 0 miR-
365 apresentaram baixa expressdo significativa nos tecidos de AAA,
refletindo o envolvimento desses miRNAs no processo aterosclerético do
AAA. No cenario da aterosclerose, os miR-125a-5p, miR-125b-5p e 0 miR-
365 foram identificados com baixa expressdo em modelos de formacao
neointimal, em resposta & injuria vascular®®. Entre esses miRNAs, o miR-
125a-5p é reconhecido por seu papel antiaterogénico no macréfago e
aumenta a sua express&o em resposta & LDL oxidada®®.

O miR-155-3p, relacionado com inflamacao, apresentou-se 3,5 vezes
mais expresso no tecido de AAA em nosso trabalho, concordando com os
dados da literatura®.

O miR-29b, relacionado com fibrose, foi observado por Kin e
colaboradores no tecido de AAA com expressdo aumentada(95), o que

divergiu de outros autores®, inclusive do nosso estudo, em que observamos
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diminuicdo de 2,7 vezes na expressao de miR-29b-2-5p no tecido de AAA.
Esse resultado divergente pode ser explicado pelo emprego de aorta
toracica para controle de tecido, enquanto nés empregamos tecido de aorta
abdominal sem AAA de doadores de oOrgdos. Sabe-se que as células
musculares lisas sdo de origem embrionaria diferente ao longo do trajeto da
aorta, o que pode explicar a diferenca encontrada em nossos resultados.

Nossos resultados revelaram outro membro da familia, o0 miR-29a-5p,
que foi quase 3 vezes mais expresso no tecido com AAA, quando
comparado ao grupo-controle. Portanto, observamos os membros da mesma
familia miR-29 com diferentes comportamentos de expressdo no mesmo
tecido examinado. Os resultados observados com a familia do miR-29
seriam a evidéncia de que ela tem como alvo, pelo menos, 16 genes da
MEC, tais como o COL1Al, COL1A2, COL3A1, FBN1 e ELN, que estdo
envolvidos no remodelamento da MEC de diversos 6rgaos®***.

No trabalho de Keiwa e colegas, o miR-15b e o miR-15a estavam
superexpressos no tecido de aorta com AAA e com baixa expressdo no
plasma. Nossos resultados revelaram que o miR-15b-3p estava 4,58 vezes
mais expresso no tecido com AAA, quando comparado ao grupo-controle, e
nao foi expresso no plasma do mesmo grupo. O miR-15 esta relacionado
com apoptose e o miR-195, envolvido no remodelamento vascular e
aneurisma aértico®, fazem parte da mesma familia.

Outro trabalho semelhante ao nosso realizado por Pahl e
colaboradores*®® comparou tecido de aorta abdominal com aneurisma (n=5)
e tecido de aorta abdominal sem aneurisma captado de doadores de 6rgaos
(n=5) utilizando microarray contendo 847 miRNAs. Foram selecionados oito
mMiRNAs que mostraram diferencas significativas para validacdo por qRT-
PCR. Os autores identificaram quatro de cinco miRNAs validados
relacionados com apoptose, os quais podem estar envolvidos na perda de
células musculares lisas de AAA: 0 miR-133a, 133b, 331-3p e 204, todos
apresentando baixa expressao no tecido aneurismatico. NO6s observamos
gue o miR-133a-3p e o0 MiR-133b apresentaram-se, respectivamente, 9,33

vezes e 7,95 vezes menos expressos no tecido aneurismatico, com alta
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significancia estatistica. Nossos resultados estdo de acordo com os dados
obtidos por Pahl e colegas, que utilizaram os tecidos de aorta da mesma
origem embrionaria, tal como aplicamos em nossa pesquisa.

Em recente reviséo sobre o papel dos miRNAs no AAA, o miR-181b foi
citado, ndo por evidéncias de sua participacdo direta na patogénese dos
aneurismas, mas pelo seu papel na inibicdo do processo inflamatorio
vascular, na aterosclerose, e, possivelmente, no desenvolvimento do AAA%.
Em nossos resultados, outro membro da familia do miR-181, o miR-181a-3p,
apresentou-se 4,58 vezes mais expresso no tecido com AAA, quando
comparado ao tecido de aorta sem aneurisma, de acordo com o estudo de
Pahl e colegas, que também constataram alta expressdo do miR-181a no
tecido de AAA'%,

O software Ingenuity foi utilizado para a predicdo da relacdo entre os
genes e os mMiIRNAs diferentemente expressos entre os grupos CASO e
CONTROLE nas amostras de tecidos de aorta. Na analise, foram incluidos
0s 10 genes (Quadro 3) e 59 miRNAs (Quadro 4) diferentemente expressos
nas amostras de TECIDO, e cujas expressdes foram significantemente
maiores ou menores, pelo menos, 2 vezes em relagdo ao controle. Além
disso, foram adicionados a figura os genes LTB4R e APOE, os quais,
conhecidamente, foram associados com AAA?930,

Houve concordancia de ativacdo com a expressao dos genes ALOX5 e
SPHK1, enquanto houve concordancia de inibicdo com os genes AGTR1,
FN1, ITGB1, PTGIS e CX3CL1. A expressao génica de COL18Al e HIF1A
ndo foi concordante com a analise de predicdo realizada, ao mesmo tempo
em que o0 gene TYMP ndo apresentou relagbes com as moléculas
adicionadas na figura e nao foi demonstrado.

O gene SPHK1 (sphingosine kinase 1) destacou-se entre os 10 genes
por apresentar-se quase 6 vezes mais expresso no tecido de AAA do que
nos controles. Na analise pelo sistema Ingenuity, o gene SPHK1 néao foi
alvo de nenhum dos 59 miRNAs diferentemente expressos em nossa
pesquisa, porém, mostrou-se como alvo de HIF1A, que pode estar sendo

regulado e, consequentemente, alterar a expressédo de SPHK1 (Figura 13).
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Quanto ao gene ALOX5 (arachidonate 5-lipoxygenase), que
apresentou expressdo aumentada em 2,85 vezes no nosso resultado,
observamos interacdo direta e negativa dos miR-193a-3p (2,58 vezes), e
miR-125b-5p (3,52 vezes) sobre esse gene, ou seja, baixa expressao
desses miRNAs favorece a transcricdo do gene ALOX5 (Figura 13).

O gene ALOX5 é um membro da familia das lipoxigenases e esta
envolvido na sintese de leucotrienos do acido araquidénico. Os leucotrienos
sdo mediadores de diversos processos inflamatorios e alérgicos, estando
associados a algumas condi¢cGes clinicas como asma, aterosclerose e
diversos tipos de cancer’®, e existem algumas publicacdes na area do
AAAMC L8 A expressdo bastante aumentada do miR-125a-5p foi observada
em cultura de células mononucleares tratadas com LDL oxidada, e a funcéo
desse miRNA foi mediar aporte de lipides e modular a secrecdo de citocinas
inflamatérias®. A alta expressdo do miR-193 circulante contribui para maior
grau de fibrose do miocardio em pacientes com cardiomiopatia
hipertréfica'®®. Os nossos resultados revelaram baixa expressdo desses dois
miRNASs nos tecidos do AAA, o que parece favorecer a atividade inflamatoria
e aterosclerotica do gene ALOX5 contribuindo para a patogénese do AAA.

No nosso resultado, o gene PTGIS apresentou expressao quase nove
vezes mais baixa nos tecidos de AAA do que nos controles. Este gene
codifica um membro da familia de enzimas do citocromo P450, que é uma
proteina da membrana do reticulo endoplasmético que cataliza a conversdo
da prostaglandina H2 para prostaciclina (prostaglandina 12),
reconhecidamente um dos mais potentes vasodilatadores e inibidores da
atividade plaquetaria. O desequilibrio entre a prostaciclina e o tromboxane
A2 pode levar ao aparecimento de aterosclerose e doencas cardiacas
isquémicas.

Acreditamos que a tdo baixa expressao do gene PTGIS encontrada
nos nossos resultados, refletindo a inibicio de suas atividades
vasodilatadora e antiagregante plaquetaria, parece estar relacionada com o
contexto clinico da nossa populacdo em que, das 6 amostras de tecido com
AAA, quatro pertenciam a individuos sintomaticos, submetidos a cirurgia em
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carater emergencial, e um desses individuos apresentou isquemia critica do
membro inferior esquerdo, sendo submetido a tomboembolectomia. Dessas
4 amostras, duas pertenciam a pacientes do género feminino, em que a
manifestagdo e evolugdo do AAA costumam ser mais graves, conforme
comentamos na introducdo. Com esses resultados, podemos supor que a
inibicdo do gene PTGIS pode estar relacionada a quadros agudos e mais
graves de AAA, entretanto, esse resultado devera ser validado em amostra
maior.

Observamos, ainda, que o miR-150-5p foi 7,5 vezes mais expresso no
tecido com AAA e interagiu com o gene PTGIS inibindo a sua expressao,
consequentemente, gerando o desequilibrio entre a sintese de prostaciclina
e a do seu antagonista, o tromboxano A2, o que pode ter contribuido para o
desenvolvimento da doenca aneurismatica. Goren e colaboradores
observaram que a expressao do miR-150 nas plaquetas de portadores de
insuficiéncia cardiaca com fibrilacéo atrial era 3,2 vezes reduzida em relacao
aos pacientes sem fibrilacdo atrial e que foi correlacionada com os niveis de
mMiRNA circulante. N6s ndo detectamos miR-150-5p circulante, mas sabe-se
que, na patogénese do AAA, ha envolvimento desse miRNA tanto no
processo trombogénico como na aterosclerose, e pode ser que, devido a
maior solicitacdo desse mMIRNA no tecido, esse nao foi detectavel na
circulacéo.

Outra observacgao interessante do nosso trabalho envolvendo o gene
PTGIS foi a sua interacdo direta com o mir-328-3p, com a expressao
reduzida 3,78 vezes no tecido de AAA e a expressao aumentada de quase
24 vezes no plasma de individuos com AAA. O miR-328, conhecido por
estar presente nas plaquetas, foi descrito no plasma de pacientes com IAM,
associado com maior risco de mortalidade e insuficiéncia cardiaca®*®, bem

como, de pacientes com vulnerabilidade para fibrilacdo atrial**°

, Situacoes
semelhantes em gravidade ao AAA. Acreditamos que a expressao 24 vezes
aumentada do miR-328-3p no plasma dos individuos com AAA sugere a sua
participacdo em quadros de maior complexidade, como os da nossa

amostra, em que 4 eram sintomaticos, envolvendo intensa atividade
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inflamatdria e de agregacdo plaguetéria. Nao foi encontrada na literatura a
associacado do mir-328-3p nem do gene PTGIS no contexto do AAA.
Conforme a Figura 13, observamos a expressdo aumentada dos
MIRNAs miR-182-5p, miR-34b-3p emir-200-3p nos tecidos de AAA. Esses
MiRNAs juntos inibem a expressdo do gene FN1 (fibronectina 1). A
fibronectina estad envolvida nos processos de adesdo e migracdo celular,
incluindo embriogénese, cicatrizagdo, coagulacdo sanguinea, imunidade e
metastases. As publicacdes existentes sobre o miR-182-5p e o miR-34b-3p

150,151

estdo relacionadas com varios tipos de cancer . Quanto ao gene FN1,

ha referéncias sobre o seu papel no cancer™? glomerulopatia™?

e, mais
recentemente, foi publicado estudo associando esse gene a cardiomiopatia
dilatada idiopatica e isquémica®; nenhuma citacdo do gene FN1
relacionado com os miR-182-5p e o miR-34b-3p no contexto do AAA foi
encontrada até o presente. Porém, pode-se observar que, com a diminui¢éo
de FN1, pode estar havendo inibicdo da APOE, sendo que essa inibicéo
poderia estar levando ao desenvolvimento do aneurisma (Figura 13).

Nossos resultados também mostraram reducdo de 5 vezes na
expressdo do gene CX3CL1(C-X3-C motif chemokine ligand 1) no tecido do
AAA, em que o programa IPA de predicdo indicou os miRNAs com
expressdo aumentada miR-16-5p (2,2 vezes) e miR-1207-5p (9,2 vezes)
como reguladores deste gene. Estudos recentes associam o gene CX3CL1
com aterosclerose e susceptibilidade & DAC*>**®. H4 um estudo citando a
importancia da quimiocina fractalcina (CX3CL1) no recrutamento de
mondcitos e plaquetas para o local da lesdo aterosclerdtica®’, e outro
estudo citando a expressdo elevada desse gene e seu papel no AAA™E. O
miR-1207 foi citado, entre outros miRNAs relacionados, com a fase final da
sintese de colesterol e aterogénese™®, o que poderia explicar a
superexpressao desse miRNA nas amostras com AAA aterosclerético e sua
interacdo com a fractalcina. Quanto ao miR-16-5p, ndo encontramos na
literatura sua associacdo com aterosclerose ou AAA, embora tenha sido
expresso em nossas amostras e interagiu com o gene CX3CL1 na analise

realizada pelo software Ingenuity.
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Outro gene com expressdo reduzida foi o AGTR1 (angiotensin Il
receptor, type 1), ja identificado com forte associacdo ao AAA'®. Esse gene
apresentou-se como alvo direto do miR-34c-5p e indireto do miR-132-3p.
Pela andlise de predigcdo, pode-se observar que esse gene, estando inibido
(azul), estaria levando a inibicdo de FN1, o qual inibiria APOE e, com isso,
estaria levando ao processo de aneurisma (Figura 13). O gene ITGB1
(integrin subunit betal) também mostrou estar inibindo APOE, e, também,
pode estar envolvido com o AAA por essa via.

Por serem célula e tecido-especificos, os miRNAs podem apresentar
diferentes padrdes de expressao conforme demonstramos. Mesmo assim,
os mMiRNAs circulantes podem ser bons biomarcadores com alta
sensibilidade e especificidade para detectar doencas em diferentes estagios
de evolucéo, inclusive podendo fazer o diagnéstico precoce a partir de uma

amostra de sangue periférico, o que seria ainda custo-efetivo®’.

Trés
MIiRNAs ja se revelaram aplicaveis na clinica do infarto agudo do miocardio
(IAM), o miR-133, miR-499, miR-208, que estdo altamente expressos no
plasma e sdo detectaveis nas primeiras 4 horas, antes mesmo dos
marcadores isquémicos convencionais*®.

Assim como foi demonstrada a aplicacédo pratica dos miRNAs no IAM,
acreditamos que os conhecimentos adquiridos até o presente na patogénese
do AAA constituem um grande avanco rumo a descoberta de biomarcadores
que possam detectar a doenca em sua fase inicial, como também poderéo
ser aplicados no controle evolutivo, visando prevenir o risco de ruptura.

Um dos miRNAs mais estudados e apontados ultimamente como
promissor alvo terapéutico € o miR-29b, em especial, por favorecer a
apoptose das ceélulas musculares lisas, promovendo a desestabilizacdo da
parede vascular e formagdo do aneurisma. A inibicdo do miR-29b pelo
antagonista de miRNA aumenta a sintese de colageno, levando a rapida
resposta fibrética na parede da aorta, resultando em significante reducéo do

AAA86'163'164.
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Alguns estudos, incluindo o nosso, ja identificaram diversos miRNAs
envolvidos no AAA, tanto no tecido como no plasma dos portadores da
doenca, entretanto, mais estudos serdo necessarios para esclarecer o
verdadeiro papel dos miRNAs como biomarcador diagnéstico e

prognéstico?> 102128,

Uma das limitagbes desses estudos, incluindo esta
pesquisa, foram as amostras de tecido de aneurisma em estagios
avancados da doenca e pela maioria dos estudos desenvolvidos serem em
modelos animais, devido a dificuldade em se adquirir amostras de tecido de
aorta abdominal humana e pela maior preferéncia na indicagdo de cirurgia
endovascular nos ultimos anos.

A nossa pesquisa tanto confirmou resultados encontrados na literatura
como revelou novos miRNAs diferentemente expressos, tanto em tecido
como no plasma de individuos com AAA. Acreditamos, com isso, poder
contribuir para a desafiadora tarefa de encontrar uma opg¢éo de tratamento
clinico por meio de antagonistas de mIRNA capazes de inibir miRNAs
envolvidos no desenvolvimento do AAA, ou na utlizacdo de miRNAs
produzidos laboratorialmente que tenham relagdo com melhora do AAA,
uma doenca, até agora, considerada essencialmente cirirgica.

O AAA envolve apoptose das células musculares lisas, inflamacao,
autoimunidade, degradacédo da matriz extracelular e estresse oxidativo, mas
a patobiologia ainda permanece desconhecida®. Ha evidéncias de que o
nivel das enzimas responsaveis pela eliminacdo das espécies reativas de
oxigénio (EROs) encontra-se reduzido no tecido com AAA'®® e que as EROs
podem ter efeito sobre a MEC por meio da ativagdao da MMP-9 e MMP-216°,
Partindo dessas informacdes, escolhemos as vias de estresse oxidativo e
toxicidade para analisar a metilacio dos genes que pudessem estar
associados ao desenvolvimento e/ou gravidade do AAA.

O resultado da analise do padrdo de metilagdo de DNA de 22 genes
relacionados com estresse oxidativo e toxicidade revelaram, apenas, que o
gene GDF-15 estéa significantemente mais metilado (p=0,0006) nos tecidos
de AAA. Os demais genes analisados ndo estavam metilados ou nao

apresentaram padrdo de metilacao significativo.
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O gene GDF-15 é membro da grande familia do fator transformador de
crescimento-f (TGF-B), um dos responsaveis pelo desenvolvimento da

inflamacdo vascular'®®’.

Estudos revelaram que o GDF-15 pode ser
induzido por forca mecéanica de estiramento das fibras musculares, e esta
envolvido tanto na apoptose como na hipertrofia cardiaca®®'®. Segundo
informacdes do Pubmed/Gene, a proteina codificada pelo gene GDF-15
pertence a familia do TGF-B, que € expressa em diversos tipos de células,
agindo como uma citoquina pleiotropica e esta envolvida na resposta celular
ao estresse apo6s injuria. Niveis aumentados dessa proteina estédo
associados a tecido sob condi¢c6es de hipoxia, inflamacao, injuria aguda e
estresse oxidativo.

Existe apenas um estudo publicado em modelo animal revelando o
papel protetor do gene GDF-15 (growth differentiation fator-15) na
aterosclerose avancada (170). Preusch e colegas estudaram ratos sem
receptor de LDL, LDL-receptor knockout, transplantados com medula de
doadores GDF-15 -/-, deficientes de GDF-15, submetidos a dieta
aterogénica durante 24 semanas, e observaram que havia grande acumulo
de macrdéfagos dentro das lesbes ateroscleréticas na raiz da aorta,
acompanhado de aumento na expressao de ICAM-1 (molécula de adeséo
intracelular -1). O ICAM-1 é uma molécula de adesdo expressa nos
mondcitos que facilita a passagem dessas células pela barreira endotelial e
sua transformacdo em células espumosas e, consequentemente, contribui
para a formacéo da placa aterosclerética e vulnerabilidade da lesédo"**"
Esse trabalho mostrou que, na auséncia do gene GDF-15, a lesao
aterosclerotica € mais grave, provavelmente por maior recrutamento de
macrofagos para regido do endotélio vascular. Em nosso trabalho, o gene
GDF-15 estd mais metilado nos tecidos de AAA, indicando menor
transcricdo desse gene, com isso, maior gravidade do AAA.

O GDF-15 ja foi descrito como biomarcador relevante no prognéstico e
estratificacdo de risco do infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca e

173,174

embolia pulmonar , embora 0 seu mecanismo de acdo ainda nao esteja

bem elucidado. Até o momento, néo foi descrita a relagdo entre a atividade
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do gene GDF-15 e a patogénese do AAA, provavelmente o presente estudo
foi o primeiro a identificar aumento de metilacdo do gene GDF-15 no tecido
de aorta abdominal aneurisméatica em humanos. Mais estudos, em
populacdo maior, serdo necessarios para entender melhor o efeito da
metilacdo do gene GDF-15 na transcricdo desse gene e a influéncia na
alteracdo da producdo de fator de diferenciacdo do crescimento sobre o
desenvolvimento do AAA.

Na analise histolégica, por meio das técnicas especificas de coloracao,
avaliaram-se as fibras elasticas e fibras colagenas da aorta de AAA e das
amostras-controle sem AAA.

A técnica de Verhoeff € um dos métodos de coloracdo mais utilizados
para demonstrar a presenca de fibras elasticas no tecido. As fibras elasticas
representam cerca de 5% do tecido conjuntivo, sendo constituidas,
essencialmente, por elastina e por microfibrilhas*”. S&o responsaveis pela
flexibilidade e retracdo elastica, conferindo, assim, aos tecidos a capacidade
de se distenderem facilmente e de voltarem ao seu comprimento normal
apos abolicdo da tensdo e, consequentemente, relaxamento®’®*"".

Nossos resultados indicaram menor presenca de fibras elaticas nos
tecidos de AAA, tanto na camada média-intima quanto na adventicia. Esses
resultados estdo concordantes com os dados da literatura. Segundo
Monteiro e colaboradores®, ha reducdo significativa de fibras elasticas e
células musculares lisas nos tecidos de AAA com didmetros maiores do que
55 mm.

O colageno é o principal componente do tecido conjuntivo e
desempenha papel-chave na arquitetura e integridade da matriz
extracelular. No presente trabalho, usou-se a coloracdo de tricromico de
Masson para identificagdo e quantificacdo de fibras colagenas. Né&o
encontramos diferengas significativas entre os tecidos de AAA e dos
controles quanto a percentagem de fibras colagenas. Nossos resultados
foram semelhantes aos observados por Monteiro e colaboradores®®, em que
0s autores também n&o observaram diferencas na percentagem de colageno

entre os tecidos de AAA e de doadores, assim como também entre os
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diferentes didmetros de AAA. Nas imagens apresentadas na Figura 12,
observamos a diferenca entre o tecido com AAA e o controle, quanto a
disposicéo das laminas na parede arterial. No tecido-controle, observa-se a
definicdo das camadas da parede arterial, enquanto, nos tecidos com AAA,
observa-se desorganizacao, perda da definicdo dessas camadas.

Em razdo da complexa patogénese do AAA, continua sendo um grande
desafio encontrar biomarcadores com sensibilidade e especificidade
aceitaveis. Mais estudos estdo sendo aguardados para esclarecer essa
interacdo entre genes e MiRNAs na doenga aneurismatica, entretanto, os
resultados da nossa pesquisa e 0s achados da literatura, até o presente,

parecem nos aproximar, cada vez mais, desse objetivo.
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CONCLUSOES

Nossos resultados permitem concluir que:

O tecido da parede da aorta com AAA apresenta um perfil de
expressdo génica diferente do tecido-controle sem AAA,
caracterizada pelo aumento das expressbes dos genes SPHK1,
TYMP, ALOX5 e HIF1A, e expressao reduzida dos genes PTGIS,
CX3CL1, ITGB1, COL18A1, FN1 e AGTRL1.

O gene GDF15 que codifica para o fator 15 de crescimento esta
hipermetilado nos tecidos com AAA. A inibicdo da transcricdo
desse fator contribui para a vulnerabilidade da lesao aterosclerética
e aumento da gravidade do AAA.

O numero de miRNAs, diferentemente expressos e que ja foram
descritos na literatura como diretamente envolvidos na patogénese
do AAA, encontrado no tecido é significativamente superior ao

ndimero de miRNA circulantes.

Cinco genes encontrados no tecido de aorta com aneurisma,
sendo quatro com expressdo negativa, CX3CL1, PTGIS, FN1,
AGTR1 e um com expressdo positiva, ALOX5, foram alvos de
nove MiRNAs, dos quais sete apresentaram expressdo aumentada,
miR-1207-5p, miR-16-5p, mMiR-150-5p, miR-34c-5p, mMiR-182-5p,
miR-34b-3p, miR-200c-3p e dois, mMIiR-125b-5p e 193b-3p,
expressao reduzida, quando comparados com tecido de aorta sem
aneurisma, evidenciando a importancia e influéncia dos fatores
epigenéticos, tanto para o desenvolvimento quanto para a
gravidade do AAA.
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7  ANEXOS

7.1 ANEXO A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
Coordenadoria de Servicos de Satude
INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO

TITULO DO ESTUDO: “INFLUENCIA DE FATORES EPIGENETICOS NO
ANEURISMA ATEROSCLEROTICO DA AORTA ABDOMINAL DE IDOSOS”
CENTRO: INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA
INVESTIGADORA: DRA. NEIRE NIARA FERREIRA DE ARAUJO

NUMERO DO PACIENTE:

INICIAIS DO PACIENTE:

OBJETIVO DESTE ESTUDO

Vocé esta sendo convidado para participar deste estudo durante o qual sera
submetido a uma consulta onde serdo realizadas algumas perguntas sobre o seu
estilo de vida, histéria familiar, além de um exame fisico e exames de laboratério
(exame de sangue e urina). Através desses exames, pretendemos encontrar as
possiveis causas genéticas e a influéncia do seu estilo de vida para o aparecimento do
aneurisma em sua aorta abdominal. Um pequeno fragmento sera retirado da regido
do aneurisma durante a cirurgia, a fim de avaliar se as alteragdes encontradas no
exame de sangue, também estardo presentes na parede da sua aorta abdominal. As
pessoas que apresentam aneurisma na aorta abdominal correm um risco maior do que
aquelas que ndo tém, de serem acometidos por doenga no corag&o, no cérebro, nos
rins ou em outros 6rgdos. Conhecendo essas possiveis causas do aneurisma, vocé
podera receber orientagdes, junto ao seu médico, para evitar ou tratar algumas
doengas que costumam aparecer nas pessoas que apresentam aneurisma na aorta,
como infarto agudo do miocardio, “derrame cerebral”, e até a morte.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Caso queira participar deste estudo, vocé sera chamado para a realizagéo de
consultas periédicas, de acordo com a necessidade das investigagdes, como também
para submeter-se a exames laboratoriais (sangue e urina), SEM CUSTO ADICIONAL
PARA VOCE.

RISCOS E DESCONFORTOS

Os riscos ou desconfortos sdo de possiveis acidentes leves durante as pungdes
venosas, que serao realizadas por pessoas tecnicamente capacitadas, no Laboratério
Central do IDPC.

BENEFICIOS POTENCIAIS

O beneficio maior € poder identificar algumas das possiveis causas do aneurisma em
sua aorta abdominal. Com isso, poderemos fornecer informagdes importantes ao seu
médico sobre a sua doenca e vocé possa receber medidas mais adequadas para
prevenir e/ ou tratar doencas igualmente sérias, como o infarto do coragdo e o
derrame cerebral, que podem surgir em algumas pessoas que tém aneurisma.
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
Coordenadoria de Servicos de Satde

INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA

CONFIDENCIALIDADE

Se vocé aceitar participar deste estudo, todos os seus registros médicos serdo
verificados pela equipe de pesquisa em busca de dados para o estudo.

Assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido vocé esta dando permisséo
para que isso seja feito.

Sua identidade sera mantida em segredo quando os resultados do estudo forem
publicados, pois, vocé esta autorizando os seus dados a serem publicados em
revistas, artigos e serem tema de debates e aulas.

As informagdes coletadas durante o estudo serdo armazenadas em um computador,
mas seu nome nao. Seu médico sera informado de sua participacéo nesse estudo

“INFLUENCIA DE FATORES EPIGENETICOS NO ANEURISMA
ATEROSCLEROTICO DA AORTA ABDOMINAL DE IDOSOS”.

NOVOS ACHADOS

Vocé sera informado sobre quaisquer novos achados importantes que se tornarem
disponiveis durante o estudo que possam influenciar seu desejo de continuar ou ndo a
participar do estudo:

“INFLUENCIA DE FATORES EPIGENETICOS NO ANEURISMA
ATEROSCLEROTICO DA AORTA ABDOMINAL DE IDOSOS”

PARTICIPAGAO VOLUNTARIA E CONSENTIMENTO

Sua participacéo neste estudo é voluntaria. Vocé pode se recusar a participar ou pode
Desistir, a qualquer momento durante o estudo, sem ter que dar explicagées. Isso ndo
mudara a qualidade de atendimento que vocé estara recebendo nem implicara em
qualquer tipo de penalidade.

Os membros da equipe de pesquisa podem encerrar sua participagdo no programa de
pesquisa apos andlise das razées pelo Comité de Etica em Pesquisa da Instituigio. O
motivo seré explicado a vocé e pode ser devido ao cancelamento do estudo pela
coordenagao ou por vocé ndo cumprir as orientagdes dadas pela equipe de pesquisa,
ou outras questdes administrativas. Caso isso venha a acontecer, vocé continuara o
seu tratamento através do setor onde vocé costuma ser acompanhado no ambulatério
do IDPC.
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Coordenadoria de Servicos de Satde O e A0
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INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA

SOLICITACAO DE INFORMAGCOES ADICIONAIS

A investigadora clinica, Dra. _Neire Niara Ferreira de Araujo_, tel. 98116 2880,
ira responder todas as davidas que vocé possa ter sobre sua participagao
neste estudo.

Em caso de davidas ou preocupagdes quanto aos seus direitos como
participante deste estudo, vocé pode entrar em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia no tel: 5085-6040.
Uma copia deste termo sera entregue para vocé.

Li e compreendi este termo de consentimento e todas as minhas davidas foram
resolvidas. Recebi explicacdes sobre o objetivo da pesquisa, os procedimentos
de estudo a que serei submetido, os possiveis riscos e desconfortos e os
beneficios que posso apresentar. As alternativas & minha participagdo neste
estudo também foram discutidas. Portanto, concordo voluntariamente em
fornecer meu consentimento para participar deste estudo clinico.

Assinatura do paciente Data Hora
Assinatura da testemunha Data Hora
Assinatura da Investigadora Data Hora

20 19
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7.2 ANEXO B - Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa.

SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
Coordenadoria de Servigos de Saude
INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA
Comité de Etica em Pesquisa

A

Neire Niara Ferreira de Araujo

Investigadora Principal

Dr. Marcelo Bertolami

Orientador

N° DO PROTOCOLO NO CEP: 4174

(este n° devera citar nas correspondéncias referentes a este projeto)

Titulo Atual_ Projeto de Pesquisa Clinica/ Tese doutorado: “Influéncia de fatores

epigenéticos no aneurisma aterosclerético da aorta abdominal de idosos”.

Titulo Anterior_ Projeto de Pesquisa Clinica/ Tese doutorado: “Influéncia de Fatores
Epinegéticos na Calcificagdo de Aorta Abdominal de Idosos”.

Referente: Emenda

O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia diante de suas

atribuicdes analisou e aprovou em reunido ordinaria a emenda ao projeto supracitado, onde

foi apresentado:

v' Alteragdo do Titulo da Pesquisa;

v"Inclusdo como Co-orientador o Dr. Fabio Rossi;

v" Redugéo no tamanho da amostra e do nimero de genes a serem estudos; e

v" Redugéo de trés grupos para apenas um grupo a ser pesquisado, por ndo dispor das
tomografias, pois o aparelho de tomégrafo esta em processo de instalacéo.

NAO SERAQ INCLUIDOS NOVOS PACIENTES

Pedn. Silvio Farsky
Coordenador CEP
CRM 55073

ot P s

Dr. Pedro Silvio Farsky
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia

Séo Paulo, 15 de abril de 2014.

Av. Dr. Dante Pazzanese, 500 - Ibirapuera + S&o Paulo — SP « CEP: 04012-909 - Fone: (11) 5085 6040 - E-mail: cep@dantepazzanese.org.br
FORM 001IDPC Mar/09 rev.1

Secretaria de Pés Graduagao

Recebim/ 0412014

Visto:

42

v
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7.3 ANEXO C - Questionario de Anamnese

SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE

Coordenadoria de Servicos de Saude kG P
INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA e

QUESTONARIO AVALIACAO CLINICA E EXAMES COMPLEMENTARES
PROJETO : FATORES EPIGENETICOS NA CALCIFICAGAO DA AORTA ABDOMINAL DE IDOSOS
DRA. NEIRE NIARA F. DE ARAUJO — CRM 50493 / CARDIOGERIATRIA / IDPC ( 2013-2015)

IDENTIFICACAO:
DATA/ATENDIMENTO:

P ROFISSAD .ot ee e ee e eee e e e ee e e e e e es e eeeeemeee et ee e ee e e eeem et eeenenae st eeg oo eeeneneens

r

I- ANTECEDENTES PATOLOGICOS:

DOENCA TIPO TEMPO TRATAMENTO TRATAMENTO
SIM NAO

HAS

DM

DLP

OBESIDADE

HIPO /
HIPERTIREQIDISMO
DOENCA CAROTIDEA

AVC

DPOC/ ASMA

ARRITMIA TIPO TEMPO TRATAMENTO: OBS
SIM / NAO

FIBRILACAO
FLUTTER
EXTRASSISTOLIA

Av. Dr. Dante Pazzanese, 500 - |birapuera - Sdo Paulo — SP - CEP: 04012-909 - Fone: (11) 5085 6000

FO al rev.
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SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE
Coordenadoria de Servicos de Saude
INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA

TAQUIARRITMIA

BLOQUEIOS

MARCAPASSO/CDI/ RESSINCR.

DAC

TIPO

TEMPO

TRATAMENTO:

sIM/ NAO

ANGINA

1AM

ANGIOPLASTIA/ STENT

OUTRAS DOENCAS

TIPO

TEMPO TRATAMENTO:

SIM/ NAO

OSTEOPOROSE

OSTEOARTROSE

DOENGA NEUROLOGICA

DAOP

CIRURGIAS TIPO

DATA

EVOLUCAO

OUTRAS

INFORMACOES

Av. Dr. Dante Pazzanese, 500

« Ibirapuera » Sdo Paulo — SP - CEP: 04012-909 - Fone: (11) 5085 6000

al

rev.
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SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE
Coordenadoria de Servigos de Saude
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Insstut Do Pezzanese de
Cardicloga

1I- HISTORIA SOCIAL / HABITOS:

HABITO ATUAL PREGRESSO TIPO TEMPO DE QUANTIDADE/
INICIO/TERMINO DIA
(MESES/ ANOS)

TABAGISMO

ETILISMO

ATIVIDADE FiSICA ATUAL PREGRESSO TIPO TEMPO QUANTIDADE/

DIA

SEDENTARISMO

EXERCICIOS

ATIVIDADES DE | ATUAL PREGRESSO TIPO TEMPO / FREQ.

LASER

AVALIACAO DO NiVEL DE ESTRESSE:

1) ALGUM FATO EM SUA VIDA LHE CAUSOU UM ESTRESSE MUITO GRANDE? (LUTOS, SEPARACAO,
FALENCIA, ETC)

ESTRESSE

LEVE

| MODERADO

| INTENSO

Av. Dr. Dante Pazzanese, 500 - Ibirapuera - Sdo Paulo — SP - CEP: 04012-909 - Fone: (11) 5085 6000

al rev.



7 Anexos

80

SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE
Coordenadoria de Servigos de Saude
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Insetuts Derie Pazzanese de
Cardigloga

PESSOAL

FAMILIAR

TRABALHO

OUTROS TIPOS

MAIS DETALHES:

- HISTORIA FAMILIAR:
HAS OSTEOPOROSE
DM 2 CANCER
DLP ARRITMIA
ANEURISMA MCP (ICC)
AVC MCP (HIPERT)
HIPOTIREOIDISMO OBESIDADE

OBS:
V- HISTORIA CLINICA ATUAL:
ASSINTOMATICO ( ) SINTOMATICO ( )
V- EXAME Fisico

PESO(KG):.ovsrrrvvvceee ESTATURA(CM):.ccvvvrrnveen IMC (KG/CM?)............
CINTURA(CM): e QUADRIL(CM):. oo
PA (mmHg) SENTADO DEITADO DE PE
BRACO DIREITO
BRACO ESQUERDO
| PULSOS | NORMAIS | ALTERADOS

Av. Dr. Dante Pazzanese, 500 - Ibirapuera - S8o Paulo — SP « CEP: 04012-909 - Fone: (11) 5085 6000

al rev.
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PERNA DIREITA

PERNA ESQUERDA

A) CABECA/ PESCOCO: SOPROS : NAO | ) SIM )

BOCIO/NODULOS : NAO ) SIM

B) APARELHO CARDIOVASCULAR: AUSCULTA CARDIACA NORMAL ( ) ALTERADA ( )

C) APARELHO RESPIRATORIO: AUSCULTA PULMONAR NORMAL ( ) ALTERADA ( )

D) APARELHO DIGESTIVO: ABDOME NORMAL ( ) ALTERADO ( )

E) APARELHO LOCOMOTOR:

MARCHA NORMAL ( ) ALTERADA ( )
OBS:

F) AVALIACAO DO SONO:
DORME BEM : SIM ( ) NAO () RONCOS: SIM [ ) NAO ( )

0BS:

Av. Dr. Dante Pazzanese, 500 - Ibirapuera - Séo Paulo — SP - CEP: 04012-909 - Fone: (11) 5085 6000
al/ivrev,
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SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE
Coordenadoria de Servicos de Salde
INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA

G) OUTRAS INFORMACOES IMPORTANTES:

VI- RELACAO DE MEDICAMENTOS

MEDICAMENTO SIM NAO TEMPO DOSE TIPO/NOME REACOES
DIARIA ADVERSAS

IECA

BRA

ESTATINA

ANTIAGREGANTE
PLAQUETARIO

DIURETICO

BLOQ. CANAIS
CALCIO

BETABLOQUEADOR

HORMONIO
TIREOIDEANO

BISFOSFONATOS

REPOSICAO DE
CALCIO

REPOSICAO DE
VIT. D3

Av. Dr. Dante Pazzanese, 500 - Ibirapuera - Sdo Paulo — SP - CEP: 04012-309 - Fone: (11) 5085 6000
al/0y9 rev.
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SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE
Coordenadoria de Servigos de Saude LG 7
INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA O

ANTIDEPRESSIVOS

ANTICOAGULANTE

NITRATOS

ANALGESICOS

AINH/CORTICOIDES

CILOSTAZOL/
OUTROS VASOD.
PERIFERICOS

QUTROS
MEDICAMENTOS

Av. Dr. Dante Pazzanese, 500 - |birapuera » Sdo Paulo — SP - CEP: 04012-309 - Fone: (11) 5085 6000
ai’dy rev,
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9.1 APENDICE A - Dados demogréficos e exames laboratoriais dos

doadores de tecido da aorta abdominal
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HPRT1), eficiéncia da transcricdo reversa (RTC), controle positivo da PCR
(PPC), controle negativo da transcricdo reversa (NRT), contaminacdo de
DNA gendmico (GDC) e controle branco (NTC). Este teste de controle de

qualidade se fez necessario devido

resultados fidedignos na andlise de express

9.2 APENDICE B - Resultados do controle de qualidade das 12 amostras
de RNA extraidos do tecido da aorta (6 AAA e 6 controles). As amostras

foram testadas quanto
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9.3 APENDICE C - Resultados do controle de qualidade das amostras de
mMiRNA extraidos do plasma (PLA n=12) e do tecido (TE n=12). As amostras
foram testadas contra spiking control (cel-miR-39-3p) e mais 6 miRNAs
enddgenos, além de controle positivo da reacdo (PPC) e controle da
transcricdo reversa (mRTC). Este teste de controle de qualidade se fez
necessario para garantir resultados fidedignos na andlise de perfil de miRNA

por PCR array
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9.4 APENDICE D - Resultados da analise de metilagdo do DNA de 22

do EpiTect Methyl I

izan
(EAHS-581Z, QIAGEN, GmbH, Hiden, Alemanha). Os dados mostram

idade util

estresse e toxicl

genes relacionados a

percentagem de nédo metilados (UN) e metilados (M) de cada amostra de

DNA do tecido de AAA e controles provenientes de doadores. As duas

7
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icdo enz
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