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Resumo




Souza RC. Analise da expressao de miRNAs em pacientes que evoluiram para
sindrome vasoplégica ap0s cirurgia de revascularizagdo miocardica com
circulagao extracorpérea [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo; 2023.

Introdugao: A Sindrome Vasoplégica (SV) € uma complicacao frequente e letal
no pos-operatorio de cirurgias cardiacas com circulagdo extracorporea (CEC),
de dificil previsdo e manejo. Caracteriza-se por um estado de baixa resisténcia
vascular sistémica (RVS) e elevado indice cardiaco (IC). Sua incidéncia na
literatura varia de 9 a 44% dos pacientes operados, enquanto sua mortalidade
pode chegar a 25% dos casos. MicroRNAs (miRNAs), uma classe de pequenas
moléculas n&o codificantes de RNA responsaveis pela regulagcéo pos-transcricéo
da expressao génica. Objetivos: Identificar miRNAs capazes de predizer quais
pacientes evoluem para SV apdés CRM com CEC e; Avaliar as potenciais
consequéncias organicas da exposi¢cao a CEC, atraves do perfil de miRNAs e
dos seus alvos celulares por bioinformatica. Métodos: Estudo de carater
exploratorio, caso-controle aninhado a uma coorte de 87 pacientes de baixo risco
cirurgico submetidos a revascularizagdo do miocardio com CEC entre janeiro de
2018 e dezembro de 2019. Quinze pacientes que evoluiram com SV (Grupo
VASOQO) foram comparados com 15 que n&o evoluiram (NONVASO) quanto ao
perfil de miRNA em amostras de sangue periférico coletado antes do
procedimento cirurgico. Durante o acompanhamento, os dados clinicos e
laboratoriais dos pacientes incluidos foram coletados para o banco de dados do
Research Electronic Data Capture (REDCAP). Baseado nas alteragbes
encontradas nos miRNAs, realizamos analise computacional para previsao dos
potenciais alvos moleculares deste perfil de miRNAs e as consequéncias
organicas, atraveés do software Ingenuity Pathways Analysis (IPA). Resultados:
Encontramos que 7 miRNAs encontrava-se com sua expressao
significativamente alterada no grupo VASO em comparagdo com 0O grupo
NONVASO. A combinacdo do miR-30d com o miR-770-5p apresentou AUC de
0,9615 (1C95%, 0,973-0,999; P < 0,0001) com sensibilidade de 84,6% e
especificidade de 91,67% na distingdo entre pacientes dos grupos VASO e
NONVASO. A previsao de alvos por bioinformatica aponta que este perfil de
miRNA no grupo VASO enriquece e altera a via da molécula Apelina (APLN) e
seu receptor (APLNR), moléculas responsaveis pela regulacdo do ténus
vascular. Conclusao: A associagao dos microRNAS miR-30d e miR-770-5p,
representa um potencial biomarcador capaz de distinguir aqueles pacientes que
irdo desenvolver SV apés CRM com CEC. A molécula APLN pode ter importante
participacédo na SV pés CEC.



Palavras-chave: Vasoplegia. Choque. Revascularizagdo miocardica.
MicroRNAs. MicroRNA circulante. Biomarcadores



Abstract




Souza RC. Analysis of miRNA expression in patients who developed vasoplegic
syndrome after on-pump coronary artery bypass grafting [thesis]. Sdo Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2023.

Introduction: Vasoplegic syndrome (VS) is a frequent and lethal complication in
the postoperative period of cardiac surgeries with cardiopulmonary bypass
(CPB), difficult to predict and manage. It is characterized by a state of low
systemic vascular resistance (SVR) and high cardiac index (Cl). Its incidence in
the literature ranges from 9 to 44% of operated patients, while its mortality can
reach 25% of cases. MicroRNAs (miRNAs), a class of small non-coding RNA
molecules responsible for post-transcriptional regulation of gene expression.
Objectives: To identify miRNAs able to predict which patients evolve to VS after
on-pump CABG and; To evaluate the potential organic consequences of
exposure to CPB, through the profile of miRNAs and their cellular targets by
bioinformatics. Methods: Exploratory, case-control study nested to a cohort of
87 low surgical risk patients undergoing on-pump CABG between January 2018
and December 2019. Fifteen patients who evolved with VS (VASO Group) were
compared with 15 who did not (NONVASO) for miRNA profile in peripheral blood
samples collected before the surgical procedure. During follow-up, clinical and
laboratory data from the included patients were collected into the Research
Electronic Data Capture (REDCAP) database. Based on the changes found in
miRNAs, we performed computational analysis to predict the potential molecular
targets of this miRNA profile and the organic consequences, using the Ingenuity
Pathways Analysis (IPA) software. Results: We found that 7 miRNAs had their
expression significantly altered in the VASO group compared to the NONVASO
group. The combination of miR-30d with miR-770-5p showed an AUC of 0.9615
(95% CI, 0.973-0.999; P < 0.0001) with sensitivity of 84.6% and specificity of
91.67% in distinguishing between patients in the VASO and NONVASO groups.
Target prediction by bioinformatics points out that this miRNA profile in the VASO
group enriches and alters the Apelin molecule pathway (APLN) and its receptor
(APLNR), molecules responsible for vascular tone regulation. Conclusion: The
association of microRNAs miR-30d and miR-770-5p, represents a potential
biomarker capable of distinguishing those patients who will develop VS after on-
pump CABG. The APLN molecule may have an important role in SV after CPB.

Keywords: Vasoplegia. Shock. Myocardial revascularization. MicroRNAs.
Circulating microRNA. Biomarkers.
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A doencga arterial coronariana (DAC) permanece entre as principais
causas de morte entre os paises ocidentais. A cirurgia de revascularizagdo do
miocardio (CRM) continua sendo a estratégia de revascularizagdo de escolha
para pacientes com padrédo coronariano tri arterial, lesdo de tronco de coronaria
esquerda, diabéticos e paciente com disfungdo importante do ventriculo
esquerdo. (1) Apesar de a CRM constituir uma ferramenta valiosa no tratamento
da DAC, a morbimortalidade perioperatéria € uma preocupacao constante por

parte de cirurgides, intensivistas e cardiologistas.

A Sindrome Vasoplégica (SV) € uma complicagao frequente e letal no pés-
operatorio de cirurgias cardiacas com CEC. Trata-se de um estado de
hipotensdo importante, baixa resisténcia vascular sistémica (RVS) e débito
cardiaco (DC) normal ou elevado. (2,3) O primeiro relato que se tem na literatura
da Sindrome Vasoplégica pés-CEC data de 1977, uma série de dois casos
publicados por Akin e colaboradores. Eles observaram que os dois pacientes
apresentaram um quadro até entdo desconhecido, de hipotensao associado a
um indice cardiaco normal e resisténcia vascular sistémica reduzida, sendo
necessario o emprego de drogas vasopressoras. Isso chamou aten¢gdo uma vez
que o esperado apds o emprego da circulagao extracorpérea eram resisténcias

vasculares elevadas no periodo pds operatorio. (4)

Sua incidéncia na literatura varia de 9 a 44% dos pacientes operados,
enquanto sua mortalidade pode chegar a 25% dos casos. (3,5) Essa divergéncia
nos dados existe por n&do haver um consenso universal sobre este mal e os

diversos autores usarem diferentes pardmetros em seus estudos. (6)



A etiologia da sindrome vasoplégica apds cirurgia cardiaca ainda nao foi
totalmente elucidada e muito do que se sabe hoje é trazido do conhecimento
sobre choque séptico. (7,8) O modelo atual acredita que o contato do sangue
com a superficie artificial da CEC e o trauma cirurgico levem a uma serie de
alteracdes neuro-humorais e de mediadores inflamatorios (IL-6, TNF-A e IL-1)
que resultem em uma Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS),
além de uma deficiéncia na resposta de tbnus vascular transitéria e no aumento
da produgéo de o6xido nitrico (NO). Sabe-se que os niveis de vasopressina (VP),
noradrenalina (NE) e angiotensina Il (ATIl) passam por um primeiro momento de
aumento dos seus niveis plasmaticos, seguido pela sua deplegdo na hipdfise,
resultando em um segundo momento de baixos niveis plasmaticos contribuindo

para a vasodilatagdo. (7,9)

Nas ultimas décadas foram desenvolvidos e validados sistemas de
pontuagao que tentam estimar o risco destas complicagdes antes que a cirurgia
ocorra. O Euroscore e o STS score sédos os dois principais neste cenario e com
base em comorbidades e outras questdes clinicas fornece valores estimados da
mortalidade pds-operatéria, insuficiéncia renal aguda, acidente vascular
cerebral, ventilagdo mecanica prolongada, infeccdo profunda de ferida
operatoria, reoperagao e internagao prolongada. No entanto eles ndo possuem
a capacidade de prever paciente com maior risco de Sindrome Vasoplégica (SV)
apos a intervengao cirurgica(10-13). Nesse sentido de previsibilidade de

doengas, os microRNAs tem se mostrado moléculas com importante utilidade.

MicroRNAs sdo pequenas moléculas de RNA ndo-codificantes

descobertos em 1993 no estudo do desenvolvimento da larva do nematédeo



Caenorhabditis elegans (C. elegans). (14) Eles atuam regulando a tradugéo de
outros miRNAs em proteinas, uma vez que eles se ligam aos RNAmM impedindo
que ele seja traduzido pelo ribossomo em uma proteina. Dessa maneira, eles
sdo responsaveis pela regulacao de diversos processos de um organismo, como

o desenvolvimento, diferenciacéo celular, metabolismo e outros. (15)

Apos a descoberta inicial das moléculas de miRNAs, sua utilidade como
biomarcador foi testada e comprovada para doencas inflamatérias,

cardiovasculares e para diversos tipos de neoplasias malignas (15-17).

Sabendo que a Sindrome Vasoplégica € uma complicagéo cuja etiologia
faz parte do espectro inflamatorio sistémico p6s-CEC, inserido no contexto de
doencas cardiovasculares, hipotetizamos que os miRNA teriam potencial de
serem preditores deste mal, uma vez que a literatura mostra que eles funcionam
como 6timos biomarcadores de doengas cardiovasculares. Os escores clinicos

mais comuns ndo podem ser usados para prever a sindrome vasoplégica (SV).

Doencas graves e grandes cirurgias beneficiam-se de biomarcadores que
sdo capazes de diagnosticar ou identificar o risco aumentado de complicagdes
futuras, uma vez que isto evita mortes e complicagbes. MicroRNAs (miRNAs),
uma classe de pequenas moléculas nao codificantes de RNA responsaveis pela
regulagdo poés-transcricdo da expressao génica, influenciam negativamente a
expressado de um conjunto discreto de genes e surgiram para desempenhar um
papel critico na fisiologia e patogénese de varias doengas, além do emprego na
area de diagnostico. Levantamos a hipétese de que a quantificagdo de miRNA

anteriormente a CABG poderia funcionar como biomarcador periférico sensivel



capaz de prever a SV. Para perseguir nossa hipotese, examinamos 754 miRNAs
por PCR em tempo real em amostras de sangue total coletadas de pacientes
antes da cirurgia eletiva de revascularizagdo do miocardio com CEC e
comparamos os perfis de miRNA de pacientes que evoluiram (VASO) versus
nao evoluiram com SV (NONVASO) apds a cirurgia. Além disso, realizamos
analises computacionais para avaliar o papel potencial e a conexao entre os

miRNAs e a fisiopatologia da SV.



2 — Objetivos




12.1 - Objetivo Geral:

Estudar a importédncia do miRNA no desenvolvimento da Sindrome
Vasoplégica em paciente submetidos a revascularizagdo do miocardio com uso

de circulagao extracorporea.

2.2 - Objetivos Especificos:

- Identificar miRNAs capazes de predizer quais pacientes evoluem para SV apos
CRM com CEC.
- Avaliar as potenciais consequéncias organicas da exposicdo a CEC, através

do perfil de miRNAs e dos seus alvos celulares por bioinformatica.



3 — Revisao de Literatura




3.1 — Definicao de Sindrome Vasoplégica apés cirurgia cardiaca

Em 1977, David Arkin e colaboradores descreveram dois casos de
hipotensdo ap0os circulagéo extracorporea (CEC) para realizagao de troca valvar
aortica. Os dois pacientes apresentaram quadros semelhantes 10 minutos apos
o fim da circulacéo extracorporea, constituido por um estado de pressao arterial
baixa, elevado indice cardiaco e reduzida resisténcia vascular sistémica. Para
as afericdes hemodinamicas foi utilizado o método de termodiluigdo com Cateter
de Swan-Ganz. A correlagdo com a circulagdo extracorpérea ficou muito
evidente no segundo caso, pois 0 paciente necessitou ser reabordado para
retirada de um corpo estranho deixado na cirurgia e voltou a apresentar o quadro

descrito apds a CEC na reabordagem. (4)

No Brasil, primeiramente Walter Gomes e colaboradores em 1994
descreveram uma série de 6 casos de pacientes operados que evoluiram com
um estado de elevado indice cardiaco, baixa pressao arterial média e baixa
resisténcia vascular sistémica e atribuiu como possivel causa o inicio do uso de
cardioplegia sanguinea fria no servigo. Posteriormente, em 1996 descreveu uma
série de 12 casos de paciente operados com uso de circulagdo extracorpérea
(CEC) que evoluiram com a ja denominada Sindrome Vasoplégica (SV) ou
Sindrome Pés-Perfusao. Assim como David Arkin, encontraram que a infusdo de
volume intravenoso nao foi suficiente para melhora dos niveis pressoéricos, sendo
necessario o uso de vasoconstrictores como a noradrenalina até a reversao do

quadro. Em sua breve revisao bibliografica, descrevem todo o conhecimento da



época associando este estado a um padrao de sangramento difuso e acreditando
ter como causa a resposta inflamatéria sistémica causada pelo contato do
sangue com o material empregado na maquina de circulagdo extracorpoérea.
Nestes 12 pacientes descritos, observou-se 25% de mortalidade (3 de 12) e 11
tiveram complicacdes durante a internagao, a saber: sepse, pneumonia, acidente
vascular cerebral isquémico, hemorragia importante, insuficiéncia renal aguda,
bloqueio atrioventricular total (BAVT), sindrome da angustia respiratoria aguda

(SARA), convulséo e parada cardiaca revertida. (18,19)

O conceito de SV permanece até hoje da mesma forma de quando foi
descrito pela primeira vez. Sabe-se que € um estado de hipotensido importante,
com baixa resisténcia vascular sistémica e indice cardiaco normal ou elevado.
Por outro lado, ndo ha uma definicdo através de parametros hemodinamicos que
seja universalmente aceita. Diversos autores utilizaram diferentes parametros e
cortes ao estudar o assunto e isso dificulta a compreensdo adequada desta
sindrome. (6) Apesar da diversidade de definigbes, um indice cardiaco (IC) maior
ou igual a 2,2 L/min/m2 associado a uma presséo arterial média (PAM) menor
que 65 mmHg mesmo apos uma reposi¢cao volémica inicial, € compativel com
quadro de SV.

Jentzer e colaboradores propuseram a utilizacdo do uso de doses de pelo
menos 0,5 mcg/kg/min de noradrenalina ou a dose equivalente de outros
vasopressores, uma vez que esta dose é a que define uma alta dose de
vasopressor e esta associada a uma mortalidade hospitalar maior do que 50%.
(20) Busse, em seu artigo de reviséo, define SV sem utilizar a presséo arterial

meédia, bastando o indice cardiaco maior que 2,2L/kg/m2 e a resisténcia vascular
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sistémica menor do que 800 dyn/s/cm dentro das 24h pos CEC. (7) Jacob e
colaboradores, entenderam que SV esta instalada quando n&o se consegue
atingir uma PAM de 65 mmHg com doses baixas de catecolaminas, sendo
necessario doses altas destes farmacos associados a outros vasopressores néo-
catecolaminas e infusdo de cristaldides. (5) Duran definiu SV em seu trabalho de

forma mais elaborada, com PAM < 50 mmHg, RVS menor que 800 dyn/s/cm

(IRVS 1.400 dyn/cm®/m2), IC maior que 2,2 L/min/m2 refratario a 3 bolus de
fenilefrina e com necessidade de dose de noradrenalina maior do que 0,08
mcg/kg/min, apds corregao da volemia e dos paradmetros hematimétricos. (21)
Também ja foi proposta uma classificacédo da SV em graus de gravidade
de acordo com a PAM e a quantidade de vasopressores utilizados: leve, quando
a PAM oscila entre 50 e 60 mmHg com necessidade de um vasopressor;
moderada quando a PAM oscila entre 50 — 60 mmHg com necessidade de dois
vasopressores ou PAM < 50 mmHg com necessidade de um vasopressor; grave
quando a PAM permanece < 50 mmHg e ha necessidade de dois vasopressores

para restaurar os niveis minimos de pressao arterial. (22)

3.2 — Incidéncia, fatores de risco e mortalidade

O choque circulatério, de uma maneira geral, resulta de quatro
mecanismos fisiopatoldégicos essencialmente: hipovolemia, cardiogénico,
obstrutivo e distributivo. O choque séptico, que € uma forma de choque
distributivo, € o de maior incidéncia no mundo, chegando a aproximadamente

62% dos casos. Os outros tipos de choque distributivos, e isto inclui o choque
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vasoplégico ap0s cirurgia cardiaca, correspondem a 4% dos choques que se tem
registro.

Conforme explicado anteriormente, a caréncia de uma definicdo por
parametros hemodinamicos aceita universalmente dificulta diversos aspectos do
estudo adequado da vasoplegia pos cirurgia cardiaca. Por este motivo
observamos grande variagdo na incidéncia relatada. A literatura de reviséo
refere sua ocorréncia entre 9 e 44% dos pacientes submetidos a cirurgia com
CEC. (3) Em alguns subgrupos de pacientes, a incidéncia de vasoplegia é maior
como no caso de pacientes renais cronicos dialiticos, conforme relatado por
Hossne Junior e colaboradores. (23)

A mortalidade quando do seu diagnostico pode chegar a 25%, o que
representa um risco proibitivo, uma vez que cirurgias eletivas cardiacas podem
ter mortalidade esperada de menos de 1%. Percebe-se entdo o enorme
problema que a VP e a sua imprevisibilidade sdo no contexto perioperatorio.
(3,20,24)

Alguns fatores mostram associagdo positiva com a ocorréncia de
vasoplegia em diversos contextos. Muitos deles estdo diretamente relacionados
a diversas situacbes comumente vistas no perioperatério de cirurgia cardiaca.
Os principais sdo: transfusdo sanguinea; a exposicdo a circulagéo
extracorpédrea; transplante de 6rgéos, trauma, queimaduras e sepse; dispositivos
de assisténcia ventricular e; medicagoes.

Alfirevic e sua equipe realizaram um estudo para analisar a incidéncia de
sindrome vasoplégica (SV) apoOs cirurgias cardiacas com circulagéo
extracorpérea, identificando possiveis fatores de risco e investigando o papel da

transfusdo de sangue no desenvolvimento da SV. Foram avaliados 25.960
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pacientes e a ocorréncia de SV foi definida como leve, quando houve
necessidade de infusdo de norepinefrina no dia da cirurgia ou no primeiro dia de
pos-operatorio, ou profunda, quando houve necessidade de vasopressina com
ou sem infusdo de norepinefrina. Os resultados indicaram que a transfusao de
concentrado de hemacias aumentou o risco de SV leve (OR ajustado = 1,07) e
SV profunda (OR ajustado = 1,38), enquanto a transfusdo de plasma fresco
congelado e plaquetas também aumentaram o risco de SV. Foi observado um
aumento dependente da dose no desenvolvimento de SV com cada unidade de
concentrado de hemacias transfundida. (25)

A exposigao a circulagéo extracorporea parece ser o grande responsavel
pelo desencadeamento da SV no cenario da cirurgia cardiaca. Além disso, a
temperatura atingida durante a CEC e o tempo de exposigdo a mesma também
parecem influenciar. Levin e colaboradores demonstraram que n&o apenas a
exposi¢cao, mas também a resposta da curva de presséo arterial (PA) na entrada
de CEC pode ser um importante fator preditor de vasoplegia no pds-operatério.
A probabilidade de um paciente com area sobre a curva de declinio de PA > 0
desenvolver vasoplegia no pos-operatorio foi de 23% conta 16% daqueles que
nao apresentam essa area detectavel. Outro achado interessante de Levin foi
que o tempo de CEC funcionou como fator de risco independente, com aumento
do OR d 1.38 para cada 30 minutos de exposi¢ao.(26)

Hosne Junior e colaboradores fizeram uma analise retrospectiva de 50
doentes renais crénicos dialiticos submetidos a cirurgia de revascularizagdo com
(30 pacientes) e sem CEC (20 pacientes). Houve 30% de incidéncia de
vasoplegia no grupo submetido a cirurgia com CEC contra 3% no grupo sem

CEC. No entanto, € importante observar que o grupo de cirurgia com CEC
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recebeu mais transfusdo de sangue, que é um potencial desencadeador de
vasoplegia. (23) Sun e colaboradores realizaram uma analise retrospectiva de
696 pacientes submetidos a cirurgia de revascularizagdo com e sem CEC. A
incidéncia de vasoplegia no grupo foi de 4,7%, sendo 6,9% no grupo com CEC
e 2,8% no grupo sem CEC. Além disso, SV esteve relacionado com maior tempo
de internagcdo em UTI, maior tempo de hospitalizacdo e ventilagdo mecanica
prolongada. (27)

Os inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA) e
bloqueadores do receptor da aldosterona (BRA) séo a classe de medicamentos
mais estudadas quanto a sua influéncia na resposta vasoplégica. Embora a
evidéncia ndo seja robusta, o que se tem de conhecimento até agora, embasa a
decisdo de suspender o uso de |IECA / BRA antes de cirurgias cardiacas com
CEC. Para investigar o efeito da interrupgdo destes medicamentos antes da
cirurgia, Raja e Fida analisaram 421 publicagbes no Medline/PubMed, eles
encontraram 11 artigos, incluindo trés ensaios clinicos randomizados com
amostras pequenas, que representaram as melhores evidéncias disponiveis
sobre o0 assunto. Concluiram que a administragao de IECA/BRA antes da cirurgia
cardiaca contribui para a ocorréncia de vasoplegia no pos-operatorio e baseado
na evidéncia até agora, a interrupgcdo desses medicamentos antes da cirurgia
cardiaca parece ser uma estratégia valida para evitar a SV no periodo pos-
operatorio. (28,29) Roshanov e colaboradores realizaram uma analise de uma
amostra de pacientes selecionados para a coorte prospectiva VISION de 14687
pacientes submetidos a cirurgia nao-cardiaca. Esta analise encontrou que o
grupo de pacientes que suspenderam a medicagao antes da cirurgia, teve menos

morte, menos hipotensao intraoperatoria e menos eventos vasculares. (30)
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Outra medicagao menos estudada, mas que chama a aten¢ado quanto aos
seus potenciais efeitos vasoplégicos desde a década de 80 é a amiodarona. Van
Dyck e colaboradores relatou em 1988 uma serie de 37 casos de pacientes
submetidos a diversos procedimentos cirurgicos em uso de amiodarona, com
elevada taxa de complicagdes diversas, incluindo um caso fatal de vasoplegia.
Shein em 1999 relatou também um caso de vasoplegia severa apos infusao de
amiodarona em um paciente submetido a angioplastia coronariana. (2) Ja em
2017, Mehaffey e colaboradores estudaram todos os pacientes que foram
submetidos a cirurgia cardiaca com CEC entre 2011 e 2016 em seu hospital.
Compararam os desfechos e caracteristicas dos 118 pacientes vasoplégicos que
usaram azul de metileno (MB) com outros 3490 que n&do necessitaram desta
medicagcdo. Um de seus achados foi que 46% dos pacientes vasoplégicos em
uso de MB apresentaram o desfecho composto “morte em 30 dias, acidente
vascular cerebral, insuficiéncia renal, reoperacao, infeccao profunda da ferida
esternal ou ventilagdo prolongada”. Dentre estes pacientes, observaram que a
incidéncia de MAE é menor nos pacientes que recebem azul de metileno de
forma precoce em comparagao com os que recebem tardiamente. Administragao
precoce de MB foi definida como infusdo da dose na sala de cirurgia, enquanto
administragao tardia de MB foi a infusdo na unidade intensiva. Apesar de ser
um trabalho com diversos vieses, € interessante o achado de que 15,3% dos
vasoplégicos utilizavam amiodarona antes da cirurgia, contra apenas 2,2% dos

nao-vasoplégicos. (31)

3.3 — Fisiopatologia:
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Apesar de o mecanismo fisiopatologico da SV pdés-CABG ser mal
compreendida, acredita-se que ela seja causada diversos fatores
simultaneamente: a resposta inflamatéria sistémica em consequéncia ao trauma
cirargico e a CEC com aumento da produgéo de NO; deficiéncia de vasopressina
e; ativacdo de canais de potassio da musculatura lisa vascular. Todos esses
fatores formam uma rede que resultam em um estado de vasodilatagao refrataria
a vasopressores. O contato das proteinas do plasma humano com as
biomembranas do circuito de CEC leva a alteracbes conformacionais e estas
passam a expressar receptores para células e a interagir com outras proteinas
plasmaticas. Essas interagdes resultam na ativacio de 4 sistemas: o sistema de
contato, a via intrinseca da coagulagdo, a via extrinseca da coagulagédo, o
sistema complemento e a fibrindlise. A ativagado destes sistemas, resulta na
producdo de bradicinina e calicreina (contato), trombina e fibrina (vias da
coagulagao), C5a e complexo terminal do complemento (sistema complemento)
resultando no inicio das alteragcbes celulares inflamatérias. Dentre estas
alteracbes celulares esta a que ocorre com os leucdcitos, plaquetas e
macréfagos. Os produtos das vias descritas acima, ativam estas células,
principalmente através da calicreina e C5a que passam a liberar enzimas
proteoliticas, espécies reativas de oxigénio, conteudos granulares e citadinas
que levam as células endoteliais e produzirem NO e prostaciclinas. Em paralelo
com esta cascata inflamatdria inicial, outra via que contribui para a resposta
inflamatoria que resulta na vasoplegia € a lesdo celular que ocorre no
reservatorio de cardiologia. Restos de hemacias hemolisadas, agregados
moleculares e proteinas desnaturadas entopem pequenos capilares

aumentando a resposta inflamatdria. Outra via de lesdo inflamatoria € a lesdo de
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isquemia-reperfusdo que ocorre com a abertura do clampe aodrtico, que leva a
producdo de espécies reativas de oxigénio, que e causam dano direto a
proteinas, lipidios ao material genético celular. (32)

Observa-se também no periodo pds cirurgia cardiaca, a redugdo dos
niveis plasmaticos de vasopressina. Acredita-se inicialmente, o estado de
choque induza secreg¢ao excessiva deste horménio vasoconstrictor, mediado por
barorreflexo, seguido do seu esgotamento das reservas contidas na hipofise.
Na membrana da célula muscular lisa vascular, a deficiéncia de vasopressina e
o aumento do Oxido nitrico levam a ativacdo e abertura de canais de potassio
sensiveis a ATP, resultando em hiperpolarizacdo da membrana e diminui a
entrada de calcio na célula através de canais de calcio-voltagem dependentes.
A reducgéo da entrada de calcio na célula leva a desfosforilagdo da cadeia leve
de miosina, aumento de GMP ciclico intracelular. Essas alteracbes levam a
menor interagdo da actina e miosina e relaxamento da musculatura lisa vascular,
isto &, vasodilatagcdo. Importante ressaltar que grande parte do conhecimento e
do modelo fisiopatoldgico da vasoplegia pés-CEC, na verdade é uma adaptacéo
do mesmo modelo de vasoplegia que ocorre na sepse, quando ha uma resposta

a um microrganismo patogénico. (2,5)

3.4 Tratamento da vasoplegia:

O tratamento da vasoplegia atualmente baseia-se numa fase inicial de
tentativa de aumentar o volume intravascular com reposicéo de cristaloides. Na
verdade, esta reposicdo funciona muitas vezes como uma estratégia

diagndstica, uma vez que € uma prova terapéutica para excluir o diagndstico de
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choque por hipovolemia. A noradrenalina constitui atualmente a medicacéo de
primeira escolha para o tratamento da vasoplegia em sua forma inicial. Baseado
no que se especula sobre a fisiopatologia da doenga e caso haja necessidade
de maiores doses de catecolaminas, o tratamento € voltado para reposicao de
vasopressina. Uma droga menos estudada, mas bastante utilizada como linha
final do tratamento é o azul de metileno. Por ultimo, a hidroxicobalamina também
parece apresentar beneficio para este grupo de pacientes.

Como primeira droga de escolha, a norepinefrina € um vasopressor
altamente eficaz capaz de aumentar a pressao arterial e do volume sistolico
diastélico final por meio da mobilizacdo do volume esplancnico ndo estressado
e um efeito direto nos midcitos cardiacos por estimulagdo dos receptores 31
adrenérgicos. O efeito sobre a frequéncia cardiaca € minimo. Outras vantagens
da norepinefrina sobre outros vasopressores sdo um efeito vasopressor forte
comparavel a epinefrina e a fenilefrina, superior ao da dopamina; permite a
utilizagdo dos niveis de lactato para orientar a ressuscitacdo; aumenta o indice
cardiaco sem aumentar a frequéncia cardiaca e, portanto, sem aumentar
excessivamente o consumo de oxigénio pelo miocardio, diferentemente da
dopamina e epinefrina. No entanto, os vasopressores adrenérgicos tém efeitos
colaterais potenciais, como aumento do estresse oxidativo, interagdo com o
metabolismo energético celular e/ou modulagdo da resposta inflamatoria,
resultando no novo conceito de "decatecolaminizagdo"”, que preconiza o uso de
vasopressores ndo catecolaminicos para reduzir a exposi¢ao a catecolaminas.
(8)

Neste contexto de descatecolaminizacdo, entra a vasopressina, um

vasoconstrictor potente e que se mostra util para tratamento baseado no que se
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sabe da fisiopatologia da vasoplegia. (3) Em pacientes com choque séptico, o
efeito deletério de uso de catecolaminas em dose alta (noradrenalina > 0,5
mcg/Kg/min) levou o Surviving Sepsis Campaign a sugerir a associacéo de
vasopressina 0,03U/min visando diminuir a dose de noradrenalina. O estudo
VANCS, desenvolvido no InCor — FMUSP, comparou os efeitos da vasopressina
e da noradrenalina nos pacientes vasoplégicos apos cirurgia cardiaca. Dos 151
paciente do grupo noradrenalina, o desfecho primario ocorreu em 74 (49.0%; IC
95%, 41.0 a 57.0), contra 48 (32.2%; IC 95%, 24.7 a 39.7) no grupo da
vasopressina. Além disso, importante ressaltar que o grupo vasopressina teve
menor ocorréncia de insuficiéncia renal aguda e de fibrilagdo atrial. Baseado
nestes resultados, os autores sugerem que a vasopressina seja a droga de
primeira linha na SV. (33) Gordon e colaboradores estudaram ainda a
associacao de hidrocortisona a terapia vasoconstrictora, tanto noradrenalina
guanto vasopressina em pacientes com choque distributivo por sepse em 409
pacientes. O desfecho primario foi o numero de dias sem insuficiéncia renal
durante o periodo de 28 dias apds a randomizacdo. Nao houve diferenca
significativa de mortalidade entre os grupos. A adi¢do do corticoide ndo mostrou
melhora no numero de dias livre de insuficiéncia renal, bem como também n&o
houve diferenga significativa no desfecho quanto ao tipo de vasopressor usado.
O numero de sobreviventes que nunca desenvolveram insuficiéncia renal foi de
94 de 165 pacientes (57,0%) no grupo da vasopressina e 93 de 157 pacientes
(59,2%) no grupo da norepinefrina (diferenga, -2,3% [IC 95%, -13,0% a 8,5%)]).
No entanto, um dado interessante deste estudo foi que houve menos utilizagao

de terapia de substituicdo renal no grupo da vasopressina do que no grupo da

19



norepinefrina (25,4% para a vasopressina vs. 35,3% para a norepinefrina;
diferenca, -9,9% [IC 95%, -19,3% a -0,6%]). (34)

O tratamento com azul de metileno (MB) tem sido proposto como para SV

pos CEC e para tratamento de choque séptico e queimaduras graves. Seu
mecanismo de agao nao consiste em ser um vasoconstrictor direto, mas sim em
inibir a producao endotelial de 6xido nitrico (NO) através do bloqueio do sistema
do GMP ciclico, sem causar disfungao endotelial. Isso permite que ocorra o efeito
vasoconstrictor da noradrenalina (2)
A dose de ataque de 1,5 a 2 mg/kg parece trazer beneficios como a redugéo da
quantidade de catecolaminas infundidas e na redugcdo da mortalidade. (35) Ozal
e colaboradores estudaram o uso profilatico de MB na dose de 2mg/Kg 1h antes
da cirurgia em 100 pacientes submetidos a revascularizagdo miocardica com
CEC. Mesmo sendo classificados com pacientes de alto risco para vasoplegia,
uma vez que ndo eram suspensas medicagbes como IECA e antagonistas de
canal de calcio, obtiveram 0% de incidéncia de vasoplegia contra 26% no grupo
que n&o uso MB no pré-operatorio. (36)

Existe uma preocupacao quanto aos seus potenciais efeitos deletérios no
organismo como lesdo endotelial, sindrome serotoninérgica. Meinardi e
colaboradores estudaram o potencial de lesdo endotelial em modelo animal na
dose de 3mg/Kg de MB, no entanto a lesdo nao foi confirmada. (37) Top e
colaboradores relataram um caso fatal de sindrome serotoninérgica em um
paciente usuario de venlafaxina A paciente recebeu azul de metileno antes da
cirurgia e no pdés-operatério iniciou o quadro com agitagcdo, reducdo da
consciéncia, dilatagdo pupilar dilatacdo pupilar, clonos ocular, disartria,

hiperatividade neuromuscular e hiperreflexia, predominantemente nos membros
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inferiores. Evoluiu com sudorese, hipersalivagao, opistotono e uma sindrome
piramidal bilateral. Apds 9 horas comecgou a apresentar hipertermia com pico de
43 graus e refratariedade aos vasopressores e a infusdo de volume. (38) Outros
relatos de caso com revisdo de literatura apontam que o uso prévio de
medicagdes como inibidores da MAO oxidase e inibidores da recaptacao de
serotonina, podem favorecer seu aparecimento com o uso de azul de metileno.
(39)

A hidroxicobalamina é uma vitamina do complexo B conhecida como
vitamina B12 e pode ser obtida pela alimentac&o através de alimentos de origem
animal. O relato de caso de Roderique chama a atencéo para um paciente que
apresentou vasoplegia durante o curso da CEC que respondeu satisfatoriamente
a infusdo de 5g de hidroxicobalamina 70 minutos apos o inicio do by-pass, com
reducao significativa das doses de vasopressores e aumento da presséo arterial
média. (40)

Woehlck relatou um caso de choque por vasodilatacdo durante um
transplante hepatico que foi inicialmente tratado com vasopressina. Evoluiu com
piora da perfusdo periférica percebida pela perda da curva do oximetro. A
avaliacdo dos parametros hemodinamicos pelo cateter de termodiluicdo
indicavam vasoconstriccdo periférica e foi necessario interromper a
vasopressina, que foi substituida por azul de metileno. Para n&o exceder a dose
de 5 mg/Kg/h, associaram hidroxicobalamina 2g, dividido em doses de 250mg a
cada 30 minutos e desta forma obtiveram boa resposta pressérica. Além disso,
uma hora apés o término da cirurgia administraram mais 1g de hidroxicobalamina

que contribuiu para redugao dos niveis de noradrenalina. (41)
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3.5 — MicroRNAs e suas aplicagoes como biomarcadores

Em 1993, Lee e colaboradores descreveram o primeiro miRNA em um
trabalho que estudava a regulacdo génica durante o desenvolvimento larval do
nematodeo Caenorhabditis elegans (C. elegans). Eles observaram que uma
pequena molécula de RNAm transcrita a partir do gene /in-4, ndo era traduzida
em uma proteina. Esse RNA na verdade apresentava uma sequéncia de
nucleotideos complementar a da regido 3" ndo traduzida (UTR) do RNAm /in-14,

se ligava a ele e inibia a sua traducgéo. (14)

Em 2000, Reinhart, Slack e colaboradores identificaram o /et-7, um
miRNA de 21 nucleotideos que regulava os RNAm lin-14, lin-28, lin-41, lin-42 e
daf-12 também importantes no desenvolvimento larval do C.elegans. (42) Foi
visto que a sequéncia do /let-7 assim como sua expressao temporal esta presente
e amplamente conservada em uma variedade de organismos, incluindo
humanos, fortalecendo a hipétese de que esses pequenos RNAs
desempenhavam um papel na regulacdo génica e todas as espécies. Essa

descoberta gerou intenso interesse na identificagdo de novos miRNAs. (43)

Em 2002, Calin e colaboradores mostraram que os miR15 e miR16, localizados
no cromossomo 13q14 estavam ausentes em mais da metade das amostras de
tonsilas de paciente com leucemia linfocitica crénica de células B. Percebeu-se,
entdo que as doencas humanas poderiam ter importante correlacdo com

determinados perfis de miRNA. (44)
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Buscando investigar alteragdes cardiacas e sua relagdo com os miRNAS,
Rooij e colaboradores, em 2006, demonstraram que 12 miRNAs encontravam-
se alterados no miocardio de ratos submetidos a bandagem com objetivo de
aumentar a pos-carga e promover a hipertrofia cardiaca. Este estudo além de
demonstrar a relacdo dos miRNAs como responsaveis por alteragdes
patologicas, também levantou a possibilidade de funcionarem como alvos

terapéuticos em doencgas cardiacas. (45)

Neste mesmo periodo, alguns outros estudos investigaram a correlagao
de miRNAs e a fungéo cardiaca através da delecdo de genes. Foi demonstrado
que o miRNA 1-2 é essencial na cardiogénese, uma vez que sua delegao causou
diversas alteragdes morfologicas, de condugdo de impulsos elétricos e no
controle do ciclo celular. (46) Enquanto isso, Rooij e colaboradores descobriram
que a hipertrofia cardiaca em resposta a algum estimulo lesivo é regulado pelo

miRNA-208. (47)

Em 2008, Chim e colaboradores realizaram um trabalho importante que
mostraria um enorme potencial dos miRNAs de funcionarem como
biomarcadores de facil deteccdo no plasma humano. Eles demonstraram que
quatro miRNAs presentes na placenta estavam presentes no plasma das
gestantes apenas durante o periodo de gravidez. Desta forma seriam

marcadores de gestagao de facil obtengdo através de amostras de sangue. (48)

Posteriormente, diversos investigadores buscaram investigar a correlagao

de miRNAs como biomarcadores de doencas cardiovasculares como doenca
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arterial coronaria, insuficiéncia cardiaca, fibrilagao atrial, hipertrofia cardiaca e

fibrose.

Ji, Takahashi e colaboradores, em 2009 investigaram o efeito da injec&o
de isoproterenol para causar dano cardiaco em ratos e encontraram que o miR-
208 foi o microRNA cardioespecifico com aumento significativo (p<0,0001) e um
comportamento temporal similar @ Troponina |. Sugeriram entdo o -208 como
importante marcador de injuria miocardica. (49) No entanto, D’Alessandra e
colaboradores investigaram o perfil de miRNAs em ratos com ligadura cirurgica
da artéria coronaria e pacientes humanos com infarto agudo do miocardio com
supra de ST (IAMCSST). Eles observaram que o miR-208 apresentou uma
expressdo muito baixa nos ratos com ligadura coronariana e também em
humanos com IAMCSST, sugerindo que o miR-208 talvez esteja relacionado a
cardiotoxicidade por estimulo B-adrenérgico do isoproterenol, e ndo por injuria
miocardica. Além disso, observaram que os miR-1, -133, -133b e -499-5p estao
aumentados no sangue periféricos de humanos provavelmente devido ao dano
as células cardiacas. Curiosamente, a curva do -499-5p teve um comportamento

(ascensao, pico e declinio) semelhante ao da Troponina I. (50)

A cardioespecificidade e seu aumento nas lesdes cardiacas dos miR-208
e miR-499-5p foram confirmados posteriormente por Gidlof e colaboradores.
Eles investigaram 424 pacientes com Sindrome Coronariana Aguda (SCA)
internados em unidade coronariana. Dentre os tratados com CABG,
evidenciaram que os niveis destes dois miRNAs em amostras de sangue do seio
venoso coronariano foram indetectaveis antes da infusdo de cardioplegia e

significativamente aumentados apos a infusdo da mesma. Também observaram
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que no seio venoso as concentragbes foram significativamente maiores em
comparagao com amostras de sangue periférico. A analise de amostras de
sangue periférico destes pacientes mostrou que os miR-1, -208 e -499 tiveram
excelentes poderes discriminatérios, através da area sob a curva (AUC), dos

pacientes com SCA, porém inferiores a da troponina T. (51)

Oerlemans e colaboradores realizaram uma interessante demonstracao
dos miRNAs como ferramenta diagndstica em amostras de sangue periférico na
Sindrome Coronaria a Aguda. As moléculas de miR-1, -499 e -21 tiveram boa
capacidade discriminatéria para SCA, isoladamente. Quando combinados, os
trés miRNAs somadas aos niveis de troponina T ultrassensivel obteve-se uma
AUC de 0,92, tornando a combinacédo destes biomarcadores um modelo mais

acurado de diagnostico do que a troponina T isoladamente. (52)

Quanto a capacidade de discriminagao entre diferentes formas clinicas de
apresentacao da aterosclerose coronariana obstrutiva (angina estavel, angina
instavel, infarto com supra de ST e infarto sem supra de ST) alguns trabalhos
demonstram mMiRNAs que isoladamente ou em combinacédo, sdo potenciais
discriminadores destas formas clinicas. Um dos achados do trabalho de
Oerlemans e colaboradores, citado anteriormente, foi justamente de que a
avaliacao dos niveis dos miRNAs miR-1, -499 e -208a foram capazes de apontar
quais pacientes apresentavam angina instavel e quais apresentavam infarto sem
supra. A elevagao de miR-1 e -499 estava presente nos quadros de Al e de
IAMSSST, enquanto o miR-208a elevou-se apenas naqueles pacientes com
IAMSSST, isto €, quando ha lesdo miocardica. (52) Os niveis séricos de miR-

486 e -92 foram capazes de distinguir entre angina estavel, angina instavel e
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infarto agudo no trabalho de Niculescu e colaboradores. (53) Além disso, Liu e
colaboradores demonstraram que o miR-28 € um potencial biomarcador isolado
para angina instavel em doentes com DAC e documentagdo angiografica de
doenca e este mesmo autor, em outra publicagdo sua, mostrou que a associagao
dos miR-134, -198 e -370 nas células mononucleares de sangue periférico tem
importante poder de discriminagdo entre angina instavel e angina estavel.

(54,55)

Assinaturas de miRNAs, também chamadas de impressé&o digital, sdo
abordagens diagndsticas onde diversos miRNAs sao combinados visando
aumentar a sensibilidade de especificidade para diagnéstico de doencgas. Essa
combinacdo de miRNAs tem sido estudada no contexto da aterosclerose
obstrutiva com bons resultados. Li e colaboradores realizaram inicialmente um
levantamento do perfil de miRNAs em amostras de sangue periférico de 20
pacientes com |IAM e 20 pacientes controle, em um projeto piloto. Encontraram
significativamente alterados os miR-1, -134, -186, -208, -223 e -499. Numa
segunda etapa, realizaram a dosagem apenas destes seis miIRNAs nos
seguintes 97 pacientes infartados e 80 controles e calcularam, através da Curva
ROC, que a combinagdo destes seis microRNAs, quando presentes no sangue,
apresenta melhor AUC para diagnostico de IAM em comparagao com a dosagem
isolada da troponina T. (56) Um estudo de caso controle de Vogel e
colaboradores, identificou a assinatura de miRNAs biomarcadores com
significativa acuracia para identificacdo de insuficiéncia cardiaca de etiologia n&o
isquémica. Eles avaliaram amostras de sangue periférico de 53 casos de

disfuncao ventricular esquerda e compararam com 39 controles. Os oito miRNAs
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miR-520d-5p, miR-558, miR-122, miR-200b, miR-622, miR-519e, miR-1231 e
miR-1228 isoladamente apresentaram boas sensibilidade e especificidade para
diagnostico de disfungdo ventricular esquerda. Quando em combinagéo, isto é,
esta assinatura ou perfil de miRNA, aumentou ainda mais a acuracia com uma

AUC de 0,8 (57)

Apesar de serem menos estudados, os microRNAs também exercem
importante papel no diagnostico de Fibrilagdo Atrial. Pela previsdo de alvos por
bioinformatica, ja foi demonstrado que diversos microRNAs como o miR-23a,
miR- 29a, miR-30, miR-124a, miR-125b, miR-150, miR-193, miR-214, miR-185,
miR-494, miR-320 e miR-351 sdo capazes de regular a expressdo de canais
ibnicos presentes no miocardio. Além disso, o miR-1 e miR-133 ja foram
apontados como importantes moléculas responsaveis por arritmias em modelos
animais. (58) O trabalho de Lu e colaboradores analisou amostras de tecido atrial
de caes e de humanos com doenga cardiaca reumatica. Encontraram que o miR-
328 estava significativamente aumentado tanto em tecido atrial humano quanto
do animal. Através da previsdo de alvos, por bioinformatica, observaram que o
canal de Calcio L-Type, tem suas subunidades alfalc e beta1 reguladas por este
miRNA e a inativagdo do miR-328 em ratos reduziu a incidéncia de FA e

aumentou os niveis de canais de calcio L-Type. (59)

Na tentativa de utiliza-los como biomarcadores detectaveis no sangue, Liu
e colaboradores, em uma coorte de 105 pacientes com FA paroxistica e
persistente onde foram analisadas amostras de plasma, encontraram que a
reducdo dos niveis do miR-150 teve correlagdo significativa com o aumento da

incidéncia de FA paroxistica e FA persistente. Além disso, a analise por
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bioinformatica utilizando a informacéo de 4 bancos de dados mostrou que este

microRNA interfere na via de 18 genes relacionados a FA. (60)

A FA que ocorre ap6s cirurgia de revascularizagao do miocardio, costuma
ser autolimitada e de outra etiologia. Ela também foi estudada para
biomarcadores a nivel de miRNA por Harling e colaboradores. Eles elaboraram
um estudo do tipo caso-controle e analisaram amostras de plasma de 34
pacientes submetidos a cirurgia de revascularizagcdo do miocardio. Apos
extracdo do RNA destas amostras e quantificagdo dos mesmos encontraram que
o miR-483-5p nas mostras de plasma pré-operatérias foi capaz de prever aquele
que desenvolveriam FA pds-operatéria com sensibilidade e especificidade de,
respectivamente, 77,78% e 77,27%. A analise da curva ROC mostrou uma AUC
de 0,78. Verificaram também que esta miRNA encontrava-se elevado no tecido
atrial. No entanto ndo realizaram analise por bioinformatica para previsdo de
alvos e, portanto, ndo sugeriram mecanismos moleculares que integrassem o

miRNA a arritmia. (61)

Outras condicdes cardiovasculares que tém sido estudadas quanto ao
papel dos miRNAs sdo as cardites infecciosas e a Sindrome de Takotsubo,
embora estas ainda carecam de estudos maiores. Nao ha miRNAs detectaveis
no plasma que funcionem como biomarcadores de cardites infecciosas e os
estudos publicados sao de analises de miRNA de tecidos cardiacos. O trabalho
de Corsten e colaboradores abrangeu pacientes com lesdo miocardica de
etiologias diversas: aterosclerose coronariana, miocardite viral, disfungédo
diastolica e disfungao sistolica aguda do ventriculo esquerdo. Encontraram que

os miR-208 e -499 elevam-se de forma significativa tanto no infarto agudo quanto
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na miocardite viral, acompanhando a curva da troponina. Isso demonstra a
cardioespecificidade destes microRNAs, mas ndo o correlaciona
especificamente com casos de cardite infecciosa. (62) Nesse mesmo sentido, Xu
e colaboradores demonstraram que o miR-21, um miRNA marcador de fibrose
do tecido cardiaco, serve como um marcador de progressao da miocardite viral
cronica para a miocardiopatia dilatada. (63) Navarro e colaboradores analisaram
os efeitos sobre o perfil de miRNA de ratos causado pela por Tripanossoma
Cruzi, agente da Doenga de Chagas em humanos. Encontraram nove
microRNAs (miR-21, -142-5p, 142-3p, -222, -145, -149, -322, mo-miR146b e
mmu-miR-146b) com express&o alterada no tecido cardiaco destes modelos e o
pico da expresséo coincidiu com o pico da parasitemia, 0 que sugere que este
grupo de miRNAs de alguma forma estejam ligados a magnitude da infecgéo e
as alteragcbes cardiacas da doenca. Além disso, seis destes nove tiveram
correlagdo com a alteragdo do intervalo QTc (miR-146b, -21, -142-3p -142- 5p, -
145-5p e -149-5p). (64) Até o momento ndo ha referencias a mMiRNAs

biomarcadores de cardites infecciosas detectadas no plasma. (65)

A Sindrome de Takotsubo é uma causa menos frequente de infarto do
miocardio. Jaguszewski e colaboradores realizaram um estudo com 91
colaboradores para comparar o perfil de miRNAs de pessoas saudaveis,
pacientes acometidos por IAMCSST e pacientes com Sindrome de Takotsubo.
A assinatura genética composta pela combinagdo dos quatro miRNAs miR-1,
miR-16, miR-26 e miR-133a apresentou uma sensibilidade de 96,77% e
especificidade de 70,37% para a diferenciagcado entre Takotsubo de IAMCSST.

(66)
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Até o momento, ndo ha relato de microRNAs que sejam biomarcadores

especificos de vasoplegia na literatura.
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4 — Métodos
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4.1 - Etica na pesquisa:

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo comité de ética do Instituto do
Coracao do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
S&o Paulo (InCor — HCFMUSP) (Cappesq 4435/16/101 — 15380), que foi
conduzido seguindo as diretrizes da Declaragdo de Helsinque. Todos os

pacientes incluidos assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

4.2 - Desenho do estudo, critérios de inclusao e exclusao e grupos:

Este estudo tem carater exploratério, uma vez que nao ha relato na
literatura associando miRNA e VS. O desenho adotado foi o de um caso-controle
e inicialmente foram selecionados 87 pacientes submetidos a revascularizagao
do miocardio com CEC de janeiro de 2018 a dezembro de 2019, em
procedimento eletivo ou de urgéncia, para os quais foi confeccionada pelo menos
uma anastomose proximal na aorta. Foram excluidos os pacientes que
realizaram revascularizacdo do miocardio sem CEC, que utilizaram previamente
drogas vasoativas, baldo intra-adrtico, angina instavel sintomatica no momento
da cirurgia, que apresentem doengas do colageno ou neoplasia ou que sofreram
infarto agudo do miocardio ha menos de 03 semanas. Apds essa selegao inicial,
11 pacientes foram excluidos pelo fato de o cirurgido ter optado por realizar a
cirurgia sem CEC. Procedeu-se entdo ao acompanhamento clinico dos 76
pacientes restantes dos quais 15 evoluiram com Sindrome Vasoplégica
(incidéncia de 19,7%). Selecionamos entdo 30 pacientes, 15 vasoplégicos

(VASO) e 15 ndo-vasoplégicos (NONVASOQO), para analise do perfil de miRNA no
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sangue periférico, levando em consideragao o baixo risco cirurgico (STS escore
< 2%). A selegao dos 15 nado-vasoplégicos se deu baseado no critério de
proximidade de data cirurgica com os doentes vasoplégicos.

De forma a tornar os grupos comparaveis, foi demonstrado que ndo houve
diferenga estatistica para as seguintes caracteristicas clinicas: idade, sexo, IMC,
historia familiar de doenga coronariana, diabetes, insuficiéncia renal crdénica,
doenca pulmonar, doenga arterial oclusiva periférica, doenga cerebrovascular,
hemoglobina, hematdcrito, creatinina, HbA1C, intervengcdo coronariana
percutdnea prévia, classe funcional, fibrilagdo atrial / flutter, fracdo de ejecéo,
numero de vasos principais afetados, uso prévio de IECA, bloqueadores beta e
bloqueadores de canais de calcio. Houve diferenca estatistica para a variavel
maior nivel de glicose intraoperatoria. As caracteristicas dos pacientes incluidos

no estudo estio resumidas na tabela 1.
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Caracteristicas dos pacientes

Parametros preoperatérios NONVASO group (N=15) VASO group (N=15)
Idade Média (IQR) - anos 66.0 (49.0-76.0) 68.0 (48.0-76.0)
EuroSCORE - média (SD) 1.1(0,4) 0.9(0.4)

STS - média (SD) 0.5(0.3) 0.7(0.2)
Homens- (%) 14 (93.3) 14 (93.3)
Indice de massa corporal (IMC), kg/m2 - média (SD) 25.6(2.2) 25.9(3.5)
Diabetes melito - n (%) 9 (60.0) 9 (60.0)
Hipertens3o - n (%) 10 (66.7) 13 (86.7)
Historia familiar de doenga cardiaca-n (%) 1(6.6) 1(6.6)
Insuficiencia Renal - n (%) 1(6.6) 1(6.6)
Doenga arterial periférica-n (%) 1(6.6) 3(20)
Acidente vascular cerebral prévio - n (%) 1(6.6) 3(20)
Intervengdo coronariana percutanea prévia- n (%) 3(20) 2(13.3)
Hemoglobina (mg/dL) - média (SD) 14.16 (1.7) 14.4(1.3)
Hematdcrito % - media 42.9(3.8) 42.3(5.1)
Hemoglobina glicada % - media (SD) 6.3(1.0) 6.5(1.2)
Glicose (mg/dL) - media (SD) 133.8(41.1) 130.3(47.8)
Creatinina (mg/dL) - media (SD) 1.0(0.26) 1.1(0.18)
Anatomia coronariana

Biarterial - n (%) 3 (20) 1(6.7)
Triarterial - n (%) 12 (80) 14 (93.3)
IECA /BRA 48 horas antesdacirurgia - n (%) 9 (60) 7 (46,6)
Betabloqueador - n (%) 10 (67) 7 (46,6)
Bloqueador de canal de célcio - n (%) 3(20) 5(33,3)
Frag3o de ejegdo - % (SD) 59(10.7) 60.8 (6.1)
Parametros intraoperatorios

Tempo de CEC - minutos 101 85
Hemoglobina mais baixa intraoperatéria (mg/dL) - média (SD) 9.3 8.4

Tempo de andxia cardiaca (minutos) - media (SD) 69.93 (19.92) 75.60 (15.95)
Glicose intraoperatoria mais alta (mg/dL) - media (SD) 208,3** 173,8**
Transfusdo de hemocomponentes - n (%) 1(6.6) 1(6.6)
Parametros pés-operatorios

Creatinina-media (SD) 1.5(0.5) 1.3(0.4)
Tempo de UTI (horas) - media (SD) 325.6 (257.9) 234.4 (165.7)
Hemoglobina (m§/dL)- media (SD) 10.8 (1.6) 10.3(1.0)

Tabela 1 — Comparagao entre os grupos vasoplegia e nao-vasoplegia quanto as
variaveis pré, intra e pos-operatoérias. Os dados sdo apresentados como numero de
pacientes e porcentagem entre parénteses para variaveis dicotdmicas ou mediana e
intervalo interquartil (IQR) ou desvio padrdo (S.D). Os simbolos *** representam p <

0.0001.
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4.3 - Monitorizagao do paciente, técnica cirurgica, material biolégico e

acompanhamento do paciente:

O preparo dos pacientes para a cirurgia de revascularizagdo do miocardio
ocorreu conforme o protocolo da instituicdo, da seguinte forma: Paciente entra
na sala de cirurgia onde sao cateterizados a veia periférica para acesso venoso
e a artéria radial para cateter de pressao arterial invasiva. Com esse acesso é
realizada a indugdo anestésica e a intubagao orotraqueal. Com o paciente ja
anestesiado, realizamos a cateterizagdo venosa central com cateter de duplo
limen e a cateterizagdo vesical com cateter de Foley. O monitor Vigileo com
sensor FloTrac foi instalado em todos os pacientes para uso apds o fechamento
do toérax para quantificar o débito cardiaco e orientar o diagndstico de SV.

A técnica cirurgica utilizada consiste nas seguintes etapas: abertura do
esterno e disseccao da artéria mamaria esquerda pediculada ou esqueletizada,
de acordo com a preferéncia do cirurgido; dissecc¢ao da veia safena pela técnica
convencional sem preservacdo da gordura perivascular; heparinizagdo com
heparina ndo-fracionada controlado por um tempo de coagulag&o ativada maior
do que 480 segundos; instalagdo do circuito de CEC com canulagao da linha
arterial na aorta ascendente e da linha venosa no atrio direito; entrada em CEC,
clampeamento da aorta ascendente e infusdo de cardioplegia sanguinea fria de
forma anterograda na raiz da aorta obtendo parada cardiaca; confecgdo das
pontes planejadas; abertura do clampe adrtico e retomada dos batimentos
cardiacos; saida de CEC, reversado da heparinizacdo com sulfato de protamina,

revisdo de hemostasia e fechamento.

35



Duas amostras de sangue venoso de 5 ml foram coletadas de todos os
pacientes durante a cirurgia. A primeira, apos a indugédo anestésica, durante a
passagem do cateter venoso central. A segunda, apos a saida de CEC
cardiopulmonar, pelo menos 15 minutos apds a reversdo completa da heparina
com protamina. Usamos Tempus ™ Blood RNA Tube para coleta das amostras
de sangue e o armazenamos a —-80 °C. No final da cirurgia, o paciente foi
encaminhado para a UTI pds-operatdria ainda com monitor de débito cardiaco e
acompanhado diariamente por um membro do grupo de pesquisa, para verificar
os parametros clinicos e diagnosticar a SV nas primeiras 48 horas de pos-
operatério. Todos os pacientes foram monitorados com um sensor Flo Trac
acoplado ao monitor EV1000, ambos da Edwards Lifescience, para monitorar o
indice cardiaco, ilustrados na figura 1. Os critérios de diagndstico de SV
adotados neste estudo foram descritos anteriormente no VANCS Trial. (33) A SV
foi definida como hipotensdo (PAM < 65 mmHg) refrataria a pelo menos 1.000
mL de infusdo intravenosa de fluido cristaldide, associada a um indice cardiaco
maior que 2,2 L/min?/m?, nas primeiras 48 horas apds a CEC. Outras causas de
choque precisaram ser excluidas, como choque cardiogénico, choque
hipovolémico ou tamponamento cardiaco. Durante o acompanhamento, os
dados clinicos e laboratoriais dos pacientes incluidos foram coletados para o
banco de dados do Research Electronic Data Capture (REDCAP). Os
parametros hemodinamicos observados pela equipe eram anotados na ficha de
controle de sinais vitais e parametros hemodinamicos exemplificada na figura 2.

A figura 3 ilustra o fluxograma do paciente inserido no estudo.
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Flolrac \.

Figura 1 - Monitor Vigileo® com sensor FloTrac® da Edwards Lifescience™ utilizado na
monitorizagao do indice cardiaco para diagnéstico de SV. Dentre os parametros que o

monitor fornece, utilizamos o indice cardiaco acima de 2,2 L/min/m?.
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Figura 2 — Ficha de controle dos parametros hemodinamicos do pos-operatério anotado

pela equipe de enfermagem do setor de pds-operatorio. T — Temperatura axilar, R —

frequéncia respiratéria, FC — frequéncia cardiaca, PA — pressao arterial média, PVC —

pressao venosa central, S — pressao sistolica, D — pressao diastdlica, M - pressdo média,

DC — débito cardiaco, IC — indice cardiaco.
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Preparo do paciente para cirurgia

cardiaca O

Coleta da primeira amostra de
sangue venoso

Heparinizagdo plena

Realizacdo da
cirurgia com CEC

Coleta do fragmento de aorta

Y

Administragdo da protamina

Y

Coleta da segunda amostra de
sangue venoso O

Fechamento do térax e monitoramento do débito cardiaco

0

Armazenamento das amostras em
freezera -81°C

FLUXOGRAMA PREVENT

E> Acompanhamento clinico do paciente e coleta
dos dados

Processamento e analise do perfil de
miRNA

Figura 3 — Fluxograma do paciente incluido no estudo. O paciente tem suas amostras
de material biolégico coletados ao longo da cirurgia, posteriormente o térax é fechado,
o paciente encaminhado para a unidade pos operatoria onde os dados sao coletados e
0 membro pesquisados acompanha o diagnodstico de vasoplegia. As amostras de
materaial biolégico sdo encaminhadas para armazenamento a -810C para posterior

descongelamento, processamento e analise do perfil de miRNA.

Apos a coleta de todas as amostras e dos diagnosticos de SV, iniciou-se
a fase de analise do material coletado. As amostras foram descongeladas em

gelo e extraidas de acordo com o protocolo do fabricante, utilizando o kit Tempus
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™ 12-Port RNA Isolation - Thermofisher Scientific- USA (Figura 4). Apds a
extracdo do RNA total, incluindo os miRNAs, foram analisados quanto a
qualidade no Nanodrop 2000 (Thermofisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
EUA) e obtivemos (A260 / 280, relagdo A260 / 230 maior que 1,9), e quanto a
integridade do RNA, valor de RIN maior que 7,0, avaliado no equipamento

bioanalisador - Agilent - Alemanha.

Figura 4 — Tempus™ Blood RNA Tube. Tubo utilizado na armazenagem a -81°C das
amostras de sangue para preservagao do material genético.
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4.4 - Perfil de miRNA de sangue total

Para a reagao de transcricdo reversa de cada amostra, foram utilizados
tubos eppendorf de 0,2 mL, com volume final de 7,5 yL, com 3 uL de RNA total
e 4,5 pL da mistura RT, que consistia em: 0,8 uyL Megaplex ™ RT Primers (10x
), 0,20 yL de dNTPs (100 mM), 1,5 yL de enzima de transcriptase reversa
MultiScribeTM (50U / uL), 0,8 pL de tampao RT (10x), 0,9 yL de MgCI2 (25 mM),
0,10 pL de inibidor de RNAse (20U / pL) e 0,20 pyL de nuclease. Em seguida,
foram submetidos a 40 ciclos a 16°C por 2 min; 42°C por 1 minuto e 50°C por 1
segundo, seguido de extensdo a 85°C por 5 min, finalizando a 4°C, no Veriti®
Thermocycler (Applied Biosystems, Foster City, Califérnia, EUA). A pré-
amplificacao foi realizada apds a transcricdo reversa usando 2,5 uL do produto
transcrito e 22,5 uL da mistura de pré-amplificacdo com condi¢des de ciclo que
incluiram 10 min a 95°C, 2 min a 55°C e 2 min a 72-C, 12 ciclos de 15 s a 95°C
e 4 min a 60-C e 10 min a 99,9°C, no Veriti® Thermocycler (Applied Biosystems,
Foster City, Califérnia, EUA). O perfil de miRNA foi realizado no instrumento
AB7900 (Applied Biosystems) usando cartdo micro-fluidico TagMan ™ Array
Human MicroRNA A + B Cards- TLDA- v2.0- um total de 384 TagMan®
MicroRNA Assays por cartdo.), que permite a avaliagdo quantitativa de 754

miRNAs, incluindo genes enddgenos.
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4.5 - Analise da expressao e analise estatistica do miRNA

Para analisar as diferencas nos niveis de expressao miRNA entre os dois
grupos, fizemos o upload dos arquivos de dados brutos gerados em tempo real
(extensdo.SDS) em um software ThermoFisher Cloud v1.0. Este software
explora um teste t de amostras independentes para comparar os dados do limiar
de PCR em tempo real (Ct) com uma amostra de controle de referéncia
representativa selecionada aleatoriamente usando um limiar de p de 0,05, e os
niveis relativos de expressdo miRNA s&o apresentados como mudanca de dobra
(FC). Os arquivos de dados foram primeiramente pré-processados usando
corregbes automaticas de linha de base e verificados manualmente para cada
ensaio se o valor Ct correspondia ao ponto médio da curva de amplificacédo
logaritmica. O método do ciclo de limiar comparativo foi usado para calcular os
niveis relativos de expressdao miRNA (ACt) apds a normalizagado da média global.
MiRNAs com um Ct médio >36 e detectados em <80% de todas as amostras
foram considerados abaixo do nivel de detecgdo e excluidos de analises
posteriores. Os MiRNAs com valores limiares de p < 0,05 e FC 21,5 absoluto
foram considerados expressos de forma diferente. Para analises de miRNAs
individuais foi utilizado o teste t pareado para variaveis que seguiam a
distribuicdo normal (teste Anderson-Darling), e para as outras foi utilizado o teste
nao parameétrico Mann-Whitney pareado. Para analisar a associagdo entre
variaveis de resultado e variaveis explicativas, foram utilizados modelos de
regresséo logistica simples e multiplos e, para avaliar este modelo, foi utilizado

o C-Statistics (AUC). As medidas diagnésticas foram calculadas usando o ponto
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de corte pelo método de Youden avaliando sensibilidade, especificidade,
precisao, valor preditivo positivo e negativo. O software GraphPad Prism verséo

8.01 foi utilizado para realizar analises individuais e curvas ROC.

4.6 - Analises de previsao de alvo e de enriquecimento de vias

A previséo e identificagao de alvos dos 7 miRNAs desregulados em VASO
vs NONVASO foi realizada usando o software Ingenuity Pathways Analysis (IPA)
(Qiagen, EUA- www.ingenuity.com) que se baseia em trés algoritmos de banco
de dados (TargetScan, TarBase e miRecords). Os caminhos canénicos IPA e as
analises de rede utilizam um banco de dados grafico de redes de genes que
interagem (Ingenuity Knowledge Base, IKB). Uma lista contendo os sete miRNAs
foi carregada no IPA e analisada com base no conteudo da data de 2021-07
usando o teste exato de Fisher para medir o significado da associagao entre
cada lista e o caminho enriquecido. As moléculas sdo representadas como nos,
e a relagdo biologica entre dois nos é representada como uma borda (linha).
Todas as bordas s&o suportadas por pelo menos uma referéncia da literatura, de
um livro didatico ou de informagdes candnicas armazenadas no IKB. O diagrama
de acordes foi criado usando para representar os miRNAs e seus alvos putativos
relacionados com os caminhos de sinalizagdo apelina.

A figura 5 exemplifica uma das etapas da analise do IPA onde é usado
um diagrama de nos para correlacionar o miRNA com suas moléculas e genes

alvo.
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Figura 5 — Exemplo de diagrama gerado pelo IPA onde cada linha representa
uma relagdo biologica existente entre os mMiIRNAs e outras moléculas
sustentadas por uma referéncia da literatura, de um livro didatico ou de
informagdes canbdnicas armazenadas no IKB. Através disso, € possivel prever

um efeito final.
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5 — Resultados
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5.1 Comparacao entre os grupos VASO e NONVASO

A tabela 1 mostra as caracteristicas pré, intra e pés-operatoérias dos dois
grupos comparados. Os dados s&do apresentados como numero de pacientes e
porcentagem entre parénteses para variaveis dicotbmicas ou mediana e
intervalo interquartil (IQR) ou desvio padrao (S.D). Nao houve diferenca entre as
variaveis preé-operatorias. Importante ressaltar que houve diferencga significativa
para a variavel glicose intraoperatéria mais elevada. Outro dado que chama
atengao € de que os grupos também eram equivalentes quanto ao risco cirurgico,

aferidos através do STS score e EuroSCORE II.

5.2 - MiRNAs circulantes desregulados em amostras de sangue durante o
periodo pré-operatorio de pacientes que se submeteram a cirurgia de
revascularizagdo miocardica com CEC e desenvolveram e nao

desenvolveram VS.

Identificamos entre os 754 miRNAs triados, oito diferentemente expressos
no sangue de VASO versus NONVASO, como mostrado em um grafico de
vulcao, (Figura 6A) dos quais seis estavam sobrexpressos (pontos vermelhos):
hsa-miR-548c-3p, hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-199b-5p, hsa-miR-183-3p, hsa-
miR-571, hsa-miR-383-5p e dois estavam subexpressos (pontos azuis): hsa-
mMiR-1236-3p, hsa-miR-770-5p. A Tabela 2 mostra a lista dos miRNAs
desregulados, seu simbolo, ID do miRbase, o valor de sua variagdo e os valores
de p. Para auxiliar o entendimento, classificamos os miRNAs desregulados e os
representamos em dois graficos agrupados nas figuras 6A e 6B. Realizamos o

teste ndo paramétrico Mann-Whitney pareado e, para a detecgéao de outliers, o
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método ROUT (baseado na taxa de falsa descoberta - FDR). Apds essas
analises, observamos que sete dos oito miRNAs eram estatisticamente
significativos (P < 0,05) na comparagéo entre VASO e NONVASO; o hsa-miR-
1236-3p nao ultrapassou o ponto de corte do valor P apds o teste de analise

estatistica ndo paramétrica de Mann-Whitney.

Lista de miRNAs circulantes com expressdo alterada (VASO x NONVASO)
Simbolo do miRNA miRbaselD Alteracdo valor p
hsa-miR-548c-3p MIMAT0003285 3,7 0.00317
hsa-miR-30d-5p MIMATO0000245 3,1 0.03974
hsa-miR-199b-5p MIMAT0000263 2,8 0.01588
hsa-miR-183-3p MIMATO0004560 2,3 0.02891
hsa-miR-571 MIMATO0003236 2,2 0.02505
hsa-miR-383-5p MIMATO0000738 2 0.02417
hsa-miR1236-3p MIMATO0005591 -2,60 0.03820
hsa-miR770-5p MIMATO0003948 -15,6 0.03709

Tabela 2 — Lista dos microRNAs com expresséo alterada, seu simbolo, miRbaselD, valor
da alteracgéo e valor p.
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Figura 6A — Grafico volcano onde o eixo y representa o valor p da expressao de miRNA
enquanto o eixo x representa a quantidade de vezes que a expressao esta alterada. A
linha pontilhada que cruza perpendicularmente o eixo y representa o valor cima do qual
a expressao do miRNA é significativa com p<0.05. Ha duas linhas pontilhadas cruzando
perpendicularmente o eixo x que marcam aqueles miRNAs que tem sua expressao
aumentada (a direita) e diminuida (a esquerda). Os pontos coloridos, portanto,
representam aqueles miRNAs com sua expresséao alterada de forma significativa.

MicroRNAs com expressao significativamente alterada
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Figura 6B - O teste ndo paramétrico de Mann-Whitney e, para a detecgao de outliers, o
método ROUT (baseado na taxa de descoberta falsa - FDR) foi usado para comparar
os dois grupos, usando os valores de ACt apds a normalizagao da média global e o
calculo da expressédo relativa 2-AACt (alteragdo de dobra) para cada miRNA.
Considerando o valor de P < 0,05 como estatisticamente significativo.
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Observamos também, na analise da curva ROC abaixo, que a associagao do
hsa-miR-30d com o hsa-miR-770-5p apresentou a maior AUC tornando-se o
melhor preditor de vasoplegia nas amostras pré-operatérias de sangue dos

pacientes.

5.3 - Combinagao de miR-30d-5p e hsa-miR-770-5p no sangue total como

potencial preditor de VS

Para explorar o potencial dos miRNAs quanto a sua capacidade de prever SV
antes da CRM, foram geradas curvas ROC para miRNAs individuais e para todas
as combinagdes possiveis entre dois miRNAs, para analisar seu valor
diagnostico sinérgico (Tabelas 3 e 4). As maiores AUCs de miRNAs isolados,
foram obtidas nas curvas ROC para hsa-miR-770-5p e hsa-miR-30d-5p, com os
seguintes valores, respectivamente: 0,8333 [intervalo de confianga (IC) de 95%,
0,6622-1,000; valor de P = 0,0047] e 0,8178 (IC de 95%, 0,6640-0,9715; valor
de P = 0,0030). A combinagao desses dois miRNAs produziu um valor de AUC
de 0,9615 (IC95%, 0,973-0,999; P < 0,0001) com sensibilidade de 84,6% e
especificidade de 91,67% na distingdo entre pacientes dos grupos VASO e
NONVASO (Figura 7), mostrando um poder de biomarcador superior ao de um

unico miRNA.
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miRNA AUCs Desvio Padrao p-valor
miR-770-5p 0,8333 0,08729 0,0047
miR-30d 0,8178 0,07845 0,003
miR-548c¢ 0,79 0,1023 0,0284
miR-571 0,7857 0,08836 0,0088
miR-199 0,7436 0,09859 0,0287
miR-183 0,7289 0,09323 0,0327
miR-1236 0,6389 0,1103 0,2225

Tabela 3 - Tabela mostrando valores de AUC de cada miRNA isoladamente. Maior AUC

obtida ocorreu com o hsa-miR-30d e com o hsa-miR-770-5p.

miR-770-5p miR-548c miR-1236 miR-199 miR-183 miR-30d miR-571
miR-770-5p [ 0,8333 0,9259 0,8269 0,8923 0,8782 0,9615 0,9306
miR-548c¢ = 0,7900 0,7667 0,8333 0,7700 0,8700 0,8778
miR-1236 - : 10,6389  0,7400 0,6611 0,8389 0,8095
miR-199 . - 0,7436 0,7795 0,8308 0,8132
miR-183 - i 0,7289 0,8222 0,8381
miR-30d - - - - 0,8178 0,8095
miR-571 - - i - - 0,7857

Tabela 4 — Tabela mostrando valores de AUC da combinacdo de todos os pares de

miRNAs possiveis. Maior AUC obtida ocorreu com a combinagao do hsa-miR-30d com

0 hsa-miR-770-5p. A combinagéo desses dois miRNAs produziu um valor de AUC de

0,9615 (1C95%, 0,973-0,999; P < 0,0001) com sensibilidade de 84,6% e especificidade

de 91,67% na distingado entre pacientes dos grupos VASO e NONVASO.
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Figura 7 — (A) A curva ROC para cada miRNA individual produziu os dois maiores
valores de AUC de 0,8333 [intervalo de confianga (IC) de 95%, 0,6622-1,000; valor de
P =0,0047] e 0,8178 (IC de 95%, 0,6640-0,9715; valor de P = 0,0030) para hsa-miR-
770-5p e hsa-miR-30d-5p, respectivamente. (B) Comparagéao das curvas ROC isoladas
dos miR30d e 770-5p com as trés maiores AUC de microRNAs combinados.

5.4 - A previsao de alvos de miRNA e a analise de enriquecimento do conjunto de

genes

Realizamos analises por bioinformatica para identificar todos os possiveis alvos dos sete
miRNAs circulantes desregulados em pacientes com SV. Obtivemos a lista de alvos de
trés bancos de dados de previsao de alvos diferentes, considerando aqueles previstos
como alvos moderados, altos ou validados experimentalmente. Os genes previstos
como alvos dos miRNAs desregulados em pacientes com vasoplegia foram
significativamente enriquecidos em vias can0nicas relacionadas a resposta imune,
estresse celular, lesdo e sinalizagao cardiovascular. A Figura 8-A mostra as 15 principais
vias candnicas mais significativamente enriquecidas em graficos de barras empilhadas.
O numero total de moléculas dentro de cada via esta na parte superior de cada barra
plotada. Nessa analise, aplicamos um ponto de corte log corrigido de Benjamini-
Hochberg (valor P) de 1,3. A principal via enriquecida foi a "Via de sinalizagao hepatica
da apelina", com 14 das 26 moléculas dentro da via (53,8%) contendo o maior nimero

de alvos potenciais dos miRNAs desregulados. Na lista das vias mais enriquecidas,
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também identificamos outras quatro vias relacionadas ao sistema apelinico, por
exemplo, vias de sinalizagao da apelina em fibroblastos cardiacos, musculos, pancreas
e células endoteliais. A Figura 8 mostra, na forma de um diagrama de cordas, a
guantidade de conexao entre as cinco vias candnicas relacionadas a sinalizagao por
apelina com varias entidades ou nos (gene/proteina/miRNAs) dentro dessas proprias
vias ou indiretamente conectadas com seus nés. Quanto mais inter-relacionamento e
conexdes o no tiver, mais relevante ele é. O tamanho de cada n6 é proporcional ao
numero de conexdes com as cores dos acordes parcialmente misturadas com as cores

de suas entidades conectadas.
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Figura 8 — (A) As 15 principais vias canbnicas mais significativamente
enriquecidas representadas como graficos de barras empilhadas. O numero total
de moléculas em cada via esta na parte superior de cada barra representada. A
principal via enriquecida foi a "Via de sinalizagao hepatica da apelina", com 14
das 26 moléculas da via (53,8%) contendo o maior numero de alvos dos miRNAs
desregulados. (B) Diagrama de cordas que representa a quantidade de conex&o
entre as cinco vias canénicas relacionadas a via de sinalizagdo da apelina: no
figado, endotelial, musculo/cardiomiocito, fibroblastos cardiacos e pancreas,
com varias entidades ou nos (gene/proteina/miRNAs) dentro dessas vias ou
indiretamente conectados aos nds das vias. Quanto mais inter-relacionamento e
conexdes o0 no tiver, mais relevante ele sera e também sera representado por
cores diferentes. O tamanho era proporcional ao numero de conexdes. Nesse
diagrama especifico, as cores dos acordes foram parcialmente misturadas com
as cores de suas entidades conectadas.
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5.5 - As moléculas das vias de sinalizagao da apelina sao os alvos
potenciais dos mMiRNAs circulantes desregulados em pacientes que
evoluiram com SV.

Uma proporgdo significativa dos alvos potenciais dos miRNAs
desregulados no grupo VASO pertence as vias candnicas de sinalizagdo da
apelina (APLN) e isso tem efeitos distintos nos diversos tecidos. Seis miRNAs
tinham como alvo as vias canénicas da APLN, como mostra Figuras 9(A — E).
Dentre eles temos o hsa-miR-770-5p, que foi subexpresso, e outros cinco que
foram superexpressos: hsa-miR-199a-5p, hsa-miR-30d-5p, hsa-miR-383-5p,
hsa-miR-548c-3p, hsa-miR-571. Essa via é fundamental em diferentes
orgaos/tecidos/células do corpo, como nos hepatocitos (figura 9A),
cardiomiocitos (figura 9B), fibroblastos cardiacos (figura 9C), células
pancreaticas (figura 9D), células endoteliais e células musculares lisas
vasculares (figura 9E). Trés nOs estdo presentes em todas as cinco vias
mostradas nas figuras 9A-E: Apelina (APLN), hsa-miR-199-5p e seu alvo
previsto, o receptor de Apelina (APLNR). Nos hepatdcitos (Fig. 9A), o hsa-miR-
199-5p tem trés alvos previstos: o receptor de apelina (APLNR), o colageno tipo
1 (COL5A3) e a glicogénio sintase quinase 3 beta (GSK3b). A endotelina 1
(EDN1) e a endotelina 3 (EDN3) s&o alvos previstos do hsa-miR-383-5p e do
hsa-miR-571, respectivamente, e ambos ja demonstraram ser capazes de
aumentar a expressao de APLN. A ATIl tem um efeito inibitério na APLN. O hsa-
miR-30d-5p tem trés alvos previstos: substrato 1 do receptor de insulina (IRS1),
cadeia alfa 1 e 2 do colageno tipo | (COL1A1 e COL1A2). Em cardiomiocitos
(figura 9B), o hsa-miR-199-5p tem trés alvos previstos: APLNR, o fator de

transcricdo fator induzivel por hipoxia 1 subunidade alfa (Hif1) e a enzima
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catalase (CAT), que também €& um alvo previsto do hsa-miR-30d-5p. Nos
fibroblastos cardiacos (figura 9C), o hsa-miR-199-5p e outros trés miRNAs: hsa-
miR-30d-5p, hsa-miR-571 e hsa-miR-548c-5p tém a quinase ativada por AMP
(AMPK) como alvo em comum. Esses mesmos quatro miRNAs tém alvos
diferentes na sinalizagdo da Apelina em células pancreaticas (figura 9D), levando
a um aumento previsto na resisténcia a insulina.

Interessante observar que especialmente no conjunto células endoteliais
/ célula muscular vascular (figura 9E), o efeito destes 4 miRNAs: hsa-miR-199-
5p, hsa-miR-30d, hsa-miR-548c-5p e hsa-miR-571 ¢ a inibi¢do da vasodilatacéo,
mostrando que os pacientes que desenvolvem SV sdo portadores no pré-
operatério de uma maior tendencia a vasoconstriccdo. Além disso, nas células
endoteliais, 0 hsa-miR-770-5p é regulado negativamente no grupo VASO e tem
como alvo a molécula de adesdo celular vascular 1 (VCAM1), uma
sialoglicoproteina de superficie celular expressa pelo endotélio ativado por

citocinas.
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Figura 9 — Via candnica de sinalizagao da Apelina em diferentes tecidos: A) hepatdcito;
B) cardiomiécito; C) fibroblasto cardiaco; D) célula pancreatica; E) endotélio e célula
muscular lisa vascular. Os miRNAs estdo representados em verde e vermelho,
representando sua expressao aumentada e diminuida, respectivamente. As moléculas
e efeitos estdo representados em laranja e azul, representando seus efeitos
aumentados e diminuidos, respectivamente.
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Neste estudo de caso controle aninhado a uma coorte de pacientes em
pos-operatorio de revascularizagdo do miocardio, foi demonstrado pela primeira
vez uma associagao entre microRNAs e Sindrome Vasoplégica. Mostramos que
o padrao de miRNAs desregulados que encontramos em nossos resultados,
pode constituir uma assinatura genética de miRNA para Sindrome Vasoplégica
pos-CEC, que podem ser dosados no sangue de pacientes em pré-operatério de
cirurgias de revascularizagdo do miocardio. Considerando que a incidéncia de
vasoplegia pode chegar a 44% com uma alta mortalidade de aproximadamente
25%, a utilizacdo da combinacdo dos hsa-miR-30d e hsa-770-5p como
biomarcadores de SV pode se tornar uma 6tima ferramenta para a decisao entre
revascularizagao cirurgica, tratamento clinico ou angioplastia.

A escolha de investigar a sindrome vasoplégica apds cirurgia de
revascularizagdo miocardica (CRM) e seu potencial relacionamento com
microRNAs (miRNAs) foi motivada por diversas razdes. A sindrome vasoplégica
€ uma complicacdo importante e desafiadora que pode ocorrer apés a CRM,
caracterizada pela disfuncdo persistente da vasculatura periférica e uma
resposta inadequada a administracido de vasopressores. Essa condicdo esta
associada a um aumento significativo da morbimortalidade, tempo de internagéo
hospitalar e custos relacionados ao tratamento.

A identificagdo de biomarcadores eficazes para prever a ocorréncia da
sindrome vasoplégica € de extrema importancia, pois isso permitiria a adogao de
medidas preventivas, intervencdes terapéuticas precoces ou até mesmo

contraindicacao a cirurgia, resultando em melhores desfechos clinicos e redugéo
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da morbimortalidade associada. Nesse contexto, a investigagdo do papel dos
miRNAs como potenciais biomarcadores se torna relevante.

Os miRNAs sao pequenos RNAs nao codificantes que desempenham um
papel fundamental na regulagdo pdés-transcricional dos genes, modulando a
expressao de multiplos alvos. Eles tém sido amplamente estudados em varias
doencas cardiovasculares, incluindo a disfungdo vascular. Os miRNAs
circulantes tém despertado interesse crescente como potenciais biomarcadores,
devido a sua estabilidade e capacidade de refletir alteragbes fisiopatologicas em
diferentes 6rgéos e tecidos, conforme demonstrado na reviséo de literatura.

No caso especifico da sindrome vasoplégica apdés a CRM, este estudo
identificou uma associacdo entre miRNAs especificos e a patogénese dessa
complicagédo. Notavelmente, os hsa-miR-30d e hsa-miR-770-5p demonstraram
apresentar uma alta area sob a curva (AUC) em analises de curvas ROC
(Receiver Operating Characteristic), indicando uma boa capacidade de
discriminagdo entre pacientes que desenvolvem a sindrome vasoplégica e
aqueles que néo apresentam a complicagdo. Além disso, esses miRNAs também
demonstraram boa sensibilidade e especificidade na predicdo dessa condicao.

A identificacdo desses miRNAs como biomarcadores confiaveis poderia
ter implicagbes significativas na pratica clinica, permitindo uma triagem mais
precisa e estratificacdo de risco dos pacientes submetidos a CRM, bem como a
implementagcdo de medidas preventivas e terapéuticas direcionadas aos
individuos de maior risco.

Alguns escores de risco foram desenvolvidos e sao utilizados para ajudar
especialistas na tomada de decisdo baseado na comparagao entre o risco da

doenga com o risco da intervengéo cirurgica. Os escores de risco mais utilizados
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para prever complicagdes apods cirurgias cardiacas nao contemplam a
possibilidade da ocorréncia de SV, que sdo o EuroSCORE Il e o STS Score. O
primeiro € um modelo de regresséo logistica desenvolvido baseado em dados
pré-operatorios coletados prospectivamente de 22381 pacientes submetidos a
cirurgia cardiaca e que nos da percentualmente a chance de morte intra-
hospitalar. (67) O segundo € um sistema de pontuagdo desenvolvido pela
Society os Thoracic Surgeons que leva em consideragdo uma quantidade maior
de variaveis, fornece riscos de outras comorbidades, além do 6bito e atualmente
€ reconhecido como superior ao EuroSCORE Il para previséo de desfechos. (11)
No entanto nenhum destes dois modelos, que sdo os mais utilizados no mundo
para estimativa de risco em cirurgia cardiaca, abrangem o risco de SV. Em 2016,
Vessem e colaboradores realizaram uma analise retrospectiva de 225 pacientes
com insuficiéncia cardiaca que foram submetidos a cirurgia de reconstrugéo
ventricular e implante de dispositivos de assisténcia e desenvolveram um modelo
de risco de vasoplegia para esta populagdo. Obtiveram uma AUC deste modelo

de 0.759 (IC 95% de 0. 690 - 0.829). (68)

A SV é um evento observado em outras situagdes além do pds-operatorio
de cardiaca e que pode ser desencadeada por outros estados de doencga que
levam a um excesso de producao de NO. Entre esses estados estao a sepse, a
anafilaxia e o transplante hepatico. (69) A analise computacional identificou alvos
moleculares desta assinatura de miRNA (hsa-miR-199a-5p, hsa-miR-30d-5p,
hsa-miR-383-5p, hsa-miR-548c-3p, hsa-miR-571 e hsa-miR-770-5p) que alteram
principalmente a via da apelina no figado, cardiomidcito, pancreas e vasos
sanguineos. A via da apelina em tecido hepatico foi a que teve percentualmente

mais enriquecimento de suas vias. A previsdo de alvos por analise
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computacional mostra que baseado no perfil de miRNA contido no sangue pré-
operatério, os pacientes que desenvolvem SV apresentavam, antes de serem
expostos a CEC, uma maior tendéncia a vasoconstriccdo, como ilustrado pela
figura 9E. Por algum motivo, estes pacientes ao serem expostos a RVM com
CEC desenvolvem um estado patolégico de vasodilatacéo. E possivel que a
exposi¢cao destes pacientes a cirurgia com CEC inverta o perfil de miRNA
levando a um estado de vasodilatagao patoldgica mediada pela apelina.

A Apelina (APLN) é um peptideo que possui um receptor acoplado a uma
proteina G (APLNR) e que agem no sistema cardiovascular como potente
inotrépico e vasodilatador. O APLNR foi descrito pela primeira vez em 1993 como
um receptor de angiotensina que nao se ligava a esta molécula. Em 1998 a APLN
foi identificada como ligante deste receptor. (70,71) Sabe-se que ela exerce
importante influéncia no desenvolvimento adequado do sistema cardiovascular.
Estudos experimentais em modelo animal mostram que a exclusdo do gene
desta molécula leva a disfungdo ventricular, intolerancia a exercicio,
incapacidade de resposta hipertrofica do miocardio e insuficiéncia cardiaca como
resposta a sobrecargas de pressao. (72)

O efeito mais importante da APLN é a sua capacidade de promover
vasodilatacao, dependente da liberacdo de NO pelo endotélio. Este efeito pode
ser diminuido na presenga de um inibidor da NO sintase endotelial (eNOS),
sugerindo que a via APLN / APLNR exerce um efeito vasodilatador através da
ativacéo da via da eNOS. (73,74) Ishida et al. demonstraram que a administragcéo
aguda de apelina diminuiu significativamente a pressao arterial sistélica em
modelo animal, mas foi incapaz de alterar a pressao arterial sistdlica em animais

deficientes em APLNR. Curiosamente, o efeito hipotensor da apelina também foi
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observado em modelos de animais hipertensos cronicos. (75) Outro ponto que
fala a favor da vasodilatagdo dependente de NO é o fato de o efeito apelinérgico
ser dependente da integridade do endotélio vascular. Em vasos com endotélio
integro, a infusdo de apelina induz a vasodilatagao, efeito oposto ao do receptor
de angiotensina. No entanto, em vasos com lesdo e auséncia do endotélio, o
efeito da apelina diretamente sobre a célula muscular lisa resulta em
vasoconstricgdo. (72)

A relagdo da apelina com microRNAs ja foi demonstrada em estudos
sobre hipertensao arterial pulmonar (HP). Toshner e colaboradores, mostraram
qgue os pacientes com HP apresentam diminuicdo da expressao e da fungao do
receptor de proteina morfogénica oOssea tipo Il (BMPR-Il). Betero e
colaboradores mostraram que a perda da fungcdo do BMPR-II esta associada a
superexpressao da familia miRNA miR-130/301. Além disso, os miR-424 e -503
exercem importante papel na regulagéo da proliferagdo endotelial nos pacientes
com HP. (72,76,77)

Acredita-se que o modelo fisiopatologico da SV seja o mesmo em diversos
cenarios como na sepse, SIRS, lesdo pulmonar aguda e p6s-CEC. Todos estes
estados de doenca citados tém em comum o miR-30d, com efeitos celulares bem
descritos (78—-80). Demonstramos neste estudo, que a desregulacédo desse
importante miRNA da SV em outros cenarios, também se faz presente na
vasoplegia pés-CEC.

Nao ha até o momento correlacdo publicada entre miR-770-5p e
Sindrome Vasoplégica. A literatura sobre esta molécula mostra que ela exerce

papel na injuria da nefropatia diabética e esta relacionada a diferentes estados
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de doenca como o diabetes, a cardiomiopatia dilatada e canceres de pulméo
nao-pequenas células, de mama e de estémago (81-87)

O trabalho de Yuan e colaboradores mostrou que humanos e animais com
fibrose pulmonar tinham subexpressao do miR-770-5p. A administracdo do miR-
770-5p reduziu significativamente as lesbes fibroticas nos pulmbes de
camundongos expostos a poeira de silica. Assim como nos nossos pacientes, a
expressao do miR-770-5p também estava diminuida na SV. Sabendo que tanto
a SV quanto a Fibrose Pulmonar sdo doengas com importante componente
inflamatorio, este miRNA pode estar correlacionado a atividade de inflamagéo

nestes dois quadros. (88)
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7 - Conclusao
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A associagdo dos microRNAS miR-30d e miR-770-5p, representa um
potencial biomarcador capaz de distinguir aqueles pacientes que ir&o
desenvolver SV apés CRM com CEC. Apesar do reduzido numero de pacientes
incluidos e de serem necessarios estudos maiores, os achados foram
significativos estatisticamente e a previsdo de alvos de miRNA, por analise
computacional, aponta que os pacientes que desenvolvem SV apés RVM com
CEC possuem um perfil de miRNA antes da cirurgia que lhes confere uma maior

tendéncia a vasoconstric¢ao.
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