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APRESENTACAO

Considerando os diversos campos de atuagéo do profissional de Biomedicina
e sua incessante busca por novas descobertas tecnolbgicas, laboratoriais,
diagnosticas, além de seu comprometimento com a saude da populacdo e com
0 meio ambiente, a editora Atena langa o e-book “NOVOS PARADIGMAS DE
ABORDAGEM NA BIOMEDICINA CONTEMPORANEA 27, que traz 07 artigos que
ajudam a esclarecer, fundamentar e evidenciar a atuacéo do profissional biomédico
nas suas diversas areas de trabalho.

Através desta leitura, vocé podera descobrir e ampliar seus conhecimentos
sobre diversas possibilidades e atualizagbes que envolvem a abordagem da

Biomedicina.
Aproveite a leitura!

Claudiane Ayres
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RESUMO: A hepatite C representa grave
problema de saude publica mundial. A taxa de
cronificacéo € elevada, podendo evoluir para

Novos Paradigmas de Abordagem na Biomedicina Contemporanea 2

HEPATITE C CRONICA

fibrose, cirrose e carcinomahepatocelular. O papel
dos microRNAs (miRs) como biomarcadores
da hepatite C tem sido amplamente estudado
como preditores de doenca hepatica avancada
e de resposta a terapia, permitindo melhor
direcionamento clinico-terapéutico. Objetivou-se
investigar o papel do miR-122, o mais abundante
no tecido hepatico, como biomarcador na
resposta a terapia tripla e progressao de doenca,
incluindo o desenvolvimento de cancer, em
pacientes brasileiros com hepatite C cronica.
Estdo sendo estudados 100 pacientes com
hepatite C crénica acompanhados em torno de
6 anos pela Hepatologia do Hospital da UFRJ
e previamente tratados com terapia tripla. A
severidade da fibrose hepatica foi estratificada
conforme Metavir (FO-F4). Os dados clinico-
laboratoriais e demograficos foram coletados em
prontuarios médicos. Foi realizada extracao dos
miRs acrescentando o miR-39 de Caenorhabditis
elegans como controle exdgeno. Foi realizada
transcricdo reversa e PCR em tempo real
com sondas especificas. Os valores de cycle
threshold encontrados foram comparados
entre 0 miR-39 e o0 miR-122. A fim de verificar
a viabilidade dos soros congelados a -80°C foi
feito teste de deteccao dos miRs em soro fresco,
congelado ha 1 més e ha 10 anos. Os pacientes
foram estratificados de acordo com evolugédo
de doenca hepatica e em respondedores/néo-
respondedores a terapia. Foi possivel detectar
miR-122 de amostras congeladas ha 10 anos
com a mesma eficiéncia quando comparado a
amostras frescas, mostrando sua viabilidade.
Comparando com o miR-39 exdgeno, observa-
se grande quantidade de miR-122 no soro dos
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pacientes. Até 0 momento ndo observamos associacédo significativa por analise
estatistica entre a expressao de miR-122 e as caracteristicas clinicas e laboratoriais
dos pacientes. A caracterizacdo de biomarcadores como miRs permitira melhor
conduta terapéutica, com beneficios clinicos e econémicos.

PALAVRAS-CHAVE: microRNA-122; progressao; tratamento; cronicidade.

ABSTRACT: Hepatitis C represents a serious public health problem worldwide. The
rate of chronification is high, and may progress to fibrosis, cirrhosis, and hepatocellular
carcinoma. The role of microRNAs (miRs) as biomarkers of hepatitis C has been widely
studied as predictors of advanced liver disease and response to therapy, allowing
better clinical and therapeutic targeting. The aim was to investigate the role of miR-
122, the most abundant in liver tissue, as a biomarker in the response to triple therapy
and disease progression, including the development of cancer, in Brazilian patients
with chronic hepatitis C. 100 patients with chronic hepatitis C are being followed up for
around 6 years by the Hepatology Department at the UFRJ Hospital and previously
treated with triple therapy. The severity of hepatic fibrosis was stratified according
to Metavir (FO-F4). Clinical, laboratory and demographic data were collected from
medical records. MiRs were extracted by adding miR-39 of Caenorhabditis elegans as
an exogenous control. Reverse transcription and real-time PCR were performed with
specific probes. The cycle threshold values found were compared between miR-39
and miR-122. To check the viability of the sera frozen at -80°C, a miR detection test
was performed in fresh serum, frozen 1 month ago and 10 years ago. Patients were
stratified according to the evolution of liver disease and in responders/non-responders
to therapy. It was possible to detect miR-122 from samples frozen 10 years ago with
the same efficiency when compared to fresh samples, showing its viability. Compared
with exogenous miR-39, a large amount of miR-122 is observed in the patients’ serum.
To date, we have not observed a significant association by statistical analysis between
the expression of miR-122 and the clinical and laboratory characteristics of the patients.
The characterization of biomarkers as miRs will allow better therapeutic conduct, with
clinical and economic benefits.

KEYWORDS: microRNA-122; progression; treatment; chronicity.

11 INTRODUGAO

A hepatite C representa grave problema de saude publica mundial. Estima-se
71 milhdes de individuos cronicamente infectadas com o virus da hepatite C (HCV)
no mundo (OMS, 2019). O HCV pertence a familia Flaviviridae, género Hepacivirus.
Possui genoma de RNA simples fita, polaridade positiva e uma fase de leitura aberta
que codifica poliproteina para produzir proteinas estruturais e néo-estruturais. E
classificado em 8 genotipos, diversos subtipos e apresenta quasespecies (Borgia
et al. 2018).

Cerca de 30% dos infectados podem ter eliminagéao total do HCV e cerca
de 70% cronifica a doenca. Ao longo do tempo, lesbGes hepéticas vao ocorrendo,
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levando a fibrose. A cirrose ocorre em cerca de 5-25% dos casos entre 10-20 anos
(CDC, 2020) e é uma doenga sistémica, na qual sua progressdo pode acarretar
complicagdes clinicas, sob risco de morte. Além disso, o individuo pode desenvolver
cancer hepatico (1 a 4%), sendo mais comum o carcinoma hepatocelular (CHC)
(OMS, 2019; CDC, 2020).

MicroRNAs (MiRs) compreendem um grupo de pequenos RNAs néo
codificantes (aproximadamente 18 a 24 nucleotideos) que participam de varios
processos bioldgicos, afetando a estabilidade e tradu¢cdo do RNA mensageiro
(mRNA) (Ambros & Chen 2007). O papel dos miRs como biomarcadores desde o
prognéstico da hepatite C tem sido amplamente estudado em todo o mundo, com
relatos muitas vezes controversos. Especificamente o miR-122 se liga na regido
5" ndo traduzida do HCV, protegendo o genoma de exonucleases endbgenas
e promovendo a replicagdo viral (Shimakami et al. 2012). Por ser o miR mais
encontrado no figado, o miR-122 tem sido amplamente estudado como preditor de
doenca hepética avancada (El-Garem et al. 2014) e até mesmo como preditor de
resposta a terapia com antivirais de acgéo direta (DAAs) (Waring et al. 2016). O
inibidor de miRNA-122 esta em fase Il de estudo clinico como agente terapéutico
(Van der Ree et al. 2016).

21 OBJETIVOS

Investigar o papel do miR-122 circulante como biomarcador para a evolugéo
da doencga causada pelo HCV para, assim, facilitar o direcionamento terapéutico e
progndstico dos pacientes. E como objetivos especificos: (1) Avaliar a viabilidade de
soros congelados ha -80° C por varios anos para detecgdo de miR-122 circulante;
(2) Verificar se ha diferenca de expressdo de miR-122 circulante em relagdo a

parametros demograficos, clinicos e laboratoriais dos pacientes.

31 METODOS

Os pacientes incluidos neste estudo sdo acompanhados pelo Servico de
Hepatologia do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF) da UFRJ,
diagnosticados com hepatite C crénica (infectados com HCV gen6tipos 1a ou 1b)
e foram selecionados por critérios de inclusao/exclusao estabelecidos. Este projeto
foi aprovado em 01/02/2016 no Comité de Etica em Pesquisa do HUCFF/ UFRJ,
sob parecer numero 1.396.987. Os pacientes foram estratificados de acordo com
evolucdo de doenca hepética e em respondedores e ndo-respondedores a terapia
tripla composta por boceprevir ou telaprevir (inibidor de protease), interferon
peguilado e ribavirina. Trés individuos controles, sem doenca hepatica, e com dados
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demograficos semelhantes aos dos pacientes, foram incluidos no estudo.

Foi realizado o processo de extragéo dos miRs usando o kit miRNeasy Serum/
Plasma (Qiagen), acrescentando o miR-39 de C. elegans como controle exégeno.
Foi realizada reacéo de transcricao reversa (RT), utilizando o kit TagMan Advanced
miRNA cDNA Synthesis (ThermoFisher). Foi feita amplificacdo dos cDNAs e o PCR
em tempo real com o kit TagMan Advanced miRNA Assays (ThermoFisher) em
equipamento ViiA7 (ThermoFisher). Os valores de cycle threshold (Ct) encontrados
foram comparados entre o miR-39 e o miR-122. A expressao de miR-122 em relacéo
aos diversos parametros foi obtida através de quantificacdo relativa, utilizando a
formula 2-22¢t. A fim de verificar a viabilidade dos soros congelados a -80° C foi feito
um teste de deteccao dos miRs em soro fresco, congelado ha 1 més e ha 10 anos.

41 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foi feita a detec¢édo do perfil de expresséo génica do miR-122
circulante de pacientes com hepatite C crénica e controles, visando verificar se o
miR-122 € um bom candidato a biomarcador na hepatite C crénica.

Sabendo da instabilidade dos RNAs em relacdo a possibilidade de
degradacdo em amostras armazenadas, foi verificada a viabilidade de detec¢éo de
miR-122 circulante em amostras de soros congeladas. Observamos que os 3 soros
estudados apresentaram niveis de miRs bem préximos, mesmo utilizando soro de
dois pacientes diferentes, com Ct médio da triplicata em torno de 23 (Tabela 1).
Ou seja, em todos os soros 0 miR-122 foi eficientemente detectado, mostrando a
viabilidade de deteccédo em soros congelados.

Pl P2
miR Soro Fresco Soro congelado 1 Soro congelado 10
més anos
miR-122 23.879 23.813 23.243
23.875 23971 23.303
23.912 23.950 23.395
Ct Médio: | 23.889 23911 23.311

P1: Paciente 1 — soro fresco e soro congelado ha 1 més; P2: Paciente 2 — soro
congelado ha 10 anos; Ct: Cycle threshold.

Tabela 1 - Teste de viabilidade de detec¢cdo de miRNA-122 em soros congelados a -80°
C.

Inicialmente foram selecionados 30 pacientes com infecgcdo cronica pelo
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HCYV tratados a partir de 2013 com terapia tripla (Tabela 2).

RESPOSTA AO TRATAMENTO CARGA VIRAL GRAU DADOENCA
RVS REC/NR BAIXA ALTA SEM DADOS | FIBROSE AVANCADA CIRROSE SEM DADOS

15 15 n 13 1 10 7 3
PORCENTAGEM (%) 2] s0% W% 0% 33% 1% 56,7% 10%

GENOTIPO

1B SEM DADOS | FEMININO MASCULINO MiN-MAX
13 16 1 15 15 53 29-69 27,2 20,6-42,7
43,3% 53,3% 3,3% 50% 50% — —

RVS — respondedor viral sustentado; REC — recidivante; NR — nao respondedor; IMC —
indice de massa corporea.

Tabela 2 - Caracteristicas dos 30 pacientes incluidos inicialmente no estudo.

O controle exégeno (miR-39 de C. elegans) foi utilizado (15 pyl a 1,6 x 108
cp/pl) visando normalizar os dados obtidos. Vigneron et al. (2016) demonstrou
que o uso de miRs exbgenos apresenta menor variabilidade, uma vez que RNAs
enddgenos estdo suscetiveis a variagbes multifatoriais entre os pacientes e até
mesmo nas etapas experimentais, como descongelamento. Mesmo em diferentes
concentracbes testadas, o miR-39 apresentou variagdo entre algumas amostras
e em algumas estava indetectado. Algumas hipoteses foram levantadas, como
integridade dos kits. Optamos por selecionar apenas amostras de pacientes onde o
miR-39 foi detectado e com menor variagdo possivel. Sendo assim, prosseguimos
0 estudo com 14 pacientes (Tabela 3): 3 respondedores ao tratamento (RVS) e 11
nao-respondedores/recidivantes (NR/REC); 10 possuiam carga viral alta e 3 baixa;
4 apresentavam fibrose avangada e 9 cirrose; 6 com HCV-1a e 8 com HCV-1b; 8
do sexo feminino e 6 do masculino; média de 52 anos, e dentre eles, 3 jovens, 6
de meia idade e 5 idosos; e com média do IMC de 26,4, e dentre eles, 7 com IMC
normal (até 24,9), 5 com sobrepeso (25,0-29,9) e 2 obesos (>29,9). Em relagéo aos
controles, sem doencga hepatica: 2 do sexo masculino e 1 do feminino; 2 com IMC
normal e 1 com sobrepeso; média de 56 anos (min. 53—max. 61), e dentre eles, 2
de meia idade e 1 idoso.

RESPOSTA AO TRATAMENTO CARGA VIRAL GRAU DA DOENCA GENGTIPO
RVS REC/NR | ALTA BAIXA  SEM DADOS | FIBROSE AVANCADA  CIRROSE SEM DADOS 1A 18
N° DE PACIENTES 3 1 10 3 1 | 4 9 1 6 8

SEXO IDADE 52 (min/méx - 33/69) IMC 26,4 (min/max - 20,6/42,7)

FEMININO MASCULINO| JOVEM MEIA IDADE IDOSO NORMAL SOBREPESO OBESO
v v
8 6 3 6 5 7 5 2

RVS — respondedor viral sustentado; REC — recidivante; NR — ndo respondedor; IMC —
indice de massa corpoérea.

Tabela 3 - Caracteristicas dos pacientes cujo miR-39 exdgeno adicionado foi detectado
e com menor variagao possivel.

Novos Paradigmas de Abordagem na Biomedicina Contemporanea 2 Capitulo 5 E



Foram testados os niveis de miR-122 circulantes nos grupos: RVS e NR, em
relagéo ao grupo controle, testando diferentes pardmetros clinicos e laboratoriais:
resposta ao tratamento (RVS e NR/REC); niveis virais no pré-tratamento (carga
viral alta (>600.000 Ul/mL) e baixa (<600.000 Ul/mL); gendtipo viral (1a/1b);
grau de doencga hepatica: fibrose avancada (F3) e cirrose (F4); sexo (feminino e
masculino); idade (jovem, meia idade e idoso); IMC (normal, sobrepeso e obeso).
Em analise inicial, visando abranger todos os pacientes inicialmente introduzidos
no estudo, verificamos apenas os valores de Ct do miR-122 dos 30 pacientes e
dos 3 controles (Figura 1a-g). Este dado foi gerado sem normalizagdo com o Ct
do miR-39. Observamos que, de forma geral, os pacientes possuem Ct do miR-
122 menor do que os controles, o que pode indicar maior quantidade deste miR.
Este resultado é melhor representado pelas barras que representam as médias.
Da mesma forma, Aydin et al. (2019) identificou maior quantidade de miR-122 em
pacientes infectados com HCV do que em saudaveis (p<0.01). Nosso resultado esta
em acordo com a maior parte da literatura. Por outro lado, Fan et al. (2017) verificou
tanto no soro quanto nos exossomos maior quantidade de miR-122 nos individuos
controles saudaveis do que nos infectados com HCV, utilizando metodologia similar
a nossa com miR-39 de C. elegans como controle exégeno e RT-gPCR. Porém,
utilizou pacientes infectados com diferentes genétipos de HCV (6a, 3a, 2a e 1b) e
que haviam sido tratados com interferon e ribavirina. Tendo em vista alguns estudos
controversos, ressalta-se a importancia de mais estudos acerca dos niveis de miR-
122, incluindo pacientes com diferencas virais, clinicas, laboratoriais e demogréficas.
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As barras vermelhas representam as médias. N&o foi aplicado teste estatistico. Ct—
cycle threshold. IMC — indice de massa corporea.

Figura 1: Comparagéo dos valores do Ct do miR-122 entre pacientes com diferentes
caracteristicas e controles.

A seguir, apenas os 14 individuos com miR-39 detectado foram utilizados,
comparando com o grupo de 3 controles, através da formula 222 (quantificagcdo
relativa). Foram aplicados os testes estatisticos Mann-Whitney ndo paramétrico e
One-way ANOVA. A figura 2a-e mostra os resultados das andlises comparativas
para resposta ao tratamento, carga viral pré-tratamento, genotipo viral, grau de
fibrose e sexo.

a) b)
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80
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Gréficos de comparagédo entre o nivel de expressdo de miR-122 gerados através do
GraphPad PRISM v. 7.0 com teste estatistico Mann-Whitney ndo paramétrico. (a)
Respondedores e ndo-respondedores. (b) Niveis virais circulantes em Ul/mL (carga
viral) baixa (< 600.000 Ul/mL) e alta (> 600.000 Ul/mL). (c) Infectados com HCV-1a
e 1b. (d) Fibrose avancada (F3-Metavir) e cirrose (F4-Metavir). (e) Sexo feminino e
masculino. As barras vermelhas representam as medianas.

Figura 2: Analise comparativa dos niveis de expressao do miR-122 circulante, calculada
pelo método 2-42¢ para os diferentes parametros testados.

Nesta analise, pode-se observar que, em geral, o grupo de pacientes
néo- respondedores (NR) apresentou maior expressdo de miR-122 em relacéo
aos respondedores (RVS), jA que apresenta 222¢ maior, 0 que condiz com a
literatura. Porém, os dados nédo apresentaram diferenca estatistica (p=0.1264). Séo
necessarios testes futuros com maior numero de pacientes, especialmente com
RVS, para melhor avaliacéo desta distribuicdo. Zhang et al. (2010) verificaram que
os niveis de miR-122 circulantes eram significativamente altos em pacientes com
hepatite por virus. Era esperado que individuos controles ou pacientes com RVS
apresentassem menor expressao de miR-122 do que pacientes NR. Da mesma
forma, quando avaliamos a carga viral, verificamos que apenas 3 dos 14 pacientes
possuiam niveis considerados baixos. Por estes dados, a mediana da expressao
de miR-122 nos pacientes com carga viral alta € maior do que aqueles com carga
viral baixa, sem diferenca estatistica (p=0.3706). Da mesma forma, é necessario
aumentar o numero de pacientes com carga viral baixa para melhor compreenséo da
diferenca. Ja o grupo de pacientes com gendtipo 1b apresentou mediana levemente
maior de expressao de miR-122 em relacéo ao grupo de pacientes com genotipo 1a.
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A diferenca entre os genotipos e subtipos virais ja foi vista em alguns trabalhos da
literatura (Fan et al., 2017), supondo interagdes distintas entre miR-122 e diferentes
gendtipos/subtipos do HCV. Também de forma sutil, 0 grupo com cirrose apresentou
maior expressdo de miR-122 em relacdo ao grupo com fibrose avangcada. Nos
estudos de Zhang et al. (2010), os niveis de miR-122 circulantes eram maiores em
pacientes com hepatite viral, com expresséo reduzida no tecido hepatico. Logo,
quanto mais danificado o tecido hepatico, mais miR-122 seria liberado na circulagédo
e, por isso, esperava-se que pacientes com cirrose apresentassem maior expressao
de miR-122 em relagdo aqueles com fibrose avangada, como nossas analises
demonstraram. J& em relacdo a sexo, o feminino apresentou maior expressao de
miR-122 em relacdo ao masculino quando avaliamos a mediana. Porém, nenhum
dos resultados apresentou um p<0.05. Portanto, ndo se pode afirmar que sejam
resultados significativos.

Para o parametro de idade, foi utilizado o teste estatistico One-way ANOVA,
comparando trés colunas de paréametros, conforme foram divididos os grupos da
idade. Observa-se que o grupo de jovens apresentou menor expressao de miR-122
em relagdo aos de meia idade e idosos quando avaliamos a mediana (Figura 3).
Porém, apresentou p=0.5297 (p>0.05), mostrando néo ter diferenca significativa.
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Calculada pelo método 222t e realizada através do GraphPad PRISM v. 7.0 com teste
estatistico One-way ANOVA para o parametro idade, comparando jovens, meia idade e
idosos. As barras vermelhas indicam as medianas.

Figura 3: Anélise comparativa dos niveis de expressao do miR-122 circulante em
relagé@o a idade dos pacientes.

Para o par@metro de IMC realizamos duas analises. Dividindo os pacientes
em dois grupos (IMC normal e aumentado), o grupo de pacientes com IMC normal
apresentou maior expressdo de miR-122 em relagdo ao grupo de IMC aumentado
quando avaliamos a mediana (Figura 4a). J4 quando dividimos os pacientes em trés
grupos (normal, sobrepeso e obeso), o grupo de sobrepeso foi 0 que apresentou
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menor expressao de miR-122 em relagéo aos outros dois grupos (Figura 4b). Estudos
anteriores demonstraram que o miR-122 esta associado ao metabolismo de lipidios
e colesterol durante a infeccao (ZHANG et al., 2015). Sendo assim, esperava-se que
as analises apresentassem diferencas significativas entre os diferentes grupos de
IMC e uma concordancia nas analises entre os diferentes testes estatisticos. Porém,
este pardmetro, assim como os outros, ndo apresentou p<0.05, ndo demonstrando
ser significativo.
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Calculada pelo método 222 e realizada através do GraphPad PRISM v. 7.0 com
testes estatisticos Mann-Whitney ndo paramétrico e One-way ANOVA para o parametro
IMC, comparando respectivamente: (a) IMC normal com IMC aumentado. (b) IMC
normal, sobrepeso e obeso. As barras vermelhas indicam as medianas.

Figura 4: Analise comparativa dos niveis de expressdo do miR-122 circulante em
relacéo ao IMC.

Além das andlises comparativas entre diferentes parametros, foram realizados
testes de correlagdo entre os niveis de expressdao do miR-122 e os parametros
que apresentam valores quantitativos: carga viral, idade e IMC (Figuras 5a-c). O
resultado desta analise mostra que ndo houve correlacdo entre o nivel de expressao
de miR-122 e as caracteristicas estudadas, o que é representado pelo baixo valor de
regressao linear (R), mostrando uma distribuicdo heterogénea. Da mesma forma, o

valor de p estava > 0.05, ndo sendo, portanto, estatisticamente significativo.
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Realizada através do GraphPad PRISM v. 7.0. (a) Nivel de expressdo de miR-122 e a
carga viral dos pacientes. (b) Nivel de expressao de miR-122 e idade dos pacientes. (c)
Nivel de expressao de miR-122 e IMC dos pacientes.

Figura 5: Andlise de correlagéo entre os valores de expressdo do miR-122 com
diferentes parametros.

51 CONCLUSOES

Foi possivel detectar eficientemente miR-122 de amostras congeladas ha 10
anos, ha 1 més e amostra fresca, mostrando a viabilidade de utilizagdo dos soros
congelados para deteccdo do miR-122 circulante. Em analise ndo normalizada
observamos menor Ct em pacientes com hepatite C cronica em relagdo aqueles
individuos controles sem doenca hepatica, o que supde que pacientes tenham
maiores quantidades de miR-122 do que controles. N&do observamos associacdo
significativa por analise estatistica entre a expresséao (fold change) de miR-122 e
as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes, néo tendo sido verificado
a quantidade de miR-122 circulante como um bom biomarcador nestes pacientes
com hepatite C cronica. Tem sido ainda testado pelo nosso grupo métodos mais
complexos, como sequenciamento paralelo massivo, para avaliagdo conjunta
de miRs circulantes em amostras de soro de pacientes com hepatite C cronica
(miRnoma) (CABRAL et al., 2020).
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