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RESUMO

Introducéo: A sepse é uma condicao clinica com elevado risco de morte, definida
como uma disfuncdo organica decorrente de uma resposta desregulada do
hospedeiro a infeccdo, sendo a disfuncéo cardiaca uma das principais complicacdes
dos pacientes com sepse e esta intimamente associada a elevada mortalidade
induzida por esta condicdo clinica. Atualmente, a incidéncia e a mortalidade da
sepse ainda sao elevadas, apontando a importancia do uso de biomarcadores no
diagnoéstico precoce e no seu prognoéstico. Nesse cenario, os microRNA surgem
como candidatos potenciais com alta especificidade e sensibilidade para a sepse.
Diante desse contexto, o presente estudo visou investigar o perfil de expressao dos
MIiRNA e sua correlagdo com as vias intracelulares envolvidas no remodelamento do
miocardio decorrente da sepse. Métodos & Resultados : O levantamento dos
transcriptomas publicamente disponiveis em NCBI, GEO e ENA, resultou na
obtencéo do conjunto de dados GSE171546. Este conjunto dispde de 20 amostras :
5 compondo o grupo controle e 15 amostras constituindo o grupo com
cardiomiopatia séptica, separadas nos intervalos de tempo: 24h, 48h e 72h. A
importacdo e andlise desse conjunto de dados foram feitas a partir da plataforma
online do Galaxy. Foi entdo avaliado o valor de p <0,05 e Fold change para
encontrar 0s Genes Diferencialmente Expressos (GDE) e microRNA
Diferencialmente Expressos (MDE). A partir desta analise, 768 GDE foram
encontrados no periodo de 24h, 312 no grupo 48h e 255 GDE no intervalo de 72h,
além de dois MDE (miR-8110 e miR-574-5p). As andlises de enriquecimento de vias
e de ontologia genética foram feitas pelo Webgestalt. A verificacdo dos mRNA alvos
dos MDE foi realizado através do Mirwalk e posterior construgcdo de rede de
interacdo entre GDE e MDE, no Cytoscape. Conclusdo : Os dois miRNA
identificados estdo relacionados a diversas vias intracelulares envolvidas no
remodelamento do miocardio associado a disfuncdo cardiaca decorrente da sepse e
estdo diferencialmente modulados no transcriptoma analisado neste estudo,
sugerindo um papel relevante como potenciais biomarcadores de prognéstico da
cardiomiopatia decorrente da sepse.

Palavras-chave: Sepse; Disfuncao cardiaca; Expressdo génica; Biomarcadores



ABSTRACT

Introduction: Sepsis is a clinical condition with a high risk of death, defined as an
organ dysfunction resulting from a dysregulated host response to infection, with
cardiac dysfunction being one of the main complications in septic patients and
closely associated with high mortality induced by this clinical condition. Currently, the
incidence and mortality of sepsis remain high, highlighting the importance of using
biomarkers for early diagnosis and prognosis. In this scenario, microRNAs emerge as
potential candidates with high specificity and sensitivity for sepsis. In light of this
context, the present study aimed to investigate the expression profile of miRNAs and
their correlation with intracellular pathways involved in myocardial remodeling
associated with sepsis. Methods & Results: Surveying publicly available
transcriptomes in NCBI, GEO dataset, and ENA resulted in obtaining the dataset
GSE171546. This dataset comprises 20 samples: 5 in the control group and 15
samples in the septic cardiomyopathy group, divided into three time intervals: 24h,
48h, and 72h. Importation and analysis of this dataset were performed using the
online Galaxy platform. The p-value <0.05 and fold change were evaluated to identify
Differentially Expressed Genes (DEGs) and Differentially Expressed microRNAs
(DEMSs). From this analysis, 768 DEGs were found at the 24h time point, 312 in the
48h group, and 255 DEGs in the 72h interval, along with two DEMs (miR-8110 and
miR-574-5p). Pathway enrichment analysis and gene ontology were performed using
Webgestalt. The validation of target mRNAs of DEMs was carried out through
Mirwalk, followed by the construction of an interaction network between DEGs and
DEMs using Cytoscape. Conclusion: The two identified microRNAs are related to
various intracellular pathways involved in myocardial remodeling associated with
cardiac dysfunction resulting from sepsis and are differentially modulated in the
transcriptome analyzed in this study, suggesting a relevant role as potential
prognostic biomarkers for sepsis-induced cardiomyopathy.

Keywords: Sepsis; Cardiac dysfunction; Gene expression; Biomarkers.



Figura 1 -
Figura 2-
Figura 3-
Figura 4-
Figura 5-
Figura 6-
Figura 7-

Figura 8-

Figura 9-

Figura 10-

Grafico 1-
Grafico 2-
Grafico 3-

Gréafico 4-

LISTA DE FIGURAS

Fisiopatologia da disfuncdo miocérdica séptica (Ehrman RR,
Sullivan AN, et al; 2018)........covvviiiiiiiiiiiieieie e
Biogénese do MIRNA. ...
Fluxograma de sele¢ao do transcriptoma...........ceeeeeeeeeeeriiiccinnnns
Fluxograma das analises conduzidas no transcriptoma para
identificac8o dOS GDE.......ccccoiiiieiieee et
Rede de interagcdo criada no programa do Cytoscape entre oS
124 GDE e MDE expressos em 72N...........uuvveiiiiiiiiieeeeeeeeeeeneee,
Rede de interagdo demonstrando a clusterizagéo entre os 124
GDE e MDE expressos €m 72N..........couuuvuiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeennns
Rede de interacdo demonstrando intersecdo dos 129 GDE
expressos nos intervalos de tempo 24h x 48hx 72h.....................
Vias intracelulares de sinalizagcédo: Toll- like receptor, JAK —
STA, NF - KB, Cardiomiopatia dilatada, PI3K - AKT,
StaphylOCOCCUS QUIBUS.........uuiiiiiiiiiieeeeeee e
Vias intracelulares de sinalizacdo: TNF, IL - 17, Citocina —
citocina receptor, Th17, MAPK, NOD — like............cccevvvriveveernnnnnns
Diferenca entre os alvos expressos desde o inicio da infeccéo
(24h) e que deixaram de ser modulados em 72h.............cccuvveeee.

LISTA DE GRAFICOS

Andlise de enriquecimento de vias intracelulares do grupo de
24h através da plataforma webgestalt.............ccccoviiiiiiiniiiinen.
Andlise de enriquecimento de vias intracelulares do grupo de
48h através da plataforma webgestalt.............ccccvieeiiiiiiiens
Andlise de enriquecimento de vias intracelulares do grupo de
72h através da plataforma webgestalt.............ccccoviiiiniiinen.
Diagrama d€ VENN........uuiiiiii ittt

21

28
31

39

40

41

42

43

44

36

37

37



LISTA DE SIGLAS E ABREVIAQ@ES
ADCY 2 - do inglés Adenilato Ciclase 2
BP — do inglés Processos Bioldgicos
CC - Componentes Celulares
CCL24 - do inglés CC Motif Chemokine Ligand 24
CLECA4A - doinglés C-Type Lectin Domain Family 4 Member A
CLRs - Receptores de lectina tipo C
CSF2RBS - do inglés Colony Stimulating Factor 2 Receptor Subunit Beta
DAMPs — Padrfes moleculares associados a danos
DC — Débito Cardiaco
FE — Fracdo de ejecao
FT - Fator tecidual
GDE - Genes diferencialmente expressos
GM-CSF - Fator estimulante de col6nias de granulécitos-macrofagos
GO - do inglés Gene Ontology
GSEA - Enriguecimento de Conjunto de Genes
ICAM1 - Molécula de Adeséo Intercelular 1
IFN-y - Interferon-Gama
IL — Interleucina

LPS — Lipopolissacarideo



MAP2K6 — do inglés Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 6

MAPK - Proteina quinase ativada por mitégeno p38

MDE — microRNA diferencialmente expresso

MIF - Fator inibidor de macrofagos

MOF — do inglés multiple organ failure

MYLK2 — do inglés Myosin Light Chain Kinase 2

NFkB - Fator nuclear Kappa B

NLRs - Receptores do tipo NOD - like

OSMR - do inglés Oncostatin M Receptor

PAMP - do inglés Pathogen-associated Molecular Pattern

PCR — Proteina C reativa

PCT - Procalcitonina

PPARs - Receptores ativados por proliferadores de peroxissomos

PRRs - do inglés Pattem Recognition Receptor

Rap1 - do inglés repressor-activator protein

RVS — Resisténcia vascular sistémica

SAA3 - Antigeno amildide sérico 3

SC — Cardiomiopatia Séptica

STAT3 - transdutor de sinal e ativador de transcricédo 3

TGF-b - fator de crescimento transformador beta



TNF-a — Fator de necrose tumoral alfa

TREM-1 - do inglés Triggering Receptor Expressed On Myeloid Cells 1

TRLs — Toll-likes

UTlIs - Unidade de terapia intensiva

VDF — Volume diastélico final

VE - Ventriculo esquerdo



1.
2.

3.
4.

5.

7.
8.

SUMARIO

DEDICATORIA .o e e e e e e e e e e e ea e e et e e e e e e aae 3
LISTA DE SIGLAS E ABREVIACOES........cv o 9
INTRODUGAO ...ttt ettt ettt et e st e st e e eteereeeesae e 12
REVISAO DA LITERATURA ..., 14
N B AN o T=Tox (0 1S 0 =T T 14
2.2. FiSiopatologia da SEPSE.....ccvviieiiiiiieeeee et e e e 15
2.3. Disfuncao cardiaca decorrente da SEPSE ........ooviuvviiiiiiieeeeiiiiiiieieee e 18
P B = To] o =T or=To (o] =S PP 22
2 St S I (o o Yo 11 - 23
2.4.2. Proteina C-rEatiVa.............uuuuuuuurreuiiriieriiinnneenrnrnneeenernnrne———————————— 24
P2 G T o (o o= 1 [od1 (o] 1 = W (o 31 ) T 25
2 G 25
P T |V 1T 0] o N 26
HIPOTESE ...oiviiieeeieiet ettt ettt 30
L@ ST o I LV T 30
4.1, ODJEUVO GEIAI .....euiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb 30
4.2. ODbjetivos ESPECITICOS ......coooviiiiiii e 30
METODOLOGIA E ESTRATEGIA DE ACAO .....ooveveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 31
5.1. Andlise de dados em repositorios pUbIICOS .........cc.uuveeiiiieeiiiiiiiiiiiieeee e 31
5.2. ldentificacdo de genes diferencialmente expressos (GDE).........ccccccceeeenee... 33
5.3. Andlise de enriquecimento de vias e ontologia de genes..........c.cccccceeeeeeee. 33
5.4. Identificagdo de microRNAs Alta Confianga (High Confidence)................... 33
5.5. ANAlise dOS gENES AIVOS.........oouuiiiiiie e 34
5.6. Construcao da rede de interacdo - STRING e CYTOSCAPE .......ccccceeeennn. 34
1 1 R 1N B L 1 34
6.1. Identificagdo de genes diferencialmente expressos (GDE)........ccccccccvveeeeen. 35
6.2. Andlise de enriquecimento de vias e ontologia ............ccceeeieeeeiiiiiiiiiiin e, 35
TR T I 1S o 1 51T Lo 44
CONCLUSAQ ..ottt ettt 57

REFERENCIAS .. .ottt e, 58



1. INTRODUCAO

Ao longo dos anos, diferentes conceitos foram sendo elaborados e
aprimorados em resposta ao conhecimento construido sobre o quadro clinico da
sepse, mas que ainda ndo foram substancialmente precisos para definir esta
complexa entidade clinica. De acordo com Esposito e cols. (2017), durante o
primeiro consenso sobre a sepse em 1991, as sociedades americana e europeia
para cuidados com a sepse descreveram-na como uma sindrome caracterizada por
um gquadro de disfuncdo organica, associada a hipoperfusdo ou hipotensao,
acompanhada de acidose lactica, oliguria e alteragdo aguda em estado mental
decorrente de um quadro infeccioso. Nesta definicdo, considerava-se a hipotenséo
induzida por sepse a condicdo de pressao arterial sistdlica <90 mmHg ou uma
reducdo de 40 mmHg da linha de base na auséncia de outra causa de hipotensao.
Entretanto, o fato de outras doencas apresentarem esse mesmo quadro clinico,
confundiam os especialistas na definicdo de um cenario legitimo de sepse e por
iSs0, 0s conceitos iniciais foram questionados (CHURPEK et al., 2015).

O Surviving Sepsis Campaign (Campanha Sobrevivendo a Sepse) em 2001,
0 segundo consenso internacional sobre a sepse, foi liderado pela Society of Critical
Care Medicine (SCCM) e pela European Society of Intensive Care Medicine (ESICM)
e teve como objetivo fornecer diretrizes baseadas em evidéncias para o tratamento
da sepse e do choque séptico. Em 2004, foi lancado novo material bibliografico
complementar ao produzido em 2001, atualizando e revisando as diretrizes com
base nas melhores evidéncias disponiveis na época para orientar a conduta
terapéutica na sepse e no choque séptico (CECCONI et al., 2018).

Um tempo mais tarde, no ano de 2016, durante o Consenso Internacional da
Sepse, novas alteracdes conceituais foram admitidas para classificar o quadro
clinico da sepse. A sepse entdo foi definida como uma disfungéo orgénica com risco
de morte devido a resposta desregulada do hospedeiro & infec¢do, tornando-se uma
das dez principais causas de morte em paises desenvolvidos e em desenvolvimento.
Dessa forma, no contexto dos processos organicos relacionados com a sua alta taxa
de mortalidade, € preciso destacar as acentuadas alteracbes hemodinamicas, a
lesdo de 6rgdos secundarios, a faléncia de multiplos 6rgdos e o comprometimento

da resposta imune celular. Entre os varios sistemas de 6rgdos que entram em
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faléncia na sepse, o coracdo € um dos mais afetados (HAWIGER, 2018 ; CECCONI
et al., 2018).

Descoberta ha mais de quatro décadas, a cardiomiopatia séptica (CS) € um
distarbio cardiaco agudo causado pela sepse que € reversivel e pode ser restaurado
em um estagio inicial da condicao clinica (LU et al., 2019; BEESLEY et al., 2018). A
disfuncdo cardiaca é uma das principais complicacfes dos pacientes com sepse e,
estd intimamente associada a elevada mortalidade induzida por esta condicdo
clinica. Por conseguinte, entender as manifestacfes da disfuncdo cardiaca na sepse
e 0s seus alvos terapéuticos especificos é imprescindivel para reduzir as
complicagbes cardiovasculares e as altas taxas de morbimortalidade. Essa
compreensao pode contribuir para o desenvolvimento de terapias direcionadas que
visem proteger o coracdo durante a sepse (VINCENT et al, Marshall JC 2014;
MARTIN & DERWALL, 2017).

Atualmente, o nUmero de casos permanece elevado a despeito dos avangos
na Medicina Intensiva e na Biologia Molecular, apontando mais fortemente para a
importancia do uso de biomarcadores no diagndéstico precoce e no prognostico da
sepse. Muitos potenciais biomarcadores tém sido propostos, sendo a proteina C
reativa sérica (PCR), procalcitonina (PCT), e IL-6 os mais utilizados, mas a
sensibilidade ou especificidade ndo é alta o suficiente para melhorar a eficacia da
intervencao terapéutica nesta condicdo clinica (BOU CHEBL & EL KHURI, 2017;
BLOOS & REINHART, 2014; SANKAR & WEBSTER, 2013).

No ambito de um marcador biolégico com alta especificidade e sensibilidade
para a sepse, os microRNA surgem como candidatos potenciais. Sua capacidade de
refletir os processos inflamatérios e disfuncionais no miocardio oferece uma
oportunidade Unica para o diagndéstico e prognostico precoces da sepse. Através de
uma revisao narrativa, Manetti e cols. descreveram 77 miRNAs envolvidos na
inflamacé&o do miocardio em quadro de sepse. H4 um consenso de que 0s MiRNAs
tem surgido como candidatos promissores como biomarcadores, por
desempenharem um papel relevante na disfuncdo cardiaca induzida por sepse
precoce. Sendo assim, estudos adicionais sdo necessarios para investigar o
potencial dos miRNAs como ferramentas de alta sensibilidade e especificidade para
o diagnéstico e prognaostico precoces da sepse, prevenindo a disfuncéo cardiaca em

estagios iniciais, permitindo uma intervencgao terapéutica oportuna e direcionada do
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tratamento, auxiliando na monitorizacdo do progresso clinico dos pacientes
(MANETTI et al, 2021).

Contudo, percebe-se neste cenario, que a sepse ainda representa uma
condicdo complexa, com progressao rapida e prognostico desfavoravel. Diversas
pesquisas evidenciaram que a inflamacdo dos vasos e do miocardio, em conjunto
com a ativacdo persistente de sinais inflamatérios constituem os elos iniciais da
disfuncdo cardiaca na sepse, mas 0s mecanismos moleculares ndo foram
elucidados. Portanto, o estudo de elementos moleculares envolvidos na modulacéo
da transducéo do sinal inflamatério na lesdo miocardica durante a sepse é de grande
valia para elucidar o mecanismo molecular subjacente a esta doengca (SHANG et al.,
2019).

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Aspectos gerais

A sepse € uma sindrome de anormalidades fisiol6gicas, patoldgicas e
bioguimicas, caracterizada por ser uma doenca altamente heterogénea tanto em sua
causa quanto em sua progressao (NEDEVA & MENASSA, 2019).

Estima-se que em média 25 milhdes de pacientes sdo acometidos pela
sepse mundialmente. Essa condicdo clinica € considerada uma das patologias
menos conhecidas, apesar de dados apontarem como causa de morte em
aproximadamente mil pessoas por hora, a cada dia, acometendo em torno de 24 mil
pessoas, e anualmente sendo responsavel pela perda de mais de 8 milhdes de
vidas. Dados coletados nos EUA desde os anos 2000, estimam entre 751.000 e
3.610.630 o numero de novos casos de sepse por ano, com incidéncia de morte
variando entre 15% e 30% (ANGUS et al. 2001; GAIESKI et al. 2013).

No Brasil, a sepse é indicada como a segunda causa de mortalidade em
UTI, sua incidéncia anual é de cerca de 200 mil casos, com mortalidade variando
entre 35 e 65%, dependendo da gravidade do caso (BARROS et al., 2016;
REINHART et al., 2013).

A etiologia complexa desta sindrome pode ser atribuida a infec¢des
adquiridas na comunidade e relacionadas a assisténcia a salude na maioria dos
casos com bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae), Bactérias Gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella espécies,

Pseudomonas aeruginosa) ou fungos (Candida spp). Pneumonia, infeccdes intra-
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abdominais e do trato urinario, também sao consideradas algumas das causas mais
comuns de sepse (GIZA et al., 2016).

Independentemente da sua etiologia, 0 quadro clinico da sepse é grave e
potencialmente fatal causada pela resposta desequilibrada do organismo a infeccao.
Na realidade, o processo envolve diversas respostas compensatorias a infec¢céo, por
vezes desbalanceadas, que incluem a ativacdo de resposta anti-inflamatoria e da
cascata de coagulacdo, ambas com consequéncias sistémicas. A sepse pode levar
desde a incapacidade fisica, at¢é mesmo, a morte. Uma caracteristica marcante
desta disfuncao é ser sistémica e interdependente, ou seja, a faléncia de um 6rgao
leva a disfuncdo ou faléncia de outro érgao (SINGER et al, 2016; ABRAHAM &
SINGER, 2007).

2.2. Fisiopatologia da sepse

Estudos a respeito da fisiopatologia da sepse comprovam que a cascata
fisiopatoldgica tem inicio quando o sistema imune do hospedeiro entra em contato
com o0 patégeno invasor, resultando na ativagdo da resposta imune e,
consequentemente, na geracdo e liberacdo de mediadores pré-inflamatorios e
moléculas sinalizadoras que podem gerar uma resposta compensatéria para a
recuperacdo da homeostasia ou de carater patolégico para o hospedeiro,
acompanhada de manifestacdes sistémicas que, em algumas circunstancias, pode
pbér em risco a vida do individuo (EHRMAN et al ; 2018 ; CONWAY-MORRIS et al,
2018).

A eficacia da resposta imune em controlar o foco infeccioso desempenha um
papel crucial na progresséo da sepse. O controle da infec¢cdo por microrganismos é
mediado pela imunidade inata e adaptativa, onde a resposta imune consiste em
mecanismos celulares e bioquimicos que sdo rapidamente acionados durante a
infeccdo (NDUKA et al., 2009).

Infeccéo, trauma, isquemia e lesbes graves sao fatores contribuintes para a
patogénese da sepse grave, caracterizada por uma intensa producdo de citocinas
pré-inflamatérias, entre estas o fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina (IL)-1,
IL-6 e IL-8. Estas citocinas desencadeiam uma resposta inflamatoria satisfatéria
promovendo a coagulacao local para limitar o dano tecidual. No entanto, a producéo
excessiva de mediadores pro-inflamatérios pode ser extremamente perigosa,

ultrapassando a regulacdo normal da resposta imune desencadeando disturbios
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inflamatorios patolégicos (ULLOA & TRACEY, 2005; DE JONG, VAN DER POLL &
WIERSINGA, 2010). A evolucdo da resposta pro-inflamatoria desencaeada pela
infeccdo é normalmente balanceada pela acdo de citocinas anti-inflamatérias. No
entanto, a resposta inflamatdria que geralmente é eficaz a infeccdo, torna-se
desregulada durante a sepse devido a respostas de citocinas consideravelmente
desequilibradas, caracterizando a chamada fase hiperinflamatéria (ADIB-CONQUY
M, CAVAILLON JM, 2012).

Esta fase hiperinflamatoria da resposta imune marcada pela producdo
desregulada de citocinas pré-inflamatérias pode resultar na imunoparalisia,
caracterizada por uma reducdo na capacidade do sistema imunolégico de responder
efetivamente as infec¢cbes subsequentes, aumentando o risco de complicacdes
sistémicas e morte. Durante esta fase, ocorrem alteracdes nos leucdécitos e outras
células do sistema imune, reducdo na producao de citocinas, diminuicdo da funcéo
fagocitica dos neutréfilos e mondcitos, além da supressdo da resposta imune
adaptativa. Este estado de supressdo ou disfuncdo do sistema imunolégico pode
ocorrer em pacientes com sepse grave ou prolongada. Esta fase € também
conhecida pela sindrome da resposta anti-inflamatéria compensatéria, na qual
ocorre a producao de IL-4, IL-10, IL-13, fator transformador de crescimento B (TGF-
B), fator estimulante de colbénias de granuldcitos e fator estimulante de colénias de
granulécitos-macréfagos (GM-CSF), bem como dos receptores sollveis de TNF-a e
antagonistas dos receptores de IL-1B (GIZA DE et al., 2016)

No inicio da resposta imune ocorre a ativacdo dos receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs, do inglés Pattem Recognition Receptor), como
por exemplo os receptores semelhantes a Toll (TLR, do inglés Toll Like Receptors).
Esses receptores sdo essenciais para ativar as defesas imunologicas do hospedeiro
contra a agdo dos organismos patogénicos, além de mediar o reconhecimento das
moléculas altamente conservadas chamadas Padrdo Moleculares Associado ao
Patogeno (PAMP, do inglés Pathogen-associated Molecular Pattern). Também
ganham destaque como receptores na indicacao de risco enddgeno, reconhecendo
moléculas identificadas com Padrdo Molecular Associado ao Dano (DAMP, do inglés
Damage Associated Molecular Patterns) (BIANCHI ME, 2007).

No estégio inicial do processo inflamatério na sepse, prevalece a resposta
imune inata mediada principalmente pelos TLR, com destaque para TLR-2 e TLR-4

que em conjunto com a molécula CD14 presente na superficie dos macréfagos
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reconhecem os PAMPs. Geralmente, os peptideos glicanos de bactérias gram-
positivas sdo reconhecidos por receptores TLR-2, enquanto lipopolissacarideos
(LPS) de bactérias gram-negativas sao reconhecidos por TLR-4. Essa interacao
resulta na sintese e liberacdo de mediadores pro-inflamatorios e anti-inflamatérios
por meio da ativagdo do fator de transcricdo nuclear NF-kB em células do sistema
imune, como os neutrofilos. A sequéncia de eventos intracelulares decorrentes
ativacdo destes receptores TLR-2 e TLR-4, culmina na translocacdo do fator de
transcricdo nuclear NF-kB, promove a expressdo de citocinas pro-inflamatorias,
TNF-a, IL-1B, IL-12, IL-6, IL-8, de moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 e,
também, de citocina anti-inflamatoéria, como a IL-10. Cabe destacar que a liberagéo
destas citocinas pré-inflamatorias e interleucinas medeia esta fase inicial através,
também, da facilitacdo a migracdo e a adesao entre os neutréfilos e as células
endoteliais, da ativacdo do sistema complemento e da cascata de coagulacao,
podendo levar a geracdo de microtrombos (BOSMANN & WARD, 2013;
PAKRISHNA et al., 2011). Além disso, o TNF-a, IL-1B podem também levar a
ativagdo das caspases. Estas pertencem a uma familia de enzimas proteoliticas
heterogéneas que desempenham um papel crucial na regulacdo da apoptose, além
de estarem envolvidas na resposta inflamatéria, exacerbando a producdo de
citocinas pro-inflamatdrias. Os transtornos como o estresse celular, a disfungdo
mitocondrial e o dano oxidativo observado na sepse também podem contribuir para
ativacdo dessas enzimas proteoliticas, resultando em um quadro de apoptose
elevado, contribuindo para a disfuncdo de mdultiplos 6rgdos (FONT et al., 2020;
KRISHNA et al., 2011; LEWIS et al., 2012).

A IL-6 desempenha um papel significativo na resposta inflamatéria sistémica,
sendo considerado um marcador importante deste cenario inflamatério. Em casos de
infeccdo, a concentracdo sérica da IL-6 aumenta rapidamente, caracterizando-a
como uma citocina de alerta para a presenca da infec¢cao. Ao contrario da TNF-a, os
niveis séricos de IL-6 estdo significativamente elevados na maioria dos pacientes
sépticos e sdo sustentados por tempo maior, refletindo a intensidade da resposta
inflamatoria (LOISA et al, 2003).

A IL-10 desempenha um papel crucial como a principal citocina contra-
reguladora da resposta imune inata. Sua acdo é de mediador anti-inflamatorio,
inibindo a sintese de citocinas pro-inflamatorias. Elevadas concentracdes de IL-10

reduzem expressivamente a producdo de TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-8 pelos mondcitos.
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Por outro lado, a supressdo de IL-10 resulta em aumento dos niveis séricos
circulantes de TNF-a e IL-6 (CUNNEEN J, CARTWRIGHT M, 2004)

Outra citocina que merece atencédo € a IL-17, produzida por células T CD4+
que se diferenciam das linhagens classicas Thl e Th2. Essa citocina tem sido
reconhecida como um potente indutor da autoimunidade, devido a sua capacidade
de promover a inflamacao tecidual e mobilizar o sistema imune inato. Contudo, em
alguns tecidos essa citocina pode desempenhar um papel protetor, estando

envolvida em doengas infecciosas (MIOSSEC & KOLLS JK, 2012; RITZMANN et al.,
2022).

Além destes eventos, a disfuncéo dos linfocitos circulantes durante a sepse
caracteriza-se por linfopenia significativa e diminuicdo dos linfécitos CD4+, células T
CD8+, células natural killer (NK) e células B, agravando o quadro clinico do paciente
(GIZA DE et al., 2016).

2.3. Disfuncgéo cardiaca decorrente da sepse

A principal disfuncéo cardiaca associada a sepse e/ou ao choque séptico é a
cardiomiopatia séptica (CS). A incidéncia da CS em pacientes com sepse ou choque
séptico apresenta inconsisténcia, com variacdes de 13,8 a 40% devido a escassez
de estudos abrangentes e critérios diagnésticos uniformes. Em pacientes com sepse
combinada com CS, a mortalidade aumenta 2 a 3 vezes, alcancando indices de até
70 a 90% (EHRMAN et al., 2018; FAN & ZHANG, 2018). Estudos epidemioldgicos
mostraram que homens em idade mais jovem, com nivel de lactato mais alto, bem
como nivel de acido latico (> 4,0 mmol/L), e historia prévia de insuficiéncia cardiaca
ou doenca cardiaca coronaria, quando admitidos na UTI estdo associados ao
elevado risco de evoluir para CS (SATO et al., 2016).

Em 1990, Parrillo e cols definiram a CS como uma condicdo cardiaca
caracterizada por disfuncdo severa do miocardio decorrente de complicacdes
advindas da sepse, associada a uma resposta inflamatdria sistémica exacerbada, na
qual as citocinas inflamatérias podem afetar negativamente o musculo cardiaco,
levando a alteracdes na funcéo cardiaca (PARRILLO et al, 1990).

A cardiomiopatia séptica (CS) é constantemente diagnosticada quando
existe alguma perturbacdo aguda na funcdo cardiaca no contexto da sepse. No
cenario atual, ndo existe uma definicdo formalizada ou consensual de CS, refletindo

uma lacuna critica de conhecimento. A complexidade do sistema cardiovascular, a
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miriade de métodos de avaliacdo e as alteracfes no estado pré-séptico do coracao
dificultam a explicacdo de uma relagcdo de causa e efeito entre a sepse e a CS
(EHRMAN RR, SULLIVAN AN, et al; 2018)

O estado inflamatério acentuado € um dos principais fatores relacionado ao
comprometimento do miocéardio, manifestando-se clinicamente de diversas formas,
tais como disfunc@o sistdlica ou diastolica do ventriculo esquerdo e/ou direito,
reducdo do débito cardiaco (DC) e do aporte de oxigénio e, ainda, lesdo primaria do
miocardio. Sabe-se que a disfuncdo sistolica, medida pela fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo (FEVE), estd entre os primeiros parametros descritos para
avaliar CS. A disfuncao diastolica do ventriculo esquerdo também é observada em
pacientes com sepse, notando-se que quanto mais acentuada € a disfuncéo
diastolica, pior é a progresséo da doenca (BOISSIER & RAZAZI, 2017). Este quadro
pode resultar em insuficiéncia cardiaca, hipotensdo e outras complicacdes
cardiovasculares graves (VIEILLARD-BARON, 2011; BEESLEY, 2018).

A insuficiéncia cardiaca provoca a reducao da perfuséo tecidual sanguinea,
agravando o quadro de hipdxia na sepse. As consequéncias sdo o aumento do
estresse oxidativo, a disfungdo mitocondrial, a acidose latica e o comprometimento
do metabolismo tecidual, quadro altamente correlacionado a morte por choque
séptico, expressdo mais grave da sepse (BLANCO & MURIEL-BOMBIN, 2008). Na
fase inicial, o choque séptico pode ser considerado um choque hiperdindmico ou
choque quente, caracterizado por alto DC, baixa resisténcia vascular sistémica
(RVS) e extremidades quentes. Por outro lado, a fase tardia apresenta hipotensao
seguida de choque hipodinamico ou choque frio, com baixo DC, perfuséo periférica
inadequada, extremidades frias e, consequentemente, morte (KAKIHANA & ITO,
2016). Por outro lado, esta reducdo da RVS pode agravar o comprometimento
cardiovascular, visto que a queda acentuada da pressdo arterial decorrente da
vasodilatacao periférica intensa impede a perfusdo tecidual adequada. Este estado
sustentado de vasodilatacdo deve-se ao fato do musculo liso vascular, na sepse,
nao ser mais capaz de responder ao estimulo neuro-hormonal para induzir a
contracdo. A intensa vasodilatacdo sistémica arterial e venosa reduz o gradiente de
pressdo necessario para 0 retorno venoso e, consequentemente, diminui o DC
(HAWIGER J, VEACH RA, ZIENKIEWICZ J,2015.; BURGDORFF AM, BUCHER M,
SCHUMANN J; 2018).
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Observa-se que estas mudancas na pos-carga decorrentes da redugcdo na
RVS devido a vasodilatacdo severa influenciam a capacidade do coracdo em
fornecer sangue aos tecidos periféricos. Desta forma, um coragdo com contratilidade
intrinseca reduzida pode até aumentar o DC, gerando a impressao de funcao
normal, quando verdadeiramente o desempenho sistélico esta comprometido nestes
pacientes com sepse (BOISSIER F, RAZAZI K, et al, 2017; FLIERL et al., 2008). Isto
porque apesar de ser observado um DC elevado e um volume sistolico normal, a
disfuncéo cardiaca é expressiva nos pacientes em choque séptico, aumentando o
risco de morte. Foi descrito que a fracdo de ejecado (FE) € menor e que o volume
diastélico final (VDF) é maior nos sobreviventes ao choque séptico, quando
comparados com 0s ndo sobreviventes ao choque. Estes achados sugerem que a
dilatacdo ventricular pode ser um mecanismo compensatorio a fim de manter um DC
adequado e prevenir a perda da fun¢éo cardiaca (HOLLENBERG, S.M., SINGER, M
2021; KAKIHANA'Y, ITO T,2016).

Na figura 1, estdo apresentados de forma resumida os principais
mecanismos envolvidos no comprometimento cardiaco decorrentes da sepse,
conforme estudo de Ehrman e cols. (2018). Destaca-se neste esquema que a
resposta inflamatoria sistémica da sepse, pode resultar em algumas alteracdes, tais
como: disfuncéo endotelial, causada pela inflamacéo, pode levar a um aumento da
permeabilidade vascular, edema e inflamacao tecidual. Além disso, essa resposta
inflamatoria também pode levar a disfuncdo mitocondrial que, por sua vez, é
causada pelo estresse oxidativo e pode resultar em uma diminui¢cdo da producéo de
ATP, que é necesséario para a contracao cardiaca. O estresse oxidativo que também
esta presente neste quadro clinico é causado pela producdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio, que podem danificar as células cardiacas. Uma outra
consequéncia da inflamacdo é a disfuncao de céalcio que ocorre devido a diminuicdo
da liberacdo desse mineral essencial para a contragcédo cardiaca. Além da disfuncéo

de proteinas contrateis que pode levar a uma diminui¢cdo da contratilidade cardiaca.
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Figura 1 - Fisiopatologia da disfuncio miocérdica séptica. (Ehrman RR, Sullivan AN, et al ; 2018)

Dentre os diversos fatores que desempenham um papel causal no
desenvolvimento da cardiomiopatia séptica, a resposta inflamatéria desregulada na
sepse tem sido diretamente associada a disfuncdo dos cardiomidcitos. O TNF-a é
primeiro mediador inflamatério a ser produzido em resposta a um estimulo
infeccioso. A fim de se estabelecer uma resposta inflamatéria eficaz é crucial
controlar a duracdo e a quantidade de liberacdo de TNF-a. Se por um lado, a
liberacdo em pequenas quantidades desta citocina desempenha um papel
significativo na defesa do hospedeiro para restringir a disseminacdo de agentes
patogénicos na corrente sanguinea, quando ocorre uma producdo excessiva e
prolongada liberagéo, o TNF-a torna-se prejudicial para o organismo, desregulando
a resposta imune. Este desequilibiro envolve a ativacdo de outros mediadores
inflamatorios, promovendo lesdo tecidual potencialmente letal. O aumento da
expressao do TNF-a nas células cardiacas tem sido frequentemente evidenciado em

estudos realizados com modelos animais de insuficiéncia cardiaca e em estudos
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clinicos conduzidos em pacientes portadores de cardiomiopéticas. Além dos
cardiomidcitos, diversos tipos celulares colaboram para o aumento da expresséo de
TNF-a no miocadio durante a disfungdo cardiaca, como macréfagos, células
vasculares, e mastocitos (ULLOA & TRACEY, 2005; DICK & EPELMAN, 2019).

A IL-1B também desencadeia a resposta inflamatdria sistémica em resposta
ao insulto. Essa citocina promove o0 aumento a temperatura corporal e, por esse
motivo, € nomeada pirdgeno endoégeno. Apresenta como importante funcao
promover o aumento da expressdo de moléculas de adesdo na superficie das
células endoteliais, mecanismo essencial para facilitar a adeséo dos leucécitos e sua
subsequente migracao através do endotélio. No contexto do choque séptico, a IL-13
exerce uma acao direta nos vasos sanguineos, causando vasodilatacdo por meio da
inducdo da producdo rapida de fatores como o fator ativador de plaquetas,
prostaglandinas e 6xido nitrico (CUNNEEN &, CARTWRIGHT, 2004).

Além destes estudos que estabeleceram o papel destas citocinas no
desenvolvimento de cardiomiopatia séptica, estudos recentes também revelaram
uma associacdo temporal entre 0 aumento do estresse oxidativo dos cardiomiécitos
e a CS. Foi observado, em modelos murinos de sepse, que a administracado de
agentes anti-oxidantes promoveu a reversao parcial da cardiomiopatia séptica. O
uso do modelo animal, revelou que ao nivel celular, as alteracdes decorrentes da
sepse incluiram protedlise aumentada, dano mitocondrial, desregulacédo na producéo
do oxido nitrico, regulagdo negativa de B-adrenoceptores e comprometimento na
mobilizacdo do calcio citos6lico, ou seja, mecanismos implicados no
desencadeamento da disfuncdo miocéardica durante a sepse que podem causar a

deterioracdo da funcéo cardiaca que define a septicemia (BEESLEY et al., 2018)

2.4. Biomarcadores

A definicdo de um biomarcador, acontece por meio de uma caracteristica
que é medida objetivamente como um indicador de processos biolégicos normais,
processos patogénicos ou respostas farmacolégicas a uma intervencao terapéutica.
Para ser considerado um bom biomarcador para sepse, este deve ser de facil
deteccdo e mensuracdo, prontamente disponivel e barato, além de assegurar um
diagnoéstico altamente especifico e sensivel da sepse, avaliacdo da gravidade na
auséncia de sinais clinicos e controle para um bom monitoramento do curso da

doenca e resposta a terapia, facilitando o prognostico (TAXA, 2011).
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A realizacdo de um diagndstico precoce e preciso é importante, pois cada
retardo na intervencdo aumenta o indice de mortalidade. Entretanto, esse
diagnéstico nem sempre € simples, principalmente em quadros de pacientes criticos
para os quais as manifestacbes de sinais e sintomas clinicos nem sempre estao
presentes e sao de dificil compreensdo (BAUER & REINHART, 2010).

E notdrio e indiscutivel a necessidade de melhores técnicas para
diagnosticar a sepse, estratificar os riscos dos pacientes e acompanhar a eficacia
terapéutica da sepse. Nesse cenario, o uso de biomarcadores tem sido sugerido
como um meio de alcancar esses objetivos, auxiliando no diagndstico precoce e,
consequentemente, na antecipacdo da intervencdo terpéutica apropriada em
pacientes com sepse em unidades de terapia intensiva. Tendo em vista também que
esses biomarcadores podem, em conjunto com outras técnicas, ser Uteis para o
prognostico (VINCENT, DONADELLO & SCHMIT, 2011).

Varios marcadores plasméaticos tém sido propostos como sendo capazes de
predizer um processo infeccioso, mas até o momento ndo apresentam alta
sensibilidade ou especificidade. Esses marcadores incluem a Troponina, a Proteina
C Reativa (PCR) e a procalcitonina (PCT).

2.4.1. Troponina

A troponina plasmatica esta correlacionada com a mortalidade na sepse. Os
niveis circulantes de troponina sdo marcadores bem estabelecidos de lesao
miocéardica. A presenca de niveis elevados de troponina | e troponina T existentes no
plasma sdo observados na sepse e se correlacionam com a presenca de disfuncéo
sistélica do VE e lesdo miocardica na sepse. Entretanto, essa correlacéo
normalmente desaparece quando a gravidade da doenca é considerada (MAEDER
M, 2006).

O mecanismo de liberacdo de troponina na sepse permanece obscuro, mas
parece ser causado pelo extravasamento de liquido intracelular dos cardiomiécitos
devido a inflamag&o e ndo necessariamente pela morte celular. Dessa maneira, a
crescente elevacao dos niveis plasmaticos de troponina parece ser um biomarcador
da gravidade da doenca. Entretanto, a utilidade de mensurar os valores de troponina
plasmatica em pacientes criticos é uma pratica limitada devido a falta de
especificidade e a presenca de comorbidades, como insuficiéncia renal, que podem
aumentar os niveis de troponina plasmatica independentemente de fatores

miocardicos (OSTERMANN et al., 2017).
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2.4.2. Proteina C-reativa

A proteina C-reativa (PCR) € uma proteina de fase aguda liberada do figado
apos estimulacdo por citocinas, principalmente o IL-6. Na presenca de infec¢do, a
PCR tem efeitos pro-inflamatérios e anti-inflamatérios, pois realiza a mediacao e a
eliminagédo de patdgenos, mas também inibe a interacdo entre células endoteliais e
leucécitos. A secrecdo dessa proteina € iniciada 4 a 6 h apés a estimulacdo e atinge
o pico em 36 h. A PCR é um biomarcador frequentemente utilizado para o
diagnéstico de infeccdo (MARTINI et al, 2018).

O aumento nos niveis de PCR depende de fatores como a intensidade do
estimulo e da capacidade da sintese hepatica, onde a magnitude da sua elevacao
tem ligacdo direta com o risco de desenvolver disfuncdo multiorganica. Apos
eliminacdo do estimulo, a proteina tende a cair rapidamente, podendo permanecer
persistentemente elevada se a causa-base nao for revertida. O manuseio da PCR
para diagnosticar diferentes tipos de infec¢des (bacteriana, viral ou fangica) ainda
nao esta totalmente claro. Entretanto, os niveis séricos do marcador, geralmente,
sdo mais elevados em infeccédo bacteriana (POVOA P ET AL., 2005; LOBO SM ET
AL., 2003).

Desse modo, o valor absoluto do nivel sérico da PCR néo é util, pois, em
alguns pacientes, com destaque para os idosos e 0s pacientes criticos em que
outras causas de inflamacéao estdo presentes, nesse cendrio 0s seus valores podem
estar elevados sem indicar presenca de processo infeccioso. Por isso a PCR € um
marcador de processos inflamatérios e ndo pode, por si s6, ser preditiva de um
processo infeccioso na sepse. Nestes pacientes, dosagens seriadas demonstrando
elevacdo ao longo do tempo parecem ser mais Uteis do que um uanico valor
mensurado. Como a PCR nao € um marcador especifico de infeccéo, apresenta-se
aumentado, também, em situacbes inflamatérias crbnicas, tais como artrite
reumatoide, espondilite anquilosante, febre reumatica, pos-operatorio de grandes
cirurgias, doenca de Crohn, neoplasias e infarto agudo do miocérdio. Na pratica
clinica, vem sendo utilizada para controle do tratamento e monitorizacdo dos
periodos de exacerbacado destas doencas (SIERRA R et al., 2004; PIERRAKOS CH
et al., 2010)

Descrita como um dos biomarcadores propostos para uso em pacientes com
sepse, a PCR tem sido amplamente estudada. Entre os seus achados, as principais

vantagens dos niveis séricos de PCR como biomarcador sdo a disponibilidade,
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facilidade de uso e baixo custo dos ensaios. As principais desvantagens sdo que a
PCR néo é especifica para sepse e que seus niveis podem estar aumentados em
outras condi¢fes inflamatorias (VINCENT JL, DONADELLO K, SCHMIT X, 2011). A
PCR necessita de especificidade, pois as concentragcdes podem estar aumentadas

em outros distdrbios inflamatérios e infecciosos.

2.4.3. Procalcitonina (PCT)

A procalcitonina € o precursor da calcitonina que € normalmente produzida
nas células C (parafoliculares) neuroenddcrinas da glandula tiréide. Em individuos
saudaveis, os niveis de procalcitonina sdo de 0,1 ng/ml. Esses niveis comeg¢am a
subir 4 h apds o inicio da infeccéo sistémica e alcancam o pico entre 8 e 24h. Os
niveis podem apresentar elevacdo em quadros de insuficiéncia renal na auséncia de
infeccdo. Os niveis de PCT estédo elevados na sepse (TANG et al., 2007 ; KIIBE,
ADAMS & BARLOW, 2011).

A PCT modula a resposta imune durante a infeccdo e a inflamacao,
exercendo fun¢des quimiotéaticas e regulando a liberagéo e producéo da 6xido nitrico
sintetase, citocinas e de substancias vasoativas. As endotoxinas ou mediadores
inflamatoérios liberados durante as infeccfes estimulama a secrecdo deste
biomarcador (PIERRAKOS CH, VINCENT JL., 2010)

Apesar da relevancia da PCT em processos infecciosos, sua aplicacdo como
biomarcador da sepse apresenta uma série de limitacdes (ADIB-COUNQUY &
MONCHI, 2007). Isto se deve a elevacao dos niveis circulantes em condi¢cbes nao
infecciosas tais como trauma mecanico grave, cirurgia ou apdés parada cardiaca
(BLOOS et al., 2014; SPONHOLZ & SAKR, 2006).

24.4.IL-6

A IL-6 desempenha relevante papel na sintese e secre¢do de proteinas de
fase aguda da inflamacdo. Seus niveis plasmaticos estdo extremamente bem
correlacionados com a gravidade e o prognéstico da doenca (SONG M, KELLUM JA
2005).

O TNF-a e a IL-1B produzidos por células imunes ativadas, como por
exemplo macréfagos e células dendriticas, em resposta a estimulos inflamatoérios
estimulam a secrecdo de IL-6 por varias ceélulas, incluindo macréfagos, células T e
células B, amplificando a resposta inflamatéria. A IL6 atinge niveis maximos dentro

de 2 h apds o estimulo infeccioso, persistindo por por tempo mais prolongado na
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corrente sanguinea do que TNF e IL-1B. Os niveis séricos de IL-6 estao diretamente
relacionados com a gravidade e o desfecho da sepse nos pacientes, observando-se
uma correlacdo entre os niveis circulantes desta interleucina, a faléncia de 6rgaos e
0 aumento da taxa de mortalidade em pacientes sépticos (SONG & KELLUM, 2005).
Os niveis séricos de IL-6 apresentam-se diminuidos em pacientes onde a infecgéo é
controlada, sendo preditivo de sobrevida. No entando, assim como para outros
biomarcadores de sepse, varios estimulos néo infecciosos também podem induzir a
liberacdo de IL-6, como cirurgias de grande porte ou alta complexidade, assim como
em situacdes de traumas severos, agudizacdes de doengas autoimunes e rejeicao
do transplante. Embora a IL-6 desempenhe um papel importante na fisiopatologia da
sepse, o0 papel desta citocina como biomarcador de sepse ainda nao foi estabelecido
(MIGUEL-BAYARRI et al., 2012; PEREZ-VILLA et al., 2006; TSCHAIKOWSKY et al.,
2011).

2.4.5. MicroRNA

2.45.1. Conceito e nomenclatura

Os MIRNA séo pequenos RNAs enddgenos e nado codificantes constituidos
por 22 a 26 nucletideos que se ligam a regides do mMRNA por complementariedade
de bases para silencia-lo. Diversos miRNA possuem especificidade tecidual,
capacidade de regulacao pos-transcricionais e de modulacao de processos celulares
como proliferacao celular, metabolismo, apoptose, desenvolvimento de érgaos e
inflamacdo (MOHR; MOTT, 2015). Os miRNA identificados por analises de predi¢ao
ou experimentalmente sdo depositados no banco de dados de microRNA
denominado miRNAbase, com mais de 2500 miRNA maduros anotados e mais de
4000 termos de GO associados (HUNTLEY et al., 2018).

A sigla miR refere-se ao microRNA maduro, enquanto mir refere ao gene
gue codifica o pri-miRNA predito. O nimero faz referéncia a ordem de descoberta de
cada microRNA. Os miRNA semelhantes que apresentam diferengcas em apenas 1
ou 2 nucleotideos sdo nomeados pelo mesmo numero e recebem um sufixo
alfabético (ex: miR-21a, miR-21b) enquanto miRNA idénticos que sdo gerados a
partir de pre-miRNA que diferem em algumas bases ou gene loci diferente recebem
um algarismo (ex: miR-24-1 e miR-24-2). As trés primeiras letras sédo referentes ao
organismo de origem daquele miRNA (ex: hsa pra Homo sapiens, mmu para Mus

musculus...). Quando dois miRNA sé&o identificados do mesmo precursor, utiliza-se
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um asterisco para identificar a fita de miRNA oposta ao precursor. Caso ainda nao
existam dados suficientes para determinar os predominantes, estes sao identificados
pela indicacado da fita de origem do miRNA maduro (3p ou 5p), a exemplo: hsa-miR-
106b-5p (GRIFFITHS-JONES, 2006)

2.45.2. Biogénese do microRNA

Os miRNAs séo transcritos pela RNA polimerase Il (mais raramente pela RNA
polimerase IIl), no nucleo celular na forma de transcritos primario com cerca de 100-
1000 nucleotideos denominados de mMIiRNA priméario (pri-miRNA) (POGRIBNY,
2018). Estes pri-miRNA possuem formato de grampo devido a regides
complementares que se auto pareiam e regides ndo complementares que formam a
alca do grampo (BHASKARAN & MOHAN, 2014). Os pri-miRNA sao entdo clivados
por um complexo proteico conhecido como microprocessador, que contém duas
proteinas conhecidas, a Drosha e DGCR8 ou também conhecida como Pasha
(BHASKARAN & MOHAN, 2014). Drosha e Pasha clivam as regifes de fita simples
de RNA do pri-miRNA formando o miRNA precursor ou pré-miRNA (HA & KIM,
2014). O pré-miRNA é entdo exportado ao citoplasma através da proteina Exportin
5, onde entdo sera reconhecido e novamente clivado pela proteina Dicer, dessa vez
gerando dois miRNA de fita simples, miRNA-5p e miRNA-3p conforme representado
na figura 5 (AMARAL et al., 2010). Na grande maioria dos casos, a fita 5p, também
conhecida como guia, entra para um complexo proteico de silenciamento induzido
por RNA (RISC), onde liga-se a proteina Argonauta para formar paridade com o0s
mRNA que levara a destrui¢éo ou inibicdo do RNA mensageiro (HA & KIM, 2014), no
entanto, o silenciamento do gene através do complexo RISC pode ser guiado, em
alguns casos, pela fita 3p do miRNA (BHASKARAN & MOHAN, 2014).

Estima-se que os genes miRNA representam menos de 1% do genoma
humano, mas podem regular até 60% de todos os genes codificadores de proteinas.
Os miRNAs inibem a expresséo de seus genes-alvo por pareamento de bases com
0 3' UTR de seu mRNA. Assim, um unico miRNA pode afetar a transcricdo de
centenas de mMRNAs. Desta forma, sugere-se que os miRNAs facam parte de redes
regulatorias complexas na expressdo génica durante estados fisiologicos e
fisiopatologicos. A expressdo exacerbada de miRNA foi descrita em processos

altamente regulados, como desenvolvimento, envelhecimento e morte celular, mas
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também no inicio de doencas complexas, como infeccdo, inflamacao e sepse (HA &
KIM, 2014 ; FRIEDMAN et al., 2009 ; KROL, LOEDIGE, & FILIPOWICZ, 2010).
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Figura 2: Biogénese de miRNA. O Pri-miRNA ¢ transcrito através de regido intronica de gene ou gene préprio.
O complexo Drosha/DGCRS cliva as extremidades 5 e 3" ndo pareadas formando o Pré-miRNA. Pré-miRNA é

exportado para o citoplasma para o complexo enziméatico contendo a Dicer, que retira a regido da alca do

miRNA formando dois miRNA de fita simples. O guia e o passageiro. FONTE: (BENZ et al., 2016)

2.45.3. MicroRNA como biomarcador

O interesse na modulcéo exercida pelos miRNAs sobre as inUmeras vias de
sinalizacao intracelular cresce exponencialmente, em particular no que tange ao seu
papel na fisiopatologia das doencas. A exemplo cita-se a sepse, durante a qual
foram detectadas alteracdes na expressdo de microRNA em pacientes sépticos de
diferente etiologia, evidenciando a importancia destes como biomarcadores no
diagnéstico e progndstico desta sindrome (LI, HUO & Fan., 2016; DEIULIIS, 2016;
LIU & ABRAHAM, 2013).

Os miRNAs estao envolvidos na imunidade inata e adaptativa em disturbios
inflamatorios como artrite reumatoide, diabetes mellitus e infeccdo bacteriana. Foi
sugerido que varios miRNAs tém como alvo direto receptores e mediadores de
ativacdo de importantes vias de sinalizagdo intracelular de processos proé-
inflamatorios na sepse que sao expressos ou secretados por macrofagos, células

dendriticas e células apresentadoras de antigenos. Entre estes alvos pode-se citar
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os receptores toll-like (TLR), os receptores de reconhecimento de padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPS), ou de reconhecimento de padrbes
moleculares associados ao dano (DAMPSs), o fator de transcricdo nuclear NF-kB, o
TNF-a (CHAN et al., 2012; TAKEUCHI; AKIRA, 2010; O‘CONNELL et al., 2012)

O receptor TLR4 € ativado pelo lipopolissacarideo bacteriano (LPS) e
apontado como um dos receptores mais relevante para o disparo da resposta imune
inata na sepse. Nas células do sistema imune ativadas nesta etapa da doenca,
através da sinalizacdo do TLR4, ocorre a modulacdo de diversos miRNAs que
regulam a expresséo de diferentes mRNA codificantes de componentes do sistema
de sinalizacdo dos TLR. O miR-23b pode ser citado como exemplo de miRNA que
desempenha funcdo importante na progressao da sepse, inibindo a expressdo de
NF-kB, TNF-a, IL-6, ICAM-1, E-selectina e VCAM-1, que, por sua vez, tem sua
propria expressao génica regulada por esses fatores. (AVLAS et al., 2011)

Apesar de nos ultimos anos, a proposta dos miRNAs como biomarcadores
da sepse ter sido mais bem embasada, varias lacunas precisam ser preenchidas
para sua aplicacdo rotina clinica como ferramenta de diagndéstico e progndstico seja
efetivada. Uma das grandes dificuldades tem origem nas variagdes marcantes entre
os resultados referente aos padrdes de regulacdo do miRNA nas diferentes coortes
de pacientes com sepse, provavelmente devido a falta de padronizacéo de coleta de
amostras, normalizacdo de dados e analise empregada (BENZ et al., 2016).
Portanto, mais estudos metodologicamente semelhantes e avaliando as mesmas
populacdes devem ser conduzidos no intuito de estabelecer perfis consistentes de
mMiRNA para os diferentes estudos de casos.

Pelo exposto anteriormente, sugere-se que 0os microRNA desempenham um
papel importante na homeostase cardiovascular, estando envolvidos em diversos
processos fisioldgicos e patolégicos, como na CS. O perfil alterado de expresséo
dos miRNAs durante a sepse esta associado a disfuncdo cardiaca, podendo
influenciar negativamente o desempenho cardiaco. Esta alteracdo no perfil de
expressao pode estar relacionada a resposta inflamatéria desregulada, ao estresse
oxidativo, a apoptose e a disfungdo mitocondrial, eventos marcantes na evolugdo da
sepse.

Adicionalmente, de forma favoravel, os miRNAs tém a vantagem de serem
detectaveis em amostras bioldgicas facilmente acessiveis, como o sangue, tornando

sua mensuracao e analise bastante viaveis. A deteccao e quantificacdo dos miRNAs
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circulantes podem fornecer informac6es valiosas sobre o diagndstico e progndstico
da disfuncéo cardiaca, estratificando por grau de gravidade os pacientes com sepse
e definindo a conduta terapéutica (O‘CONNELL et al., 2012).

3. HIPOTESE

A andlise de miRNAs diferencialmente expressos nos pacientes com sepse
representa uma ferramenta de diagndstico precoce da disfuncdo cardiaca e para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas eficazes, permitindo um melhor

desfecho clinico com menor mortalidade

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Estudar o perfil de expressdo dos miRNA e sua correlacdo com as vias
intracelulares envolvidas no remodelamento do miocardio associado a disfuncéo

cardiaca decorrente da sepse.

4.2. Objetivos Especificos

o Identificar o perfil de expresséo de microRNAs em conjunto de dados publicos
de pacientes com disfuncéo cardiaca decorrente de sepse.

o Identificar as vias de sinalizacéo intracelulares associadas ao remodelamento
do miocérdio devido a disfun¢éo cardiaca decorrente da sepse.

o Identificar genes-alvos de microRNAs implicados nas vias de sinalizacao
associadas ao remodelamento do miocardio.

o Correlacionar os microRNAs diferencialmente expressos com 0S genes
moduladores nas vias intracelulares associadas ao remodelamento do miocérdio

devido a disfuncéo cardiaca decorrente da sepse.
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5. METODOLOGIA E ESTRATEGIA DE ACAO

5.1. Anaélise de dados em repositorios publicos

As amostras de sequenciamento foram obtidas dos repositérios publico do
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/geodatasets/), Gene Expression Omnibus
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds) e European Nucleotide  Archives
(https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/home). Os termos de busca utilizados na
pesquisa foram: Sepse, Heart Failure, Cardiac Dysfunction, Human, microRNA. A
partir desta pesquisa, foram selecionados o0s conjuntos de dados de
sequenciamento, obtidos de um estudo com camundongos realizado no hospital
Chao-Yang, Pequim.

O perfil de expresséao por sequenciamento de alto rendimento do conjunto de
dados GSE171546, foi baixado do banco de dados Gene Expression Omnibus
(GEO), com base no conjunto de transcritos GPL24247 cujo sequenciamento foi
obtido pelo Illumina NovaSeq 6000 (Mus musculus), que continha 20 amostras
divididas em 4 grupos. Um grupo controle com n= 5, e trés subgrupos com leséo
miocardica induzida por sepse no periodo de 24h com n= 5, 48h com n=5 e 72h

com n= 5, conforme ilustrado na figura 3.

GEO DataSets

| www.ncbi.nlm.nih.gov/geodatasets | | https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/home \

| Termos de busca |

Sepse, Heart Failure, Cardiac Dysfunction, Human, microRNA;

CE=ED
| opL2s2er

GPL24247

( llumina novaSeq )

Figura 3: Fluxograma de sele¢do do transcriptoma.
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O estudo referente ao conjunto de dados GSE171546 consiste na analise
transcriptbmica de séries temporais da lesdo miocérdica induzida por sepse em
camundongos, tendo como objetivo a elucidacdo da patogénese molecular da
cardiomiopatia séptica em camundongos C57BL/6 e identificar genes e vias que
podem ser potenciais alvos terapéuticos para o tratamento da cardiomiopatia
séptica. Esta avaliacdo foi realizada a partir de perfis de mRNA cardiaco de
camundongos C57BL/6 utilizados como modelo de sepse por ligadura e puncéo
cecal (CLP), nos momentos 24, 48 e 72 horas.

O “Arquivo de Leitura das Sequéncias” (SRA, do inglés Sequence Read
Archive) foi entdo enviado para a plataforma Galaxy (usegalaxy.org) através da
importagdo dos dados utilizando a plataforma Run Selector. A partir desta
importacdo e jA com o sequenciamento das 20 amostras, foi avaliada a qualidade da
sequéncia com ferramentas que fazem parte do pacote de programas disponiveis a
plataforma Galaxy.

A primeira ferramenta utilizada foi o FASTQC com o intuito de fornecer um
controle de qualidade nos dados brutos de sequéncia provenientes de pipelines de
sequenciamento de alto rendimento. A partir desta avaliacdo, foi possivel obter uma
impressédo rapida dos dados e detectar algum problema no sequenciamento antes
de dar inicio as demais etapas da andlise in silico. Apos o processamento das 20
amostras, o relatério de qualidade da sequéncia ndo apresentou nenhum problema.
Em seguida foi utilizada a ferramenta TRIMMOMATIC a fim de realizar cortes nos
dados de extremidade dupla e Unica do lllumina, eliminando as leituras ruins e
desnecessarias. Resumidamente, essas duas ferramentas foram utilizadas com o
anico objetivo de avaliar e manter a qualidade da sequéncia.

Apos finalizar a etapa de andlise de qualidade dos dados, o alinhamento do
genoma foi realizado com a ferramenta HISAT2, também disponivel na plataforma
Galaxy. O HISAT2 fornece varias estratégias de alinhamento projetadas
especificamente para mapear diferentes tipos de leituras de RNA-seq que foi feito
com o sequenciamento. Em seguida, o FEATURECOUNTS foi utilizado para contar
essas leituras de gDNA-seq e RNA-seq para as caracteristicas gendémicas

O passo seguinte foi feito com o auxilio da ferramenta DESeq2, onde as
amostras de sequenciamento foram separadas em dois fatores, para posterior
processamento: fator 1 — Grupo com disfuncéo cardiaca x fator 2 — Grupo controle

a fim de comparar os genes inibidos e os genes induzidos. Desta maneira, foi
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realizado o processamento dos fatores de cada amostra referente aos periodos de
24h x 48h x 72h. Por meio deste processamento no DESeqz2, foram identificados os
RNA diferencialmente expressos, os ID dos genes, o log2 (FC), o erro padrdo e o

valor de p.

5.2. Identificacdo de genes diferencialmente expressos (GDE)

A conversdo dos dados brutos obtidos no DESeq foi feita através da
ferramenta Biomart disponivel no ENSEMBL (https://www.ensembl.org), por meio de
um arquivo txt contendo a lista de ID dos genes. Apds a conversao dos dados dos
trés grupos (24h, 48h, 72h), foram considerados genes diferencialmente expressos
(GDE) apenas 0s que possuiam um valor de p <0,05 e cuja expressao apresentou

Fold Change (FC) menor que -2,0 ou maior que +2,0.

5.3. Andlise de enriquecimento de vias e ontologia de genes

As andlises de enriquecimento de vias e ontologia de genes foram feitas
com a ferramenta online WEBGESTALT (WEB-based Gene Set Analysis Toolket -
http://webgestalt.org/option.php) que permite as analises de enriquecimento a partir
de comparagdes entre dados de interesse com banco de dados, como por exemplo,
GO (Gene Ontology) e KEGG (ZHANG et al. 2005; WANG et al. 2013). Desta forma,
foram obtidos os genes que envolvidos nos diferentes termos da Ontologia Genética,
conforme previsto pela Andlise de Enriquecimento de Conjunto de Genes (GSEA),
apontando o numero de genes envolvidos nos diferentes processos bioldgicos,
componentes celulares e fungdes moleculares.

Com o uso da ferramenta Diagrama de Venn, foi possivel calcular as
intersecdes da lista de elementos dos trés grupos do estudo. O programa gerou uma
saida textual indicando quais elementos estavam em cada intersecdo ou eram
exclusivos de uma determinada lista. Ao final, obteve-se uma saida grafica na forma

de um diagrama de Venn/Euler.

5.4. Identificacdo de microRNAs Alta Confianca (High Confidence)

Os miRNA diferencialmente expressos (MDE) foram classificados utilizando-
se a versao do miRBAse 22, onde estao catalogados miRNA precursores e maduros
do genoma humano. Este banco de dados é utilizado para pesquisa de sequéncias e
anotacdes de miRNA publicados. Foram utilizados como parametros os miRNA

classificados nesta ferramenta como de alta confianga, segundo critérios de
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mapeamento das reads e dados de sequenciamento. Os miRNA High Confidence
sdo aqueles que ja foram previamente identificados e validados por outros trabalhos

cientificos.

5.5. Anélise dos genes alvos

Apos identificagdo dos MDE High Confidence, foi utilizada a ferramenta de
anélise miRWalk 3.0 (http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/) para verificar os mMRNA
alvos dos MDE.

5.6. Construcao darede de interacdo - STRING e CYTOSCAPE

A rede de interacdo proteina — proteina foi construida na plataforma STRING
(https://string-db.org). Nesta, os clusters de genes obtidos por meio desta interacao,
representa as vias e processos que sao compartilhados entre os genes
diferencialmente expressos. A partir destas informacgdes, foi construida uma rede de
interacbes entre GDE e MDE através do programa CYTOSCAPE v.3.7.2. A rede
apresenta os miRNA como atributo e os mMRNA modulados por seus respectivos
MiRNA como alvos. Os miRNA e mRNA sdo representados pelos nodos, enquanto
as linhas indicam as interacdes existentes entre eles.

Para obtencdo dos dados referentes aos microRNA diferencialmente
expressos, 0s mMiRNA foram filtrados dentro dos RNA diferencialmente expressos do
transcriptoma. Foram considerados diferencialmente expressos apenas 0s miRNA
(MDE) que possuiam um valor de p<0,05 e cuja expressao apresentar Fold Change
(FC) menor que -2,0 ou maior que +2,0. Dados clinicos referentes as amostras
encontradas na plataforma utilizada na analise foram usados para correlacionar os

resultados das analises de expressdo com o grau de severidade da doenca.

6. RESULTADOS

ApOs as etapas realizadas no GALAXY, com o auxilio das ferramentas
FASTQC, TRIMMOMATIC, HISAT2, DESeq e FEATURECOUNTS, houve a
conversdo desses dados brutos utilizando o Biomart disponivel na plataforma
ENSEMBL (https://www.ensembl.org/index.html) para posterior identificagdo dos

genes diferencialmente expressos (GDE).
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6.1. Identificacdo de genes diferencialmente expressos (GDE)

A identificagdo dos GDE no conjunto de transcritos GPL24247 foi realizada
em 3 intervalos de tempo diferentes: 24h, 48h e 72h respectivamente. Os genes
considerados diferencialmente expressos foram aqueles que apresentaram um valor
de p <0,05 e cuja expressao apresentou Fold Change (FC) menor que -2,0 ou maior
que +2,0 para serem regulados positivamente ou negativamente.

Os que foram considerados genes diferencialmente expressos (GDE), foram
filtrados de acordo com cada intervalo de tempo (24h, 48h, 72h) levando em
consideracdo o periodo de exposicdo a sepse. Apos analise, foram totalizados 768
GDE no periodo de 24h sendo que desses, 421 tiveram sua expressdo regulada
positivamente e 347 com expressdo regulada negativamente. O grupo de 48h
apresentou 312 GDE, sendo 188 regulados positivamente e 124 regulados
negativamente. No intervalo de 72h, foram encontrados 255 GDE, sendo 173
regulado positivamente e 82 regulado negativamente. A maior expressédo de GDE no
contexto da sepse foi observada no periodo de 24 horas apos a infeccdo, como

demonstrado no fluxograma a seguir (Figura 4).

GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS

1421
3347

Figura 4: Fluxograma representando os Genes Diferencialmente Expressos (GDE) encontrados nos grupos de

24h, 48h e 72h, respectivamente, obtidos por meio da andlise do valor de p < 0,05 e fold change menor que -2,0

ou maior que + 2,0.

6.2. Andlise de enriquecimento de vias e ontologia
A partir da andlise de enriguecimento de vias realizado pela plataforma

online do WEBGESTALT, foi possivel identificar por meio de graficos as vias de
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sinalizacdo que foram expressas e enriquecidas de acordo com periodo de
exposicdo a infeccdo e desenvolvimento do quadro clinico da sepse. As vias
intracelulares que foram induzidas estdo representadas pela cor azul e as vias que

foram inibidas, representadas pela cor laranja (Grafico 1)
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Graéfico 1- Andlise de enriquecimento de vias intracelulares do grupo de 24h através da plataforma webgestalt.
As vias estdo enriquecidas (azul) e as vias que estdo inibidas (laranja) organizadas de acordo ao valor de p < 0,05
fold change menor que -2,0 ou maior que +2,0.

Apés 24h da inducdo da sepse, foi observado que as vias de sinalizacdo
intracelular enriquecidas estéo relacionadas a cardiomiopatia séptica, sendo estas:
vias ativadas pelas citocinas IL-17 e TNF-a, vias decorrentes da ativacdo da JAK —
STAT, via de transducdo do sinal do receptor tipo NOD e a via ativada pelo
reconhecimento da infec¢do por Staphylococcus aureus através dos receptores de
reconhecimento de padrées moleculares de patégenos.

No periodo de 48h, observou-se que o0 enriguecimento da via do
Staphylococcus aureus foi intensificado e a via da IL-17 manteve o0 mesmo padrao
verficado em 24h. A via de sinalizagcdo do PPAR e do receptor de células B foi
enriquecida, enquanto que a via de apresentacdo e processamento de antigeno
inibida. (Grafico 2)
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Graéfico 2 - Analise de enriquecimento de vias intracelulares do grupo de 48h através da plataforma webgestalt.
As vias estdo enriquecidas (azul) e as vias que estdo inibidas (laranja) organizadas de acordo ao valor de p < 0,05
fold change menor que -2,0 ou maior que +2,0.

No periodo de 72h apds a infecgdo, as vias que permaneceram induzidas
desde o primeiro periodo de andlise, intervalo de 24h, foram a via da IL-17 e a via
de sinalizacdo do Staphylococcus aureus. Trés importantes vias na modulacéo da
resposta inflamatdéria tiveram a expressao génica inibida: MAPK e PI3K — Akt e a via
da Apelina (Gréfico 3)
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Grafico 3 - Analise de enriquecimento de vias intracelulares do grupo de 72h através da plataforma webgestalt.

As vias estdo enriquecidas (azul) e as vias que estdo inibidas (laranja) organizadas de acordo ao valor de p.
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Os resultados da analise de ontologia (GO) demonstraram que os GDE
foram significativamente enriquecidos em Processos Biolégicos (BP), Componentes
Celulares (CC) e Funcédo Molecular (MF). A analise indicou que os PB enriquecidos
mais significativos nos trés periodos relacionavam-se a regulacdo biologica,
processos metabolicos e resposta a estimulos. A maioria dos genes do conjunto
estavam relacionados com os CC no nucleo e na membrana celular. Quanto a FC,
parte expressiva dos genes do conjunto estavam envolvidos com interacdo de
proteinas.

Por meio do diagrama de Venn (gréafico 4), foi possivel detectar intersecdes
de elementos dos 3 grupos, em seus respectivos intervalos de tempo, 24h, 48h e
72h, objetivando obter informacbes sobre o0s elementos expressos
concomitantemente nos trés grupos. Foi possivel observar por meio do grafico e da

lista textual de todos esses elementos que 136 destes apresentaram intersecoes.

48 horas

24 hora

72 horas

Gréfico 4 — Diagrama de Venn demonstrando as interse¢fes entre os trés grupos. Onde em azul esti
representado o grupo de 24h com 542 elementos encontrados, apresentando 74 intersecdes com o grupo de 48h e
16 intersecBes com o grupo de 72. Em vermelho esti o periodo de 48h apresentando 37 elementos com 65
intersecBes com o grupo de 72h e em verde o periodo de 72h apresentando 38 elementos. Foi observado 136

intersecGes em comum com 0s trés grupos.

Os miRNA diferencialmente expressos nesse conjunto de dados foram
mapeados e quantificados segundo ferramentas disponiveis no Galaxy, para
posterior analise do High Confidence utilizando a ferramenta miRWalk onde foram

verificados mMRNA alvos dos MDE. Dois microRNAs foram identificados como
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diferencialmente expressos e, classificados segundo miRWalk, como alvos previstos
de interagcdo em um quadro clinico de sepse. Os miRNAs mmu-miR - 8110 e o
MiIRNA mmu-miR - 574 — 5p mostraram-se diferencialmente expressos no periodo
de 72h modulando a expresséo de 124 genes-alvo e desses MDE.

Para identificacdo dos miRNA e o mecanismo de modulacao dos genes
mais importantes desta rede, utilizamos o aplicativo do Cytoscape denominado de
CytoHubba. Este aplicativo calcula pontos mais centrais da rede e 0S genes com
maior interacdo, mostrando também a menor distancia entre esses pontos. O ponto
central (hub) de maior importancia esta representado pelos 2 miRNAs (mmu-miR -
8110 e o mmu-miR - 574 — 5p) e 124 GDE sendo representados por meio dos 0s

clusters conforme demonstrado na figura 5.
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Figura 5: Rede de interagdo criada no programa do Cytoscape, demonstrando as 124 interacdes existentes entre
0s genes-alvos encontrados no periodo de 72h e os dois microRNA que foram se modulando desde o inicio da
infeccdo, mas se mostraram diferencialmente expressos, de acordo com o valor de p. e valor de FC, apenas no
periodo de 72h.

Neste periodo, a via de sinalizacdo intracelular enriquecida, segundo
expressdo do KEGG, gque apresentou alvos envolvidos no processo patologico da
CS, foi a via da Apelina. Os 5 principais alvos modulados por esta via sdo Aplnr,
Mylk2, Pik3r5, Apin e Adcy.
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ApoOs esses achados, uma clusterizacao (agrupamento) foi realizada entre os
alvos encontrados com o intuito de identificar grupos de clusters (alvos) que
possuem perfis de expressdo semelhante com base em atributos ou caracteristicas
especificas, como perfis de expressdo génica e similaridade estrutural. Através
desta analise, foi possivel identificar 8 alvos que expressam caracteristicas
semelhantes ao serem modulados pelos miRNAs mmu-miR - 8110 e o mmu-miR -

574 — 5p, conforme ilustrado na figura 6.

Lingo3

Clecd4a2
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Figura 6 - Rede de interagdo criada no programa do Cyioscape, demonstrando uma clusterizagio realizada com

os achados de GDE e MDE de 72h. Com o intuito de filtrar os principais genes regulados por esses microRNA.
Posteriormente, com o auxilio da ferramenta STRING, algumas redes de
interacdo entre GDE e MDE foram construidas e exportadas para o Cytoscape,
permitindo a visualizagcdo do comportamento da expressdo destes alvos em funcgao
da progressao da infeccéo. Desta forma, identificou-se quais destes clusters estéo
presentes em todos os intervalos de tempo e quais vias de sinalizacdo foram

induzidas por essa expressao (Figura 7)
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Figura 7 - Rede de interagdo criada no programa do Cytoscape, demonstrando a intersecio dos 129 GDE que

estio sendo expressos nos trés intervalos de tempo: 24 x 48h x 72h. 129 GDE

Entre as vias induzidas nos primeiros momentos apos a infeccdo e que
permaneceram sendo moduladas por esses genes-alvos até o intervalo de 72h,
estdo a via de infeccdo pelo Staphylococcus aureus e a via de sinalizacdo da
Apelina.

Durante as primeiras 24h a partir do insulto inicial, algumas vias de
sinalizacao foram sendo enriquecidas, enquanto os GDE estavam sendo modulados
através dessa expressdo. Entre as vias exclusivas de 24h que foram sendo
enriquecidas, estdo: Toll Like receptor, NF — KB, TNF, IL — 17, ligacdo citocina —
citocina, MAPK, NOD-LIKE, Th17, P13K-akt, JAK-STAT, Staphylococcus aureus e a

cardiomiopatia dilatada modulada pelo TNF. (Figuras 8 e 9).
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Figura 8 — Vias intracelulares de smalizalizagio que foram ativadas no primeiro momento da mfecgio,
responsivels por modular o grau da resposta inflamatdna a partir do primerro estimulo. As principais vias
representadas sdo: Toll- like receptor com 13 GDE, JAK — STAT com 12 GDE, NF — KB com 19 GDE,
Cardiomiopatia dilatada com 8 GDE, PI3K — AKT com 21 GDE e a wvia do Staphylococcus aureus sendo
modulada por 8 GDE.
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Figura 9 — Vias intracelulares de sinalizalizagdo que foram ativadas no primeiro momento da infeccio,

responsédveis por modular o grau da resposta inflamatoria a partir do primeiro estimulo. As principais vias

representadas sdo: TNF com 23 GDE, IL - 17 com 17 GDE, Citocina — citocina receptor 31 GDE, Th17 com 11
GDE, MPK com 22 GDE, NOD - like com 17 GDE.

Ainda no cytoscape, foi possivel observar os 47 alvos que foram expressos

desde o periodo de 24h e continuaram sendo modulados em 72h. (Figura 10-A).

Além da verificacdo de 21 genes alvos que estavam sendo expressos no inicio da
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infeccdo e tiveram a sua expressao inibida conforme o momento que a infecgcao

perdurava. Conforme representado na figura abaixo (Figura 10-B)
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Figura 10: A) 47 alvos que foram expressos desde o inicio da infecgéo, no periodo de 24h e continuaram sendo
expressos até o periodo de 72h. B) 21 alvos que estavam sendo expressos no periodo de 24h e foram inibidos
conforme a resposta a infeccdo acontecia.

6.3. Discusséo

Por apresentar manifestacdes clinicas altamente variaveis, muitas vezes é
dificil realizar um diagnodstico e um progndéstico preciso e precoce da sepse,
aumentando significativamente a taxa de mortalidade entre estes pacientes. Estudos
apontam que o choque séptico diminui a sobrevida do individuo em até 7,6%
mediante cada hora de atraso no tratamento adequado dessa condi¢do clinica.
Desta forma, o cenario ainda permanece obscuro devido ao pouco conhecimento
sobre a fisiopatologia da sepse e a lacuna na identificacdo de biomarcadores de alta
sensibilidade e especificidade para sepse, bem como de novos agentes terapéuticos
eficazes. (LEVY et al., 2001; ANGUS et al., 2013).

A disfuncao cardiaca decorrente da sepse desponta como um dos principais
eventos agravantes de severidade na evolucao do quadro clinico destes pacientes.
A prevaléncia de disfuncdo miocérdica em pacientes com sepse entre 10% e 70%,
sendo um indicativo de alto risco para disfungédo organica advinda da cardiomipatia
séptica (Beesley et al.,, 2018). Este cenario representa um desafio adicional no
manejo terapéutico de pacientes com sepse, agravando a complexidade do quadro.

Portanto, o aumento vertiginoso no numero de pessoas acometidas por
sepse e da elevada estimativa de novos casos e no numero de Obitos, torna-se

urgente definir estratégias para o diagnostico e prognostico precoce e preciso destes
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pacientes. Por isto, o presente estudo visou avaliar o perfil de expressdo dos miRNA
na cardiomiopatia séptica através da andlise in silico do conjunto de dados
GSE171546 depositado no banco de dados Gene Expression Omnibus (GEO),
identificando os genes-alvos implicados nas vias de sinalizacdo associadas a
modulagdo da resposta inflamatéria e o remodelamento do miocardio em trés
intervalos de tempo, 24 horas, 48 horas e 72 horas apoés a inducdo da infec¢cdo em
modelo experimental murino de sepse decorrente da administracdo de LPS.

O conjunto de dados utilizado nesse trabalho, foi disponibilizado por Xiao
Yan e colaboradores (2021). Este estudo consistiu na analise transcriptdmica de
séries temporais de lesdo miocardica induzida decorrente da sepse em
camundongos. No presente estudo, uma nova analise foi realizada deste mesmo
conjunto de dados, utilizando o0s conhecimentos mais recentes sobre o
comportamento dos microRNAs, usufruindo da disponibilidade de inovacdes
tecnologicas e metodolégicas na area de Bioinforméatica. Essa abordagem
possibilitou uma nova interpretacdo dos dados, explorando novas perspectivas e
conhecimentos gerados pela compreensdo mais aprofundada dos mecanismos de
acdo dos microRNAs e seu papel na disfuncéo cardiaca decorrente da sepse.

Inicialmente, identificou-se os genes diferencialmente expressos de acordo a
exposicdo aos trés intervalos de tempo (Figura 4). Na comparacao entre os periodos
24h x 48h x 72h de exposicao a infeccdo, observa-se que no periodo inicial houve a
maior concentracdo de GDE regulados positiva e negativamente, indicando a
resposta imune estava exacerbada compativel com o quadro infecciosos recente. Ha
dados na literatura que corroboram com este achado, uma vez que sugerem que um
aumento na regulacdo transcricional dos genes € amplamente ditada pelas
diferencas nas vias de transducdo de sinal acionadas em funcdo natureza dos
estimulos iniciadores da ativagdo dos receptores PRR (SMALE & NATOLI, 2014).
Por fim, esta resposta complexa e dinamica neste estagio critico inicial da doenca,
envolvendo diversos mecanismos fisiolégicos compensatérios a fim de conter a
infeccdo, pode estar relacionada a presenca de mediadores inflamatorios e ao
reconhecimento de patégenos por receptores especificos do sistema imunoldgico.

No estudo aqui apresentado, sugere-se que a durante a progressao da
sepse, entre o periodo de 24h X 72h, o organismo foi tentando reestabelecer
homeostase através da regulacdo na expressdo dos genes, por vezes

predominantemente negativa, para controlar a resposta inflamatoria exacerbada,
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evitando o dano tecidual. Em 2015, Ahmed e cols. descreveram alteragbes na
expressdo de genes em resposta a um estimulo inflamatério. Os genes ativados
foram divididos em duas categorias com base no padrdo de sua ativacéo
transcricional: genes de resposta primaria e secundaria. Sendo que os genes de
resposta primaria foram ativados rapidamente apds a estimulacdo, enquanto a
ativacdo de genes de resposta secundaria € muito mais lenta. (AHMED, WILLIAMS
HANNIGAN, 2015).

Na etapa seguinte do presente estudo, foi realizada a analise de
enriqguecimento de vias no WEBGESTALT, Esta analise possibilitou identificar o
comportamento na indugao das vias de sinalizacdo mediante a expresséao dos GDE.
O racional tedrico que justifica esta etapa da investigacdo reside na propria
fisiopatologia da sepse. A modulacdo e coordenacdo da resposta imunoinflamatéria
por citocinas e outros mediadores € essencial para a defesa do hospedeiro,
desencadeando eventos moleculares subjacentes complexos e culminam na
expressao génica alterada. A desregulacdo dessa resposta pode acarretar a sepse,
levando a liberacéo excessiva ou inadequada de mediadores e, por fim, a danos nas
células e 6rgaos do hospedeiro. (MACDONALD, GALLEY, WEBSTER et al., 2003).

De acordo com os resultados apresentados no grafico 1, as vias mais
enriquecidas no momento 24 horas apds o inicio da infec¢cdo foram as vias das
citocinas IL — 17 e TNF, sugerindo que sado enriquecidas por um maior agrupamento
de genes do conjunto. Identificada, no presente estudo, como a via de sinalizacao de
maior expressdo no periodo de 24h e persistente em 72h, a via da IL-17 é uma
citocina pré-inflamatéria secretada por um subtipo de linfécito, as células Thl7,
sendo sua expressao ligada a infec¢des bacterianas. Em uma resposta inflamatoria,
o efeito da IL-17 nas células pode resultar no aumento da producdo de quimiocinas.
Apesar do papel da IL-17 na sepse ainda ser pouco conhecido, sabe-se que esta
citocina durante a infeccdo pode agir tanto de forma pro-inflamatoria através do
recrutamento de neutréfilos, quanto de forma citoprotetora e anti-inflamatéria em
determinados contextos, isto dependendo da natureza da doenca inflamtéria. No
ambito da citoprotecdo, os mecanismos desencadeados pela IL-17 envolvem a
inibicAo da produgé&o de citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-a e IL-1, bem
como, a interacdo desta interleucina com as células epiteliais, promovendo a
ativacdo destas células para aumentar a producdo de fatores de crescimento,

quimiocinas, peptideos antimicrobianos e mucinas. Essas substancias ajudam a
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fortalecer a barreira epitelial, protegendo os tecidos contra danos e ajudando na
cicatrizacéo. (FLIERL et al., 2008; RENDON et al., 2012).

A segunda via classificada como a mais enriquecida neste estudo durante o
primeiro estimulo, foi a via de ativacdo do TNF (Gréafico 1). O TNF-a é considerado
um mediador necessario para que o processo infeccioso evolua para choque
séptico, isto € comprovado na literatura por evidéncias como sua capacidade de
desencadear alteracdes hemodinamicas e metabdlicas que provocam hipotensao,
coagulacéo intravascular, necrose hemorragica e leséo tecidual. (HOTCHKISS et al.,
2003). Interpretendo os resultados encontrados desde o periodo de 24h até o de
48h, marcado pela evolugcdo da sepse (Grafico 2), a expressao da via de sinalizacdo
do TNF-a foi detectada apenas no periodo de 24h, dados coerentes com os achados
clinicos que demosntraram niveis séricos de TNF-a atingem valores mais elevdos
durante o desenvolvimento agudo do choque séptico, sendo praticamente
indetectaveis em pacientes com sepse grave (CUNNEEN J, CARTWRIGHT M et al.,
2004).

Ainda entre os achados sobre as vias induzidas nas primeiras horas da
infeccdo e modulando a resposta imune inflamatéria, pode-se citar de alguns fatores
importantes. A exarcebacdo da resposta imune inflamatéria nas primeiras 24h,
aconteceu a partir da expresséao e da interagéo entre as vias da JAK — STAT, NOD -
like receptor e Staphylococcus aureus. (Grafico 1), ativadas pela ativacdo dos
receptores de citocinas ou receptores TLR e PRR, amplificando da resposta
inflamatoéria na sepse. Essa amplificacéo esta ligada a um mecanismo adaptativo do
organismo para combater a infec¢cdo promovendo a producdo de mais citocinas pro-
inflamatorias, quimiocinas e alerta de adesédo celular, mas também pode contribuir
para a disfuncdo de 6rgdos multiplos, incluindo a disfuncéo cardiaca observada na
cardiomiopatia séptica.

O enriquecimento subsequente das vias do receptor de NOD-LIKE e da via
do Staphylococcus aureus € um indicativo de reconhecimento especifico de
componentes bacterianos. O fato destas vias estarem enriquecidas do periodo 24h
atée o momento 72h (Gréafico 3), apontando para a participacdo na evolucdo do
quadro da sepse. O receptor de NOD-LIKE (NLR) pertence a uma familia de
receptores intracelulares que desempenham um papel fundamental no
reconhecimento de padrbes microbianos e na ativacdo da resposta a inflamacéo.

Isso desencadeia a ativagcdo de cascatas de sinal intracelular, culminando na
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producgéo de citocinas, adeséo celular e outras vias envolvidas na resposta imune a
fim de conter a inflamacgé&o. A via do Staphylococcus refere-se a ativagdo dessa via
de sinal especifica em resposta a presenca dessa bactéria, que € um importante
patdgeno associado a sepse. Caracterizada por possuir componentes bacterianos,
como lipopeptideos e toxinas, que podem ser reconhecidos pelos receptores do
sistema imunoldgico, a presenca do Staphylococcus aureus leva a ativacdo de vias
inflamatorias e imunes. (CHEN et al., 2009)

A via do PPAR apresentou-se enriquecida a partir do intervalo de 48h
(Grafico 2). Corroborando com os achados deste estudo, Crossland (2021)
demonstrou que o PPARa regula positivamente a expressédo de IkB, um fator que
suprime a translocacdo nuclear e a atividade transcricional do NF-kB, bem como
inibe a producdo de citocinas pro-inflamatérias em linfécitos T e a inducdo de
moléculas reguladoras anti-inflamatérias do sistema imune inato (CROSSLAND et
al., 2021). Com base nessas informacgdes e diante dos achados do presente estudo,
o enriquecimento da via do PPAR apds 48h do inicio da sepse pode ser um
indicativo de resposta compensatéria a reacdo imune exacerbada que caracteriza a
fase inicial da infeccdo com o intuito de gerar uma acao protetora e evitar possiveis
danos gerados desta progressdo como a disfuncéo de multiplos érgaos.

O achado de indugéo das vias de sinalizacdo da cascata de coagulacao e
Rapl 72 horas do inicio da infeccao (Grafico 3) sugere um papel relevante destas
vias na progressdo a cardiomiopatia séptica e na resposta compensatoria tardia. A
ativacdo da cascata de coagulacdo como uma via enriquecida apds essas primeiras
horas relaciona-se a coagulacdo sanguinea desregulada, levando a formacgédo de
diversos coagulos que contribui para a disfuncdo cardiovascular na cardiomiopatia
séptica. Ressalta-se que a coagulacdo intravascular disseminada (CID) € um
fenbmeno frequentemente observado em pacientes sépticos, levando a formacao de
microtrombos nos vasos sanguineos e prejudicando a perfusao tecidual. (SMITH et
al, 2015).

O enriguecimento da via de sinalizagdo Rapl proteina repressora-ativadora
(do inglés: repressor-activator protein) no presentee estudo tem relevancia para
identificacad de biomarrcadores de diagndstico e progndstico da CS. Esta via induz
o recrutamento de células inflamatérias, como neutréfilos e macréfagos, para o local
da infecgéo, favorecendo a resposta inflamatoria exacerbada na sepse. Além dos

indicios de que a via da Rapl esta implicado na sinalizacdo adrenérgica em
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midcitos cardiacos, em outras células do sistema cardiovascular observou-se que 0s
diferentes subtipos Rapl estdo emergindo como novos reguladores de processos
significativos no sistema cardiovascular, desde a formacdo e permeabilidade dos
vasos sanguineos, agregacao plaquetaria, até o crescimento e sobrevivéncia de
midcitos cardiacos, sugerindo uma via potencial para complica¢des cardiovasculares
devido a alteracdoes em Rapla (JEYARAJ et al., 2011)

Outro achado relevante refere-se a expressao inibida das vias MAPK, PI3K-
Akt e Apelina apos 72 horas do inicio da infec¢cdo (Grafico 3). A via de sinalizacéo
MAPK (proteina quinase ativada por mitdgeno) esta envolvida em diversas
respostas celulares, incluindo a resposta a inflamacao. Sua inibicdo apds 72 horas
da infeccdo sugere uma tentativa do organismo em controlar a inflamacao excessiva
e a ativacdo continua das células inflamatorias, prevenindo danos teciduais
adicionais e favorecendo a resolucdo da resposta inflamatéria. Além disso, esta via
envolve a participacdo da proteina cinase regulada por sinal extracelular (ERK1/2) e
da proteina quinase ativada por mitégeno p38 (MAPK), ambas comprometidas com
a producédo de IL-6 em neutréfilos ativadoos. (ZHANG & NING, 2021).

A inibicdo da via de sinalizagdo PI3K-Akt pode afetar a funcdo celular,
incluindo a resposta inflamatéria e a sobrevivéncia das células cardiacas, refletindo
no comprometimento da fungéo cardiaca observada na CS, visto que desempenha
um papel essencial na regulacdo do metabolismo celular e na resposta imune. A via
da PI3K-Akt desempenha um papel cardioprotetor importante, prevenindo a
disfuncdo sistdlica, reducdo do DC e, consequentemente, a disfuncdo organica
sistémica advinda da perfuséo tecidual sanguinea inadequada. A expressao inibida
apos 72h do inicio da sepse pode agravar a extensdo da area de morte celular,
disfuncéo contréatil do miocéardio, desregulacdo do metabolismo energético e maior
inflamacéo. Esses efeitos influenciardo a progressao da cardiomiopatia séptica e
podem resultar em piora da funcéo cardiaca, disfuncao sistémica e aumento do risco
de mortalidade (JJANG S et al., 2013)

A inibicdo da via da Apelina aqui detectada reflete um indicativo de
agravamento da disfungcédo cardiaca, contribuindo para a cardiomiopatia séptica. A
Apelina é um peptideo bioativo com propriedades anti-inflamatérias e
vasodilatadoras, conhecido por modular a funcdo cardiaca e contribuir para a
homeostase vascular. O estudo de Luo e cols (2018) fortalece esta interpretacao

qgquando demonstraram que o tratamento com Apelina reduziu o dano cardiaco
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induzido por sepse através da diminuicdo dos niveis plasmaticos de IL-6, TNF-a e
IL-1B, inibindo a apoptose miocardica ao inibir as vias de sinalizacdo TLR4 e NLRP3,
e, desta forma, exercendo um efeito cardioprotetor nasepse (LUO Q et al, 2018).

A analise de ontologia de genes revelou que os miRNA tem como alvos
processos biolégicos envolvidos com regulacéo bioldgica, processos metabdlicos e
resposta a estimulos. Este achado est4 em sintonia com as vias enriquecidas que
foram identificadas pelo Webgestalt, especialmente a via da JAK-STAT. Os
componentes celulares e funcdes moleculares alvos também estdo de acordo com
as vias enriquecidas, evidenciando que os alvos afetam principalmente genes de
resposta ao tipo de estimulo e fatores de transcricdo ativados.

Por meio da plataforma online Diagrama de Venn (gréfico 4), foi possivel
detectar intersecdes da lista de elementos dos 3 grupos, em seus respectivos
intervalos de tempo 24h x 48h x 72h, buscando obter informagbes sobre as
intersecoes dos elementos, a fim de identificar e compreender as relacbes e
sobreposicoes entre os diferentes conjuntos. A partir do diagrama de Venn, foi
possivel representar visualmente essas interagcdes do GDE, além de observar por
meio de gréfico e lista textual todos esses elementos, onde 136 destes
apresentaram interse¢8es durante todo o periodo de exposicdo a infeccéo.

Os miRNA diferencialmente expressos, foram mapeados e quantificados
segundo ferramentas disponiveis no Galaxy. Logo em seguida a avaliacdo do High
Confidence foi realizada utilizando a plataforma miRWalk onde foi verificado mRNA
alvos dos MDE. Ao analisarmos a expressdo desses mediadores, dois principais
microRNAs foram sendo modulados nos intervalos de tempo desde o inicio da
infeccdo até o periodo de 72h onde permaneceram diferencialmente expressos para
a cardiomiopatia séptica. Tivemos a expressao diferencial do miR-8110 e do miR-
574-5p. (Figura 5)

O miR-8110 foi filtrado a partir do valor de p e do valor de FC, e encontrado
através da interacdo molecular (binding) disponivel no Mirwalk. A partir desta
interacdo, foi possivel rastrear alvos com probabilidade de ligacdo permitindo a
identificacdo e predicdo das complementaridades entre as sequéncias de
microRNAs e genes alvos, 0 que é fundamental para a compreensao da regulacao
génica e para aplicagbes em pesquisas e medicina. Entretanto, apesar de ser um
alvo previsto de interacdo existente, o0 miR-8110 ainda néo foi testado na prética

clinica. Ja& 0 miR-574-5p € um miRNA encontrado no grupo dos miRNA ja validados
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e testados em laboratério, fazendo parte dos parametros passiveis de investigacédo
na sepse.

Em relacdo ao miR-574-5p, pode-se inferir que sua expressado diferencial
desde o periodo experimental de 24 horas tem um papel cardioproteror. Esta
infericdo toma por base estudos anteriores. Wang e cols. (2012) foram os primeiros
a relatar que o miR574-5p sérico esté correlacionado com a morte de pacientes com
sepse e que apresenta potencial como biomarcador de progndstico em pacientes
gravemente enfermos e/ ou sépticos. (WANG et al., 2012). No estudo de Liu e cols.
(2021), foi demonstrado que a regulagcédo negativa do miR-574-5p inibe a viabilidade
das células HK-2 e prediz o inicio de lesdo renal aguda em pacientes com sepse
(LIU S et al.,, 2021). Wu e cols (2020) demonstraram que miR-574-5p tem sido
identificado como um miRNA oncogénico e esta envolvido na neurogénese, além de
ter um papel importante na regulacdo da funcdo cardiaca, podendo ser um alvo
terapéutico potencial para doencas cardiacas (WU J et al., 2021).

Os hub genes foram utilizados para identificar os mMRNA e miRNA que
apresentavam um papel mais central na rede de interacdes. Genes que apresentam
maior quantidade de correlagdes, tendem a ser fundamentais para esta rede (CHIN
et al.,, 2014). Os mRNA presentes na rede hub sdo aqueles diferencialmente
modulados no transcriptoma analisado neste estudo. Logo, os mIiRNA que
apresentaram maior correlacdo foram aqueles que de fato mais influenciaram na
transcricdo destes genes.

Através do Cytoscape foi possivel visualizar por meio da rede de interacao, o
comportamento desses genes-alvo e as vias de sinalizacdo que estavam sendo
moduladas mediante resposta a infeccao. Os dois MDE encontrados neste estudo,
estiveram diferencialmente modulados de acordo ao valor de p. e FC, apenas no
intervalo de 72h. Isto é um indicativo de que a medida que esses MDE foram sendo
produzidos, foram interagindo com seus alvos e inibindo a transcricdo de genes em
proteina. Desta maneira, com o0 auxilio do Cytoscape foi possivel identificar o
comportamento desses genes-alvo durante todo o quadro da sepse.

A primeira rede criada (figura 5), foi entre os GDE e MDE expressos no
periodo de 72h. Foram detectadas 124 interacdes existentes entre 0s genes-alvos e
os dois miRNAs. Neste periodo, a via de sinalizagéo intracelular que estava sendo
enriquecida de acordo a expressdao do KEGG Pathways e apresentando alvos

envolvidos nesse processo patologico da cardiomiopatia séptica, foi a via da Apelina.
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Os 5 principais genes alvos identificados nesta interagao foram Apln, Apinr, Mylk2,
Pik3r5 e Adcy.

Como mencionado anteriormente, a via de sinalizacdo da Apelina esta
implicada em varios processos cardiacos, incluindo a regulacédo da fungcédo contratil
do musculo cardiaco, o controle da pressao arterial e a resposta inflamatoria (Luo et
al., 2018). Entre os GDE que foram sendo expressos a partir desta interagcéo, esta o
APLN que é o gene da apelina, sua expressdo pode ser induzida em varias
condi¢cbes, incluindo estresse, hipoxia e inflamacdo. A ativacdo de vias de
sinalizagéo especifica, NF-kB e proteina quinase Akt, pode modular a expressao de
APLN em resposta a estimulos fisiologicos e patologicos que atua através de seu
receptor especifico (PRZEWLOCKA-KOSMALA, 2016)

Outros achados relevantes desta etapa ainda podem ser discutidos. O
MYLK2 (Myosin Light Chain Kinase 2) € um gene de codificag@o de proteinas e esté
intimamente implicado no nivel de contragdo muscular global e fun¢céo cardiaca, dai
o desenvolvimento das cardiomiopatias serem associadas a alteracdes na
expressdo deste gene. Um outro gene diferencialmentee expresso foi o ADCY 2
(Adenilato Ciclase 2) relacionado a producgdo de citocinas anti-inflamatorias. Ja a
familia do gene Pik3r5 estd relacionada ao crescimento celular, proliferacéo,
diferenciacéo, motilidade, sobrevivéncia e trafego intracelular (The GeneCards Suite:
From Gene Data Mining to Disease Genome Sequence Analysis)

Ainda com o auxilio do Cytoscape, uma segunda rede de interacao foi criada
através do processo de clusterizacdo. Neste, a partir da interacdo dos MDE com 0s
GDE que estavam sendo modulados por esses miRNAs, foram selecionados
clusters (conjunto de elementos alvos) que apresentaram perfis de expresséo
semelhante com base em atributos ou caracteristicas especificas, tais como
expressdo génica e similaridade estrutural. Conforme a figura 6, foi possivel
identificar alguns alvos que se expressaram com caracteristicas semelhantes ao
serem modulados por esses dois miRNAs.

O ILIRN é o gene que codifica a proteina Interleucina 1 Receptor
Antagonista (IL-1Ra), um membro da familia de citocinas da IL-1. A IL-1Ra é um
regulador natural do sistema imunolégico que atua inibindo a atividade da IL-1
através da competicdo pelos receptores de IL-1, modulando a fase aguda da
inflamacgé@o. A relevancia do gene ILIRN como modulalador anti-inflamatério foi

proposto por Zhu e cols (2015) quando descreveram que o0 pré-tratamento com
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flagelina promoveu protecdo antissepse por meio da ativagédo da via TLR-5, IL-1RN
e VCAN, associada ao reparo endotelial e, assim, contribuir para a sobrevivéncia a
sepse. (ZHU J et al., 2015).

O gene CLEC4A (C-Type Lectin Domain Family 4 Member A) codifica o
receptor tipo C de lectina e, também, estd envolvido na modulacdo da resposta
inflamatdria, encontrado principalmente em células do sistema imunolégico, como
macrofagos, mondcitos e células dendriticas, (BLACK, LAURENCE, JEREMIE,
2019).

Com o auxilio do STRING, a rede de interacdo proteina — proteina foi
construida, na qual os clusters de genes obtidos representam as vias e processos
gue sdo compartilhados entre os GDE. Essa rede foi exportada para o Cytoscape
com o intuito de visualizar o comportamento na expressdo desses alvos quando
modulados pelos miRNAs em relacdo a progressao da infecgdo, identificando quais
desses clusters estdo presentes em todos os intervalos de tempo e quais vias de
sinalizacao foram induzidas por essa expressao (figura 7). Foi possivel visualizar as
intersecdes desses genes diferencialmente expressos, desde o periodo de 24h até
72h. Foram encontrados 129 GDE comuns aos trés intervalos de tempo. Mediante
esses achados, identificou-se que as seguintes vias do Staphylococcus aureus e
Apelina foram induzidas desde o inicio do periodo de observacdo experimental, 24
horas apés a inducéo.

Uma das questdes clinicamente mais relevantes apds o diagnostico de
sepse é saber qual patégeno invasor é responsavel pela infeccdo aguda. O
Staphylococcus aureus é, atualmente, uma das causas mais frequentes associada a
morbidade e mortalidade por agente infeccioso, provocando uma ampla variedade
de doencas, desde infec¢bes cutdneas moderadamente graves a pneumonia fatal e
quadro de sepse. (Cheung et al.,, 2021) Segundo o estudo Sepsis Occurrence in
Acutely Ill Patients, houve uma prevaléncia bem semelhante de infeccbes
bacterianas entre pacientes com sepse quando comparado Gram positivas
(Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Pseudomonas espécies e Escherichia
coli), sendo que o numero de casos relacionados ao desenvolvimento do quadro
séptico a partir da infecgao por bactérias Gram positivas mostrou ser mais frequente
(VINCENT et al., 2006). Esses achados corroboram com os resultados encontrados
no presente estudo, onde foi possivel observar o enriguecimento dessa via desde o

inicio da infeccao até a progressao da sepse.
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Uma via adicional modulada pela interacdo dos miRNA e genes alvos, foi a
via da Apelina. O pequeno numero de estudos relatados, que foram realizados
predominantemente em animais, indica que a via de sinalizacdo da Apelina pode
estar envolvida na regulacao do ténus vascular, funcéo contratil cardiaca e equilibrio
na dsitribuicdo de fluidos nos compartimentos do corpo (CHANDRASEKARAN, DAR,
MCDONAGH, 2008). No contexto da disfuncéo cardiaca decorrente da sepse, esses
achados sédo um indicio de que a Apelina pode atuar através de um efeito initrpico
positivo, aumentado a contratilidade na tentativa de sustentar o DC a fim de
compensar a disfuncdo cardiaca durante a CS.

A andlise de investigacdo das vias intracelulares de sinalizacdo que sé&o
enriquecidas nas primeiras 24h da CS, possibilita uma compreesao valiosa sobre 0s
eventos iniciais desencadeados pela infeccdo e pela resposta inflamatoria. Essas
vias desempenham um papel central na regulacdo de processos biolégicos
importantes. Pensando na relevancia dessa andlise, uma rede de interacdo foi
reallizada com as vias que foram ativadas nesse estagio inicial da doenca,
proporcionando uma visdo mais abrangente dos procedimentos envolvidos neste
quadro. Entre as vias de sinalizagdo que foram sendo enriquecidas em 24h, estao :
Toll Like receptor, NF — KB, TNF, IL — 17, citocina — citocina receptor, MAPK, NOD -
like, Th17, P13K-akt, JAK-STAT, Staphylococcus aureus e a cardiomiopatia dilatada
sendo regulada principalmente pelo TNF. Interacdes foram observadas entre varios
genes alvos presentes nas vias e que serviram para modular a resposta a infec¢ao.
(Figuras 8 e 9).

De acordo com esses achados, no periodo de 24h os PAMPs, incluindo os
TLR, foram regulados positivamente, juntamente com uma diversidade de citocinas
e quimiocinas pré-inflamatérias, como TNF, IL-1a, IL-13, IL-6, IL-17, CXCL1, CXCL2,
CXCL3, CCL2, CCL3. Essas moléculas desempenham papéis cruciais na resposta
inflamatoria, recrutando e ativando células do sistema imunologico para combater a
infecc@o. Além disso, destaca-se a ativagdo de vias de transduc¢éo de sinal, incluindo
NFkB, MAPK, JAK — STAT que sé&o vias intracelulares envolvidas na regulacdo da
expressao génica e na resposta imunoldgica.

Em ultima analise, foi realizada uma rede de interacdo entre os genes alvos
modulados desde as primeiras 24h apds o estimulo infeccioso e que permaneceram
sendo expressos até o periodo de 72h (Figura 10-A). Entre os alvos que ja foram

validados e testados na prética clinica, encontramos uma proteina, TREM 1 que
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amplifica respostas inflamatorias mediadas por neutréfilos e mondcitos
desencadeadas por infec¢cOes bacterianas. Entre as vias relacionadas estdo o
sistema imunoldgico inato e a via de sinalizacéo do receptor Toll-like. Ja foi descrito
0 papel do gene do TREM-1 em quadro de infeccdo em E. Coli, onde foi
demonstrado que a suplementacdo com a proteina recombinante suina STREM-1
atenuou a inflamacdo através da regulacdo negativa da expressdo de citocinas
como IL-1B, IL-2, IL-4, IL-8, IL-10 e TNF-a. Estes resultados indicam que a proteina
recombinante suina STREM-1 pode prevenir respostas hiperinflamatérias mediadas
por TREM-1 apos exposicdo ao LPS. (LI et al., 2017)

A quimiocina CCL24 que também se manteve expressa, esta envolvida na
regulacdo do sistema imunolégico e na resposta inflamatéria, além de estar
relacionado a proliferacdo de cardiomidcitos, também é um marcador de inflamacao
caracteristico do envelhecimento cardiaco. O eixo CCL24/CCR3 foi descrito por
desempenhar um papel crucial no remodelamento patoldgico do coracdo durante a
insuficiéncia cardiaca induzida pela angiotensina Il (WANG et al., 2022). (Figura 10-
A)

Outro alvo dessa rede, o SAA3 - antigeno amildide sérico 3, € um ligante
inflamatério que pode estimular a producé@o de IL-6 e TNF-a. Anteriormente, ja foi
relatada a regulacdo positiva de MALAT1 induzida por IL-6 em cardiomiocitos em
resposta ao tratamento com LPS, onde houve aumento da expressdo de TNF-a via
SAA3, relacionado ao processo inflamatorio (ZHUANG et al., 2017). (Figura 10-A)

Algumas outras vias muito importantes que também foram expressas
durante todo o intervalo de tempo desde a exposicdo em 24h a progressdo da
infeccdo até 72h e que permaneceram sendo moduladas pelos miR-8110 e miR-
574-5p encontrados neste estudo, temos a via da Apelina, que € uma via
relacionada doencas cardiovasculares e a via do gene OLR1 cuja regulacdo
acontece através da via de sinalizagdo do AMP ciclico e € um gene que esta
associado a doencas como infarto do miocardio. O ITGB2L que séo tipos de
proteinas integrais da superficie celular e desempenha um papel importante na
resposta imune, defeitos neste gene causam deficiéncia de adesédo leucocitaria. O
CSF2RBS é um receptor de superficie celular que desempenha um papel na
resposta imune e controla a producdo e diferenciacdo de células progenitoras

hematopoiéticas. Em condi¢cdes ndo estimuladas, interage constitutivamente com

55



JAK1 e a ligacdo e subsequente ativacdo da via JAK-STAT. (The GeneCards Suite:
From Gene Data Mining to Disease Genome Sequence Analysis). (Figura 10-A)
Entre os genes alvos que foram modulados apenas no intervalo de 24h e
com a progressao do quadro clinico deixaram de ser expressos (figura 10-B), temos
0 gene que codifica a Molécula de Adeséao Intercelular 1 (ICAM1) e que apresenta
relagdo com via de sinalizagdo de citocinas no sistema imunoldgico. Em um estudo,
Lv et al, descreveram que a expressao de ICAM-1 foi regulada positivamente em
células endoteliais de camundongos YAP-CKO (camundongos com delecdo de YAP)

ap6s o desafio com LPS, indicando um aumento na resposta inflamatoria e na

ativacdo endotelial. (LV Y et al., 2018)

A via do STATS3 (transdutor de sinal e ativador de transcricdo 3)
também mostrou-se modulada positivamente no inicio da infeccdo. O STAT3 pode
desencadear uma variedade de transcricdes génicas em resposta a estimulacao de
citocinas e fatores de crescimento, que desempenha um papel importante em muitos
processos bioldgicos celulares envolvidos em respostas anti/pré-inflamatérias. Lei e
colaboradores (2021) relataram sobre a ativacdo de STAT3 estar envolvida no
progndéstico de pacientes sépticos e que a ativacao intra-hepatica de STAT3 pode
prever o resultado em ratos induzidos por CLP durante a fase aguda da sepse. (LEI
W et al., 2021). (figura 10-B),

O eixo CCL2-CCR2 € uma das principais vias de sinaliza¢do de quimiocinas
gue tem recebido atencdo especial por sua fun¢do no desenvolvimento e progressao
de doencas cardiovasculares. Uma grande quantidade de pesquisas em animais e
humanos forneceram evidéncias de que o0 eixo CCL2-CCR2 é importante na
progressao da doenca cardiovascular, e o sucesso dos estudos de direcionamento
farmacoldgico do eixo CCL2-CCR2 promete uma transicdo gradual para ensaios
clinicos. (ZHANG H et al, 2022). (figura 10-B)

OSMR (Oncostatin M Receptor) é um gene de codificagdo de proteinas.
Entre suas vias relacionadas estdo a sinalizagcdo Akt e a sinalizagdo da familia
Interleucina-6. A ligagdo OSMR recruta Janus quinases JAK1 e JAK2, levando a
ativacdo de transdutores de sinal e a ativacao de fatores de transcricdo conhecidos

como STATSs através de varios locais de ancoragem. Também induzem cascatas de
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proteina quinase ativada por mitdgeno (MAPK) (quinase relacionada ao sinal
extracelular ERK, p38 e c-Jun N-terminal quinase JNK). Além das vias JAK/STAT e
MAPK/ERK, as vias fosfatidilinositol-3-quinase/AKT (PI3K/AKT) e proteina quinase C
delta (PKC®) que também sao ativadas. (LANTIERI F, BACHETTI T , 2022). (figura
10-B)

O MAP2K6 (Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 6) também esteve
expresso no inicio da resposta inflamatoéria. Esta proteina fosforila e ativa p38 MAP
guinase em resposta a citocinas inflamatdrias ou estresse ambiental. Como um
componente essencial da via de transducdo de sinal mediada pela p38 MAP
quinase, esse gene esta envolvido em muitos processos celulares, incluindo
ativacdo da transcricao e apoptose. (The GeneCards Suite: From Gene Data Mining
to Disease Genome Sequence Analysis) (figura 10-B)

7. CONCLUSAO

O presente estudo sobre o perfil de expressdo das vias intracelulares de
sinalizacdo induzidas e inibidas de acordo ao momento da infec¢do e associada a
expressao dos microRNAs diferencialmente expressos, miR-8110 e miR-574, podem
contribuir para o desenvolvimento de ferramentas precoces para o diagnostico
precoce e preciso da cardiomiopatia séptica, uma vez que os achados estdo
relacionados a modulacdo de vias relevantes para o desenvolvimento da CS. A
identificacdo e validacdo destes biomarcadores in vivo contribuird também para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas eficazes, preservando a funcgéo
cardiaca na sepse e, consequentemente, prevenindo a CS.

Estes achados reforcam a importancia de uma abordagem terapéutica
multifacetada no paciente com sepse a fim de modular a resposta a inflamacéo,
restaurar o equilibrio metabdlico, preservar a fungéo cardiaca, contribuindo para um

desfecho clinico satisfatorio de baixa morbimortalidade.
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