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1. Resumo

O enfarte agudo do miocéardio (EAM) ¢ a principal causa de morte a nivel mundial.
Por este motivo, compreende-se a necessidade de aperfeicoamento dos métodos atuais
de diagndstico e de desenvolvimento de métodos com maior acuidade diagnostica. Os
microRNAs sdo pequenas sequéncias com 20 a 25 nucledtidos, cuja principal fungdo é
a regulacdo de diversas moléculas apos transcricdo. Estas moléculas encontram-se
envolvidas em processos celulares como por exemplo a proliferagdo, a apoptose ou a
diferenciagdo celular de midcitos cardiacos, de células endoteliais e de fibroblastos.
Durante o EAM, diversos microRNAs sao libertados para a corrente sanguinea, onde
sdo detetados através de varias técnicas laboratoriais. Os microRNAs podem por isso
ser considerados biomarcadores do EAM.

Este trabalho pretende, a luz dos recentes avancos e descobertas na area dos

microRNASs, discutir o papel destas moléculas no diagndstico do EAM.

2. Palavras-Chave

Enfarte agudo do miocardio (EAM); doenga aterosclerdtica coronaria; microRNAs;

biomarcadores; diagnostico; progndstico.
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3. Abstract

Acute myocardial infarction (AMI) is the foremost cause of death worldwide. For this
reason, it is not only necessary to improve the currently methods used in AMI

diagnosis, but also to develop tools with higher diagnostic accuracy.

MicroRNAs are short nucleotide sequences, which main purpose is post-
transcriptional regulation. These molecules are involved in a variety of celular
mechanisms such as proliferation, apoptosis or cell differentiation (cardiomyocytes,
endothelial cells and fibroblastos). Simultaneously, during AMI, numerous
microRNAs are delivered into circulation, where they can be detected by different

technics (PCR and microarrays). Therefore, microRNAs can be used as biomarkers.

This review discusses the role of these molecules in AMI diagnosis.

4. Key Words

Acute myocardial infarction (AMI); Coronary heart disease; microRNAs,

biomarkers, diagnosis, prognosis.
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5. Lista de abreviaturas

ABCAI: ATP binding cassette, subfamily a, member I,

akt: ver PKB;

APAF1: Apoptotic protease activating factor;

ARC: Apoptosis repressor with caspase recruitment domain;

ASC: Area sob a curva;

BMP: Bone morphogenetic proteins,

c¢TnT: cardiac troponin T,

cTnl: cardiac troponin I,

CXCR4: Chemokyne receptor type 4;

EAM: Enfarte agudo do miocérdio;

EAM com supraST: Enfarte agudo com supradesnivelamento do segmento ST;
EAM sem supraST: Enfarte Agudo do miocardio sem supradesnivelamento ST;
EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid;

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay;

GJAI: Gap junction alpha-1 protein; Connexin 43;

JNK: c-Jun N-terminal kinases;

KCNJ2: Potassium channel, subfamily J, member 2;

Kir 2.1: inward-rectifier potassium ion channel;

LDL: low density lipoprotein;

mRNA: messenger ribonucleic acid;
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microRNA: micro ribonucleic acid;

PKB: Protein kinase B;

pré-microRNA: microRNA precursor;
pri-microRNA: microRNA primario;

PTEN: Phosphatase and tensin homolog;

PUMA: p53 upregulated modulator of apoptosis;
qRT-PCR: quantitative real time polymerase chain reaction,
RISC: RNA induced silencing complex;

ROC: Receiver operating characteristic;

SMADI: mothers against decapentaplegic homolog 1,
TGFBRI: transforming growth factor beta receptor 1;
VCAM-1: vascular cell adhesion protein 1;

VEGF: vascular endotelial growth factor,
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6. Introducao

De acordo com a organizagdo mundial de satde, o enfarte agudo do miocérdio ¢ a
principal causa de morte, a nivel mundial, sendo responsavel pela morte de mais de
sete milhdes de pessoas por ano (1). De acordo com as -caracteristicas
eletrocardiograficas, o enfarte agudo do miocardio (EAM) pode ser classificado em
EAM com supradesnivelamento ST (EAM com supraST) ou EAM sem
supradesnivelamento de ST (EAM sem supraST). Relativamente a prevaléncia, nos
ultimos anos real¢a-se a diminuicdo dos EAM com supraST, e pelo contrario um
aumento do numero de EAM sem supraST (2). O género masculino ¢ o mais
frequentemente afetado. No que diz respeito ao progndstico, o EAM sem supraST
apresenta uma menor taxa de mortalidade a curto prazo comparativamente ao EAM
com supraST. Contudo, quando se estabelece essa comparagdo a longo prazo a

diferencga ¢ mitigada (2).

Os micro ribonucleic acids (microRNAs) sdo sequéncias de nucledtidos, com uma
extensdo entre 20 a 25 nucledtidos, que exercem a sua funcgdo através da sinalizagdo
para degradacdo de moléculas de messenger ribonucleic acids (mRNA) (3). A
primeira molécula descrita como microRNA foi encontrada no nematode C. Elegans
em 1993 (4). No entanto, sO sete anos mais tarde se constatou a presenca de
microRNAs no ser humano (5). Esta observagdo so foi possivel apos a constatagao de
que a molécula de RNA let-7 € essencial para o desenvolvimento da forma adulta de C.
elegans (6). Nos anos seguintes, acumulou-se evidéncia sobre a identificacdo de
dezenas de microRNAs nos vermes, nas moscas € no ser humano (7). Em 2002, dada a
descoberta de novos microRNAs, foi criada a base de dados “microRNABase”. Esta

base tem como intuito englobar a nomenclatura, as sequéncias e os mRNAs alvo de
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todos os microRNAs conhecidos (6). Atualmente, esta base contém mais de 35828
entradas de microRNAs relativos a 223 espécies (8). Até ao ano de 2013 tinham sido
identificadas 2000 moléculas de microRNA humano, sendo responsaveis pela
regulacdo de cerca de 30% do genoma (3). Atualmente, as moléculas de microRNA

correspondem a um total de 2603.

Os microRNAs intervém em diversos fenémenos celulares, mais especificamente, na
embriogénese, diferenciacdo celular, proliferacdo celular, apoptose e hematopoiese
(9). Por tal motivo, se depreende que associadamente a situagdes de desregulacio
destas moléculas se desenvolvam processos fisiopatolégicos manifestados através de
doengas, como por exemplo, doencas cardiovasculares. A primeira associagdo entre a
acao de microRNAs e o desenvolvimento de doenga foi estabelecida, no ano de 2002,
entre os microRNAs-15a e os microRNAs-16-1 e a patogénese de leucemia cronica
mieldide (6). Durante o ano de 2007, foram realizados os primeiros estudos de
detecdo de microRNAs desregulados, em individuos afetados por diferentes patologias
cardiovasculares (cardiopatia isquémica, cardiomiopatia dilatada ndo isquémica e

estenose aodrtica) numa andlise global do genoma (10).

Desde a sua descoberta, a investigagdo no campo dos microRNAs tem-se adensado, de
tal forma que a informacdo gerada nestes estudos necessita de ser reunida e
sistematizada. Por outro lado, tendo em consideragdo a elevada percentagem de
mortalidade por EAM a nivel mundial, apesar dos avangos terapéuticos, o
aprimoramento das ferramentas diagndsticas atuais e o desenvolvimento de novos
instrumentos sdo encarados como um imperativo categérico na Medicina do século

XXI.
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Este trabalho pretende sistematizar e responder a questdes pertinentes como “Qual o
papel dos microRNAs na fisiopatologia do EAM?”, “Qual o papel destes microRNAs
no diagnostico do EAM?” e “Terdo os microRNAs importancia diagndstica superior
aos marcadores de referéncia?”. Para tal, faz-se uma revisdao sobre o biomarcador
ideal, a qual se segue a referéncia a acdo dos microRNAs na fisiopatologia do EAM,

culminando na menc¢ao do papel dos mesmos no diagnostico do EAM.
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7. Material e Métodos

A pesquisa foi efetuada no periodo de janeiro de 2015 a Janeiro de 2016, através da
base de dados da US National Library of Medicine National Institutes of Health. As
palavras-chave foram “microRNAs and myocardial infarction”, “microRNAs and

detection methods” e “microRNAs and biomarkers” .

Relativamente aos critérios utilizados na pesquisa de artigos citados neste trabalho, os
critérios de inclusdo englobam artigos publicados nos ultimos dez anos, na lingua
inglesa, e artigos com acesso através da Virtual Private Network - Universidade de

Coimbra.
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8. Desenvolvimento

De acordo com a defini¢ao universal de EAM, o diagnostico ¢ estabelecido através da
evidéncia de necrose do miocardio associada a um quadro clinico sugestivo de
isquémia do miocardio (11). A necrose do miocardio ¢ evidenciada pela elevacao dos
marcadores de necrose dos miocitos cardiacos, preferencialmente, das troponinas, ou
através de alteragdes eletrocardiograficas, nomeadamente, a elevacdo do segmento ST,
o bloqueio de ramo esquerdo de novo ou as ondas Q patologicas. O quadro clinico
sugestivo ¢ indicado por sintomatologia isquémica, nomeadamente, dor retroesternal
(do tipo aperto, com irradiagdo para o pescogo, mandibula ou brago esquerdo, com
duragdo de pelo menos vinte minutos, ndo aliviada pela agdo da nitroglicerina) ou por

quadros menos tipicos incluindo dispneia, sincope, palpitacdes, nduseas e vomitos
(11).

Um diagndstico de EAM atempado e correto, possibilita a implementagdo de
terapéutica adequada (11). Apesar do doseamento das troponinas ser considerado o
teste padrdo bioquimico para o diagndstico de EAM, existem alguns aspetos a
considerar na sua interpretagdo, especialmente nos casos sem alteragdes
eletrocardiograficas. Uma elevag@o dos niveis de troponinas ndo ¢ sinénimo de EAM,
traduz, unicamente, a existéncia de lesdo dos midcitos cardiacos (12). Por exemplo,
verifica-se a elevacdo dos niveis de troponinas na tromboembolia pulmonar, na
perimiocardite, na miocardiopatia de Takotsubo, na insuficiéncia cardiaca aguda, e
insuficiéncia renal crénica, dando origem a falsos positivos para o diagndstico de
EAM (12). Por este motivo, o desenvolvimento de novos biomarcadores diagnésticos
com maior acuidade e que possibilitem o diagnostico diferencial entre diferentes

patologias constitui uma area intensa de investigacao.
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A. A biologia dos microRNAs

Os microRNAs sao moléculas endogenas de RNA ndo codificante, com cerca de 20-25
bases de comprimento, cuja fun¢do € a regulacdo pos-transcricdo de mRNA através da
sua degradagdo ou da inibi¢do da sua tradugdo (3). Estas moléculas sdo responsaveis
ndo s6 pela regulagdo de mecanismos fisioldgicos, tais como a diferenciacao,
proliferacdio ou apoptose, mas também pela adaptacdo da célula a condig¢des

fisiopatologicas como isquémia, hipertrofia e arritmias (13).

Os genes responsaveis pela codificagdo dos microRNAs apresentam diversas
localizagdes genomicas, englobando genes ndo codificadores, intrdes ou regides ndo

traduzidas de genes codificadores de proteinas (14).

Na maioria dos casos, a transcri¢ao ¢ feita através da RNA polimerase II, resultando
na formagao do microRNA primario. De seguida, este microRNA sofre um processo de
maturagdo (splicing), ao qual se segue um processo de capping culminando num

processo de poliadenilacdo (14).

A etapa ulteriora ¢ a fase de processamento, levada a cabo pelas enzimas Drosha e
Dicer. Ainda no ntcleo, a enzima Drosha cliva o microRNA primario, resultando na
formacdo de microRNA precursor. Esta molécula é transportada para o citoplasma,

onde ¢ sujeita a acdo da Dicer, produzindo a molécula final de microRNA (14).

Por fim, o microRNA ¢é acoplado a um complexo proteico (RISC), constituido em
parte pela proteina Argonauta, encontrando-se pronto para executar a repressdo da

molécula de mRNA alvo (14).
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Este processo ¢ regulado em trés etapas principais: na transcri¢ao (14), durante a fase
de processamento do microRNA primario no nucleo, no processamento do pré-

microRNA no citoplasma e através da sua degradacao (15) (ver figura 1).
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Figura 1 - Etapas da biossintese da molécula de microRNA. Imagem retirada de: Hammond SM.

An overview of microRNAs. Adv Drug Deliv Rev [Internet]. Elsevier B.V.; 2015;87:3—14.
Nos tultimos anos, foi introduzido o conceito de isomicroRNA (isomicroRNA). Os
isomicroRNAs sdao pequenas variacdes nas sequéncias de microRNAs, quer na
extremidade 3°, quer na extremidade 5° (16). Estes microRNAs resultam,
principalmente, da a¢do indeterminada das enzimas Drosha e Dicer, entre outras (17).
Os estudos mais recentes apontam como fungdes fisioldogicas, o aumento da

estabilidade dos microRNAs e da carga suportada pelo complexo RISC (17).

Os microRNAs podem ser libertados em varios fluidos corporais, nomeadamente, no
plasma. A maioria dos microRNAs extracelulares sdo encontrados acoplados a um

complexo proteico Argonauta 2, enquanto os restantes sdo incluidos em vesiculas
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extracelulares, exossomas ou em particulas de HDL (18). Estes complexos funcionam
como veiculos de transporte, impedindo a sua degradacdo por RNAses, contribuindo,

por isso, para a sua estabilidade (18).
B. Os microRNAs terao um papel como biomarcadores?

Desde a sua descoberta, os microRNAs tém gerado uma intensa discussdo e constante
investigagdo. Uma das suas hipotéticas aplicacdes ¢ como biomarcador em diversas
condicdes patoldgicas, como no carcinoma colorretal (19), na epilepsia (20), na
diabetes mellitus tipo 1 e 2 (21) e (22) e nas doengas cardiovasculares, nomeadamente,

no enfarte agudo do miocardio (23).

Um biomarcador ¢ qualquer substincia, estrutura, processo ou seus derivados passivel
de ser mensurdvel no organismo, com a capacidade de prever a incidéncia da
patologia e/ou suas complicagdes (24). Caracteristicas inerentes a biologia dos
microRNAs como a acessibilidade facil das amostras (soro, plasma, urina, e outros
fluidos corporais) para andlise laboratorial (25), a grande estabilidade in vitro, a
inalterabilidade em contexto de insuficiéncia renal, como acontece com o microRNA-
499 (26) e a especificidade para tecidos, como se verifica com o microRNA-133a para
as células musculares (27) satisfazem as condi¢des supramencionadas. A estas
caracteristicas biologicas somam-se caracteristicas técnicas, nomeadamente, a
existéncia de ferramentas laboratoriais como gRT-PCR, que possibilitam a dete¢ao de
pequenos niveis de microRNAs (9). Estes atributos bioldgicos e técnicos constituem

argumentos a favor da utilizagdo dos microRNAs como biomarcadores.

Contudo, ainda ¢ necessaria uma maior investigacdo, nomeadamente ao nivel da
especificidade incompleta para doencas (28), da variabilidade quantitativa e

qualitativa entre fluidos corporais (plasma e soro, por exemplo) (29), do efeito de
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diferentes anticoagulantes (EDTA, citrato e heparina) (30), da existéncia de um
possivel ritmo circadiano de secrecdo de microRNAs, da variabilidade entre estados
pos-prandiais e jejum (28), da contaminacdo por microRNAs com origem em cé¢lulas
hematopoiéticas (31) e da circulacdo acoplada a diferentes estruturas proteicas ou

lipidicas (18).

Além das consideragdes fisiologicas e moleculares supracitadas existem, ainda
variaveis técnicas a ter em conta, como € o caso da necessidade de controlos de
normaliza¢do na técnica de gRT-PCR (28). Comparando as técnicas de doseamento
dos microRNAs (qRT-PCR) com as técnicas de doseamento dos marcadores de
referéncia (ELISA) no diagnodstico do EAM, verifica-se que as técnicas de gR7T-PCR,

sdo mais demoradas que as técnicas de ELISA (32).

Considerando os pontos a favor e contra a utilizagdo de microRNAs como
biomarcadores constata-se, que apesar de poderem ser considerados biomarcadores,

ndo apresentam vantagem relativamente aos biomarcadores de referéncia.
C. Os microRNAs na fisiopatologia do EAM

A maioria dos EAM resultam da rotura de placa aterosclerotica (33). A patogénese da
placa aterosclerotica ¢ dividida em duas grandes fases: fase de iniciacdo e fase de
evolucdo. Na fase de iniciagdo, a acumulacdo de lipoproteinas, sujeitas a processos de
oxidagdo, ¢ considerada a primeira etapa. Ainda na fase de inicia¢do, verificam-se
fenomenos de recrutamento e de retencdo leucocitarios. Estes leucocitos sao,
maioritariamente, macrofagos que fagocitam as particulas de LDL resultando na
formacdo de células espumosas. A localizacdo das lesdes ateromatosas encontra-se
relacionada com as forcas de cisalhamento sobre o endotélio, de tal modo que o

endotélio sujeito a baixas forcas de cisalhamento, apresenta maior risco de
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desenvolver lesdes ateroscleroticas. Na fase de evolugdo, constatam-se fenomenos de
migracdo, proliferagdo e apoptose de células musculares lisas, associados a

angiogénese dentro da lesdo ateromatosa e a calcificacdo do ateroma (34).

Virios estudos realizados em humanos apontam diferencas significativas nos niveis
de determinados microRNAs entre os doentes com doenca coronaria € o grupo de

controlo. Os microRNAs -206 e -574-5p sdo alguns exemplos (35).

Adicionalmente, existe também, evidéncia molecular das diversas interagdes entre

microRNAs e a patogénese da doenca aterosclerdtica corondria.

A acumula¢do de lipoproteinas e o processo de oxidacdo (ver figura 2), parecem ser
regulados pela acdo de alguns microRNAs, nomeadamente, o microRNA-144-3p e
microRNA-146a. O microRNA-144-3p € responsavel pela diminuicdo dos niveis de
ABCA1, uma proteina responsavel pelo transporte de colesterol dos tecidos periféricos
para o figado. Esta observacdo aponta para o papel patoldégico do microRNA-144-3p
na acumulagdo de lipoproteinas (36). Por outro lado, o microRNA-146a encontra-se
associado a diminui¢do da integracdo de particulas oxidadas de LDL em macrofagos,

inibindo assim a formagdo de células espumosas (37).

O recrutamento leucocitario € outra etapa envolvida na patogénese da aterosclerose. A
acao dos microRNAs reflete-se na expressdo de moléculas de adesdo, que por sua vez,
influenciam o recrutamento leucocitario. Um exemplo ¢ o microRNA-126, que inibe a

expressao de VCAM-1, e consequentemente, inibe o recrutamento leucocitario (5).
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O efeito de forcas de cisalhamento ¢ mediado pela agdo de alguns microRNAs, como
o microRNA-21. A biogénese deste microRNA ¢ estimulada por forcas de
cisalhamento, resultando na diminuicdo da apoptose e ativacdo da sintese de o6xido

nitrico em células endoteliais (38).
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Figure 2- A patogénese da doenca ateroesclerdtica (108) . (F oam cells = célule@spumosas). Retirado
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Abnormalities in Type 2 Diabetes: Current Status. J Clin Biochem.

A acgdo dos microRNAs também se constata na fase de evolugdo da placa ateromatosa.
A titulo de exemplo, menciona-se o microRNA-19b. Este microRNA esta associado a
diminui¢do da apoptose de células endoteliais, através da inibi¢do de mRNA de
proteinas pro-apoptoticas (APAFI e caspase 7) (39). A relagdo molecular ndo se
limita & inibicdo da apoptose, aplicando-se também a proliferagdo de células
endoteliais e células musculares lisas, através da estimulagdo do microRNAs-135b-5p

e do microRNA-499a-3p (40).

A forma de atuagdo dos microRNAs na angiogénese apresenta um caracter divalente,

pois apresenta efeitos pro-angiogénicos e antiangiogénicos.
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A antiangiogénese ¢ mediada através da acdo de microRNAs como o microRNA-206 e
o microRNA-214 (41) e (42). Os efeitos pro-angiogénicos devem-se a agdo de

microRNAs como o let-7 e microRNA-17-92 (5).

O sistema da endotelina intervém na evolugdo e rotura da placa através da
proliferacdo de macrofagos e fibroblastos. Sabe-se que os microRNA-155, -125-5p, -
199 a/b-3p inibem a tradugdo de mRNA responsavel pela codificacdo da endotelina-1
em células endoteliais. Estas observacdes sdo suportadas pelos niveis diminuidos dos
microRNAs-155, -125-5p e -199 a/b-3p em doentes com doenca corondria

aterosclerotica (43).

No EAM, ap6s 2 horas de isquémia, ocorrem alteracdes celulares irreversiveis. Estas
alteracdes incluem a necrose de coagulagdo e a necrose em bandas. Nos primeiros
dias apos enfarte, segue-se um periodo de recrutamento de granuldcitos, seguido por
um periodo quimiotaxico de mondcitos pro-inflamatorios. A partir do 3° dia os
mondcitos recrutados apresentam caracteristicas menos inflamatorias  (pro-
angiogénicas e pro-fibrogénicas). Durante a fase de proliferacdo apos enfarte ocorrem

os fenomenos de angiogénese e recrutamento de células mesenquimatosas (34).

Os microRNAs estdo associados a regulacdo da necrose. Esta regulacdo ¢ levada a
cabo por microRNAs como o microRNA-2861 e o microRNA-874. O microRNA-2861
¢ responsavel pela inibicdo de ANT [, uma proteina da membrana interna da
mitocondria, que funciona como um inibidor da necrose dos miocitos cardiacos (44).
O microRNA-874 ¢ responsavel pela inibi¢do da caspase 8, resultando num efeito pro-

necroético (45).

Outra forma de morte celular dos miocitos cardiacos ¢ a apoptose. Os microRNAs

encontram-se também envolvidos na regulacdo deste mecanismo celular.
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O microRNA-499 encontra-se associado a apoptose induzida por espécies reativas de
oxigénio. Os mecanismos moleculares envolvidos englobam a ativagdo da JNK (c-jun
N-terminal kinases) e fosforilagdo de c-jun (46). Para além da atividade individual de
cada microRNA, a atividade conjunta de microRNAs apresenta, também, uma
influéncia sinérgica. A titulo de exemplo, destaca-se a atividade do microRNA-1 e
microRNA-21. Esta atividade resulta na inibi¢do da apoptose de midcitos cardiacos,
através da ativacao de Akt (47). Outro estudo, relativo apenas ao microRNA-21 reitera
estes resultados, quer em situagdes de lesdo por hipoxia/reperfusdo ou isquémia
reperfusdo (48). O microRNA-21 esta associado aos mecanismos de prote¢ao por pré-

condicionamento, através da via PTEN/Akt (49).

A existéncia de polimorfismos contribui para a existéncia de individuos com maior ou
menor propensao para a apoptose. Um exemplo de polimorfismo ¢ a substituicdo de
A para G, na molécula de pré-microRNA-149, que se encontra associada um
incremento da atividade apoptdtica através da ativagdo da proteina PUMA (50).
Outros microRNAs foram associados a regulacdo da apoptose como ¢ evidenciado

pela tabela abaixo (Tabela 1).

A autofagia ¢ outra forma de morte celular associado a isquémia do miocardio. O

microRNA-325 foi associado a um aumento da autofagia, através da inibicdo de ARC
(51).
Relativamente ao recrutamento leucocitario, os microRNAs desempenham um papel

divalente. O microRNA-155 associa-se a um efeito pro-inflamatério com diminuigdo

do recrutamento leucocitario ap6s lesdo de reperfusdo (52).

Por outro lado, o microRNA-150 encontra-se associado a um efeito anti-inflamatorio,

exercendo a sua agao através da inibigao do recetor CXCR4 (53).
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Durante a fase proliferativa, decorre a promog¢do de angiogénese. Durante este
processo, o microRNA-130a encontra-se envolvido através do aumento dos niveis de
VEGF (54). Ao invés, o microRNA-26a esta associado a inibi¢do da angiogénese
através da via BMP/SMADI (55). O microRNA-92 ¢é outra molécula com efeitos anti-
angiogénicos, contribuindo para os fendmenos que constituem a remodelagdo cardiaca
(56). A inibi¢do do microRNA-92a estd associada a uma diminui¢do da zona de
necrose ¢ a uma diminui¢do da disfungdo cardiaca através do efeito pro-angiogénico e
anti-inflamatorio (57). Durante esta fase ocorre também a diferenciagdo fibroblastica,
na qual se envolvem microRNAs, como o microRNA-145. Este microRNA encontra-se
associado a promog¢ao da diferenciagdo de fibroblastos cardiacos em miofibroblastos

(58).

Durante a fase de cicatrizagdo decorre a fibrogénese. Neste processo estdo envolvidos
microRNAs tais como o microRNAs-208a e o microRNA-101a. O microRNA-208a esta
associado a uma estimulagdo da fibrogénese apos EAM, através da atividade da
endoglina (59). Por outro lado, o microRNA-101a esta relacionado com a diminui¢do

da fibrogénese, através da TGF BRI, resultando na diminui¢do da fibrose cardiaca (60).

As arritmias supraventriculares e ventriculares surgem, com frequéncia, na sequéncia
do evento de necrose dos midcitos cardiacos. Os microRNAs também estdo
envolvidos neste processo. A diminui¢cdo nos niveis de /et7e estd associada a um
aumento dos efeitos arritmicos em ambientes celulares ap6s EAM. Este mecanismo ¢

desencadeado pela ativagdo dos recetores adrenérgicos [1 (61).

A diminui¢do dos niveis de microRNA-151-5p estd associada a um aumento dos
fenémenos arritmicos apés EAM, em situagdes com reduzidos niveis estrogénicos

(62).

[Faculdade de Medicina, Universidade de Coimbra]



[MICRORNAS NO ENFARTE AGUDO DO MIOCARDIO]

O silenciamento do microRNA-181a esta associado a diminui¢do da arritmogénese em
ratos sujeitos a transplante de mioblastos do esqueleto (63). Outro microRNA
associado a fenémenos arritmicos € o microRNA-1, exercendo a sua acdo através da
inibi¢do dos genes KCNJ2 e GJAI responsaveis pela codificagio de Kir 2.1 e

conexina 43, respetivamente (64).
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155 JAK/STAT
210 FLASH/casp8ap?2
181 HOX All
133a Bim /Bmf
377 VEGF

26a BMP/SMADI

30 CSE/H2S
874 Caspase 8
let7e 1 adrenérgica

151-5p PLM/canal i6nico

325 ARC

30b BCL-2

23a Caspase 7

Tabela 1 - Vias moleculares e efeitos celulares de diferentes microRNAs
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D. O papel no diagnostico do EAM

Os microRNAs tém sido alvo de intensa investigacdo, sendo notdria a sua associagdo a
entidades patologicas, nomeadamente, doencas autoimunes, inflamatorias,
neurodegenerativas e cardiovasculares (77). Enquanto biomarcadores, a sua
potencialidade diagnostica ¢ conhecida em patologias como neoplasias e lesdes
hepaticas induzidas por farmacos (78). Vérios estudos avaliaram a sua acuidade

diagnostica no EAM (Ver tabela 2).

Virios estudos de andlise de microarrays, em modelos animais e em pecas de cadaver
(79), (80) e (81), foram determinantes para a dete¢do e construgdo de perfis
microRNAs envolvidos no EAM. Emanuela et al. compararam a expressao dos
microRNAs em coragdes de fetos e de doentes com antecedentes de enfarte com a
expressdao em coracdes de individuos saudaveis. Os autores deste estudo sugerem que
alguns padroes de expressdo dos microRNAs sao semelhantes no coragdo enfartado e
no coracao fetal. Além disso, este estudo permitiu associar 10 novos microRNAs a
doenca cardiovascular e constatar a presenca de 5 novos microRNAs no coragdo
humano enfartado (79). Shimin et al. constataram, em ratos, niveis de microRNAs
distintos entre a zona nao enfartada, enfartada e de transi¢do. Adicionalmente, os
mesmos autores verificaram ainda, que apesar da maioria dos microRNAs se expressar
de forma semelhante na zona ndo enfartada e nos controlos sham, alguns
apresentaram niveis significativamente diferentes (81). Esta observacdo, de acordo
com os autores, poderd sugerir um papel fisiopatologico dos microRNAs no

desenvolvimento do EAM.

Os estudos seguintes visaram confirmar a desregulagdo dos microRNAs no ser

humano, em contexto de doenga cardiovascular.
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Estes estudos apresentaram como premissa a proposicao de que os microRNAs sdo
libertados para o sangue ap6s lesdo celular. No espectro das doengas cardiovasculares,
inclui-se ndo s6 o EAM, mas também a miocardite, a insuficiéncia cardiaca aguda
(82), a angina estavel, a angina instavel (83), a cardiomiopatia de Takotsubo (84) e a

doenga aterosclerodtica corondria (85).

De acordo com a literatura, estd descrito que o microRNA-1 se encontra aumentado
em zonas distantes do foco de necrose, em individuos com EAM (86). Além da sua
localizagdo cardiaca, este microRNA ¢ encontrado, também, em fluidos corporais

como o sangue e urina (87).

Ai et al. isolaram microRNA-1 de plasma de 93 doentes com EAM, recorrendo a gRT-
PCR (78). Estes autores compararam os niveis do microRNA, em individuos com
EAM e em individuos saudaveis, observando a existéncia de niveis elevados de
microRNA-1 no primeiro grupo. Estes investigadores calcularam uma ASC=0,77
(0,71-0,84) e constataram a existéncia de uma correlagdo positiva com o alargamento
do complexo QRS (78). Esta correlacdo positiva ¢ facilmente compreendida tendo em
conta a acdo pro-arritmica despoletada por este microRNA, através da inibicdo de
genes como KCNJ2 e GJAI (64). A relevancia diagnostica reportada neste estudo ¢é
suportada por estudos de outros autores, nomeadamente, Guangwen et al. (77) e Li-
ming et al. (88). O primeiro destes atestou, em doentes com EAM, a correlagdo
positiva entre a elevagdo dos niveis de microRNA-1 e c¢TnT. Adicionalmente, o
mesmo estudo correlacionou, negativamente, os niveis de microRNA-126 com os
niveis de c7nT. O segundo estudo para além de constatar a elevacdo dos niveis deste
microRNA, comparou a ASC do microRNA-1 e das cTnT e concluiu que o microRNA-
1 [ASC=0,85 (0,81-0,89)] apresenta eficacia diagndstica inferior as c¢TnT (ASC =

0,96).
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Outro microRNA envolvido em varios estudos ¢ o microRNA-499. Maarten et al.
constataram a existéncia de niveis deste microRNA significativamente diferentes entre
quatro grupos de individuos: doentes com EAM, doentes com miocardite viral,
doentes com insuficiéncia cardiaca aguda e doentes com disfun¢do diastélica. Os
autores concluiram que o microRNA-499 se encontrava mais elevado no grupo de
doentes com EAM comparativamente aos outros grupos, seguido pelo grupo de
doentes com miocardite viral. Para a avaliacdo da acuidade diagnostica do microRNA-
499, Lizhu et al. utilizaram uma amostra de 227 individuos com toracalgia atendidos
no servico de urgéncia. A acuidade diagnostica deste microRNA foi avaliada através
da construcao de curvas ROC, tendo-se calculado uma ASC de 0,86 (0,81-0,91). De
acordo com os mesmos autores, esta acuidade diagnostica ¢ inferior a acuidade
diagnoéstica dos marcadores de referéncia de EAM (cTnl). Este estudo permitiu ainda
constatar o potencial diagnostico deste microRNA em patologias como miocardite ou
angina pectoris ¢ observar a elevagdo dos niveis deste microRNA uma hora apods
inicio de sintomatologia (26). Além da avaliagdo da acuidade diagnodstica, alguns
autores correlacionaram, positivamente, os niveis deste microRNA com a gravidade e
extensdo do EAM, quer através do nimero de artérias envolvidas, quer através da
gravidade da estenose (89). Adicionalmente, este microRNA foi estudado no ambito
do diagnoéstico de EAM ap6s cirurgia de revascularizagdo miocardica (90). Os autores
deste estudo calcularam as ASC para o microRNA-499, microRNA-133a e cTnl 6H
apos cirurgia, tendo obtido os seguintes resultados: ASC do microRNA-499=0,94
(0,88-0,98), ASC do microRNA-133a=0,85 (0,77-0,91) e ASC de ¢Tni=0,79 (0,70-
0,86). Tendo em consideragdo estes resultados, o microRNA-499 foi apontado como o

melhor biomarcador no diagndstico de EAM apds cirurgia cardiaca.
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Relativamente ao valor prognostico, Fabiolla et al. associaram os niveis elevados do
microRNA-499 a um risco duas vezes superior de morte apé6s EAM sem supraST, em
individuos idosos (91). Olof et al. avaliaram a capacidade prognostica deste
microRNA tendo concluido que apesar de existir uma correlacao entre a elevagao dos
niveis deste microRNA e o endpoint primario (morte até 30 dias de internamento), esta
correlacdo ¢ dissipada pela correcdo com as troponinas. Este estudo conclui, por isso,
que relativamente ao valor prognostico, este microRNA ndo apresenta valor superior

ao biomarcador de referéncia (92).

Outro microRNA alvo de investigacdo diagnostico é o microRNA-133. Liu et al.
realizaram um estudo de fase Ila, tendo como objetivo a avaliagdo da acuidade
diagnostica deste microRNA, através do célculo de ASC. Estes investigadores
constataram uma ASC=0,91 e registaram diferenca estatistica significativa entre os
niveis do microRNA-133 antes e ap6s realizacdo de angioplastia corondria, propondo
a utilizacdo deste microRNA como biomarcador no diagnéstico do EAM (93). Ying et
al realizaram um estudo de fase IIb tendo comparado a eficacia diagnostica deste
microRNA com cTnT, tendo concluido que o primeiro ndo apresenta eficacia
diagnoéstica superior (94). Ingo et al. avaliaram a capacidade progndstica deste
microRNA, tendo concluido que apesar de existir uma correlagdo entre os niveis de
microRNA e os endpoints, este instrumento ndo adiciona valor aos ja existentes. Para
além da sua potencial utilizacdo enquanto marcador diagnoéstico do EAM, o
microRNA-133 foi também apontado por Feng et al. como marcador diagndstico de
doenca aterosclerdtica coronaria e como indicador do grau de estenose corondria.
Estes autores calcularam uma ASC para o diagndstico de doenga aterosclerdtica de

0,92 (0,88-0,96) (27).
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O microRNA-208 ¢ outro microRNA investigado. Zhijun et al. observaram niveis
deste microRNA significativamente diferentes entre os grupos de doentes com EAM,
angina instavel e individuos saudaveis. Além desta diferenca estatistica significativa,
foi constatada uma correlagdo positiva entre os niveis deste microRNA e os niveis de
cTnl. Estes autores verificaram, também uma relacdo entre o numero de artérias
envolvidas e os niveis do microRNA-208 (95). A diferenca estatistica significativa foi
corroborada por Xian et al.. Estes autores elaboraram, adicionalmente, uma meta-
analise, cujos resultados indicam uma acuidade diagnodstica superior para os
microRNAs especificos do miocardio (microRNA-208 e microRNA-499) (96). Pin et
al. estabeleceram uma correlagdo entre os niveis do microRNA-208 e os endpoints,
apos EAM. Estes autores observaram uma correlagdo entre os niveis aumentados do
microRNA-208 e a remodelacdo cardiaca e constataram, também, que os niveis
aumentados de microRNA-208 se encontram associados a um aumento da mortalidade

ou a insuficiéncia cardiaca num periodo de 6 meses apos EAM (97).

A utilizacdo de técnicas de analise exploratoria de dados possibilitaram a criagdo de
perfis de microRNAs que providenciam maior acuidade diagndstica (98). Britta et al.
recorreram a uma abordagem “whole genome microRNANA”, tendo-se focado, a
posteriori, num perfil de 7 microRNAs. Estes autores sugerem a utilizagdo de um
perfil de 7 microRNAs (microRNA-636, microRNA-7-1, microRNA-380, microRNA-
1254, microRNA-455-3p, microRNA-566, microRNA-1291) para incrementar a
acuidade diagnoéstica do EAM. Além disso, este estudo revelou, também, dois novos

microRNAs (microRNA-1915 e microRNA-181¢) com potencialidade diagnostica (98).

Para além dos microRNAs até agora referidos, existem muitos outros, cujos niveis se

apresentam desregulados em doentes com EAM.
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Um exemplo ¢ o estudo elaborado por Hsu et al., no qual se constatou niveis de
microRNA-486-3p, microRNA-191-5p, microRNA-126-3p, microRNA-26a-5p e
microRNA-150-3p significativamente diferentes da amostra de controlo (99). Outro
exemplo ¢ o estudo conduzido por Huang et al. que demonstrou a diminui¢do dos
niveis plasmaticos de microRNA-320 e microRNA-125 em doentes com EAM (100).
Zhenci et al. sugerem a utilizacdo de microRNA-497 como potencial marcador do
EAM (25). Outros autores propdem a utilizagdo de outros perfis de microRNAs para o
diagnéstico de EAM, como ¢ o caso de Feng et. al.. Estes autores sugerem a
utilizagdo dos niveis circulantes de microRNA-21-5p, microRNA-361-5p e microRNA-
519c-5p para efetuar o diagnostico de EAM (85). Jingyi et al. estabeleceram um perfil
de microRNAs capaz de diagnosticar doenca corondria (101). A tabela abaixo (tabela
2) discrimina as ASC para alguns dos microRNAs até agora analisados na

investigagdo aplicada ao diagndstico do EAM.

Além da acuidade diagndstica, alguns microRNAs foram avaliados quanto a
capacidade discriminadora entre patologias cardiacas. Um exemplo ¢ o diagndstico
diferencial entre Miocardiopatia de Takotsubo e EAM. Milosz et al. observaram um
padrdo distinto de quatro microRNAs (microRNA-1, microRNA-16, microRNA-26a,
microRNA-133a) (84). Yuri et al. tentaram averiguar a existéncia de um padrdo de
microRNAs que permitisse distinguir angina estavel de angina instavel. Tal padrao
ndo foi estabelecido (83). Chunjian et al. identificaram um perfil de seis microRNAs
(microRNA-1, microRNA-134, microRNA-186, microRNA-208, microRNA-223,

microRNA-499) que possibilita o diagnostico diferencial entre angina e EAM (102).
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microRNA = Resultado
1 aumentado

1 aumentado

1 aumentado

1 aumentado
134 aumentado
134 aumentado
186 aumentado
191 diminuido
208 aumentado
208 aumentado
223 aumentado
328 aumentado
499 aumentado
499 aumentado
499 aumentado

Fase de
estudo
(103)

IIc

Ilc

ITa
ITa

IIc

IIc

IIc

ITa

IIc
ITa
IIc

IIc

ITa

Ilc
IIc

Tamanho da amostra

EAM: 56/ C: 26

EAM: 117/ AP: 182/ C: 100

EAM: 93 /C: 60
EAM: 70/ C: 72

EAM: 349 /C: 30

EAM: 117/ AP: 182/ C: 100

EAM: 117/ AP: 182/ C: 100

EAM: 87/ C: 87

EAM: 117/ AP: 182/ C: 100
EAM: 70/ C: 72
EAM: 117/ AP: 182/ C: 100

EAM: 349 /C: 30

EAM: 142 / Sem EAM: 85/ C:

100
120 individuos sujeitos a
circulacao extracorporea
EAM: 117/ AP: 182/ C: 100
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0,85 (0,81-0,90)

0,70 (0,60-0,80)

0,74 (0,71-0,84)
0,81 (0,74-0,89)

0,82 (0,76-0,88)
0,66 (0,55-0,76)
0,72 (0,61-0,82)
0,67 (0,59-0,75)

0,78 (0,69-0,87)
0,72 (0,64-0,81)
0,74 (0,65-0,84)

0,89 (0,84-0,93)
0,86 (0,81-0,91)

0,94 (0,88-0,98)
0,76 (0,66-0,85)
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Tabela 2 - Niveis, fase de estudo, tamanho das amostras e ASC para diferentes microRNAs. Abreviaturas: EAM: Grupo com enfarte agudo do miocardio; C: grupo

2015
2015

2014
2014
2013

2014
2014
2015

2015

2014

499
499

125b
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aumentado

aumentado

diminuido

126-3p diminuido

133a

133a

aumentado

aumentado

150-3p aumentado

208b

26a

320b

aumentado

diminuido

diminuido

ITa
IIc

ITa
ITa
ITa

IIc
ITa
ITa

ITa

ITa

EAM: 70/ C: 72
EAM: 59/ C: 60

EAM: 150/ C:150
EAM: 31/C: 31
EAM: 13/ 4P: 176/ C: 127

120 individuos sujeitos a
circulacao extracorporea
EAM: 31/C: 31

EAM: 87/ C:87
EAM: 87/ C: 87

EAM: 150/ C: 150

controlo; AP: grupo com angina pectoris; ASC: area sob a curva.

[Faculdade de Medicina, Universidade de Coimbra]

0,88 (0,83-0,92)
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0,72 (0,65-0,78)
0,67 (0,59-0,76)
0,75 (0,67-0,82)

0,82 (0,83- 0,89)
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9. Discussao e Conclusao

A. Discussao
Desde a sua descoberta, estas pequenas sequéncias de nucledtidos suscitaram
interesse e geraram muitas questdes, nomeadamente, no que diz respeito ao seu papel
na fisiopatologia de diversas doengas. Nos ultimos dez anos tem-se assistido a um
aumento crescente de investigacdo nesta area, traduzido pelo numero de estudos
publicados. O conhecimento da biologia dos microRNAs e do seu papel na
fisiopatologia da doenca aterosclerética coronaria e do EAM possibilitou uma melhor
interpretacao de estudos de diagnostico. Os microRNAs estdo associados a varios
processos biologicos, que incluem a apoptose, a necrose, a angiogénese, fibrose e a
autofagia. Além destas observacdes, constata-se, ainda, que a a¢do dos microRNAs
faz-se quer no sentido da promocgao dos processos supramencionados, quer no sentido
da inibicdo dos mesmos. A titulo de exemplo, atente-se na acdo dos microRNAs na
angiogénese. Os microRNAs-206 (41) e microRNA-214 (42) despoletam efeitos
antiangiogénicos, enquanto o microRNAs let 7 e o microRNA-17-92 medeiam efeitos

pro-angiogénicos (5).

No que diz respeito ao envolvimento dos microRNAs nas diferentes etapas de
desenvolvimento de aterosclerose, verifica-se um evidente envolvimento. Este
envolvimento manifesta-se, por exemplo, nas fases iniciais através da acumulacdo de
lipoproteinas e oxida¢do das mesmas. O microRNA-143-3p estd associado a um
aumento da acumulagdo de lipoproteinas, através da inibicdo de ABCI, predispondo a
oxidacdo das mesmas. Adicionalmente, o microRNA-146a encontra-se associado a
inibi¢do da integracdo de particulas de LDL oxidadas pelos macréfagos, inibindo a

formacao de células espumosas.
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O recrutamento leucocitario, observado na patogénese da aterosclerose ¢ também
influenciado pela agdo dos microRNAs, nomeadamente, do microRNA-126 (5). Para
além do envolvimento dos microRNAs na patogénese da aterosclerose, verifica-se
também, a sua participa¢do no desenvolvimento do EAM. Os fenémenos de necrose
observados durante o EAM estdo associados a agdo de microRNAs como o
microRNA-874 ¢ microRNA-2861. Para além da necrose de midcitos cardiacos, a
apoptose também ¢ regulada pela agdo de microRNAs, nomeadamente, o microRNA-
499. Outro exemplo ¢ a acdo sinérgica dos microRNA-1 e microRNA-21, cujo
resultado final ¢ a inibicdo da apoptose. Além da sua associacdo a fendmenos de
morte celular, os microRNAs encontram-se também relacionados com fendomenos de
fibrose. Um exemplo ¢ o microRNA-208a que se encontra associado a um aumento da
fibrose (59), enquanto o microRNA-101a se encontra associado ao efeito contrario

(60).

Os estudos de diagnostico realizados até ao momento sdo na sua maioria estudos de
fase Ila e Ilc. Os estudos de fase Ila sdo dirigidos a avaliagdo da acuidade diagndstica
do teste indice, enquanto os estudos de fase Ilc comparam o teste indice com o teste
de referéncia. Dos estudos de fase Ilc até agora realizados apenas um refere uma
acuidade diagnostica superior dos microRNAs em relacdo a dos marcadores de
referéncia (troponinas cardiacas). Importa esclarecer, que o unico estudo que atribui
maior acuidade diagnostica aos microRNAs foi realizado em individuos submetidos a
circulagdo extracorpérea, durante cirurgia cardiaca. Para avaliacdo da acuidade
diagnostica estes estudos basearam-se no célculo da sensibilidade, da especificidade e

da ASC.
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B. Conclusao
Tendo em consideracdo os mecanismos ¢ os efeitos desenvolvidos pela a¢do dos
microRNAs nos processos patologicos que acompanham o EAM, deduz-se que a sua
desregulacao sirva de substrato cientifico para o desenvolvimento de novas
ferramentas diagnoésticas. Além do envolvimento dos microRNAs na fisiopatologia da
doenga aterosclerotica coronaria e do EAM, as caracteristicas biologicas e a existéncia
de técnicas laboratoriais que possibilitam a sua dete¢do permitem considerar estas

moléculas como biomarcadores do EAM.

Contudo, quando se compara a velocidade de obtencdo de resultados laboratoriais e a
acuidade diagnoéstica dos microRNAs com os marcadores de referéncia (troponinas
cardiacas) verifica-se que as técnicas de detegdo dos microRNAs sao mais demoradas
e que a sua acuidade diagnostica ¢ inferior. Por este motivo, os microRNAs ndo

suplantam o papel desempenhado pelas troponinas cardiacas na pratica clinica.
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