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RESUMO

Pacientes hipertensos comumente desenvolvem lesGes de 6rgdo-alvo,
como a HVE. Os microRNAs possuem um papel importante no desenvolvimento da
hipertrofia cardiaca. Este estudo avaliou a relagdo entre os miRNAs circulantes e a
HVE em pacientes hipertensos. A pesquisa se iniciou com a coorte exploratéria, onde
foram avaliadas as expressdes de 754 miRNAs em 47 pacientes hipertensos e na
sequéncia na coorte de validacdo avaliou-se a expressao de 06 miRNAs (miR-30a-
5p, miR-let7c, miR-92a, miR-451, miR-145-5p e miR-185) em 297 pacientes através
das técnicas de TagMan OpenArray e gRT-PCR - Reacdo em cadeia da polimerase
guantitativa em tempo real, respectivamente. Cinco miRNAs (miR-30a-5p, miR-let7c,
miR-92a, miR-451, miR-145-5p), foram associados a HVE em pacientes hipertensos,
indicando assim que possam estar relacionados no desenvolvimento da HVE induzida
por hipertensdo. Realizamos o cultivo de células a fim de avaliar o papel do miR-145-
5p no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca e constatou-se que na presenca do
mimetizador miR-145-5p a expressao dos marcadores de hipertrofia Nppa e Nppb
ficou até 8 vezes maior quando comparado aos grupos negativos ou com inibidor do
miR-145-5p, destacando assim a importancia desse miRNA no remodelamento
cardiaco em pacientes hipertensos. Nossos dados demonstraram que 0s niveis
circulantes de trés miRNAs (miR-145-5p, miR-let7c e miR-451) apresentaram
associagao tanto ao IMVE quanto a HVE, indicando assim que possam estar mais
relacionados no desenvolvimento da HVE induzida por hipertensdo, podendo ser
potenciais biomarcadores circulantes envolvidos no remodelamento do VE em

pacientes hipertensos.

Palavras-chave: Hipertensédo; Hipertrofia do Ventriculo Esquerdo; Hipertrofia

Cardiaca; microRNAs; miR-145-5p.



ABSTRACT

Hypertensive patients commonly develop target organ damage, such as LVH.
MicroRNAs play an important role in the development of cardiac hypertrophy. This
study evaluated the relationship between circulating miRNAs and LVH in hypertensive
patients. The research began with the exploratory cohort, where the expressions of
754 miRNAs were evaluated in 47 hypertensive patients and then in the validation
cohort, the expression of 06 miRNAs was evaluated (miR-30a-5p, miR-let7c, miR-92a
, MiR-451, miR-145-5p and miR-185) in 297 patients using TagMan OpenArray and
gRT-PCR - real-time quantitative polymerase chain reaction, respectively. Five
MiRNAs (miR-30a-5p, miR-let7c, miR-92a, miR-451, miR-145-5p) were associated
with LVH in hypertensive patients, thus indicating that they may be related to the
development of hypertension-induced LVH. We performed cell cultivation in order to
evaluate the role of miR-145-5p in the development of cardiac hypertrophy and it was
found that in the presence of the miR-145-5p mimic, the expression of hypertrophy
markers Nppa and Nppb was up to 8 times higher when compared to negative groups
or with miR-145-5p inhibitor, thus highlighting the importance of this miRNA in cardiac
remodeling in hypertensive patients. Our data demonstrated that the circulating levels
of three miRNAs (miR-145-5p, miR-let7c and miR-451) were associated with both
LVMI and LVH, thus indicating that they may be more related to the development of
hypertension-induced LVH, which may to be potential circulating biomarkers involved

in LV remodeling in hypertensive patients.

Keywords: Hypertension; Left Ventricular Hypertrophy; Cardiac Hypertrophy;
microRNAS; miR-145-5p
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1. INTRODUCAO

1.1. Hipertenséao arterial

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) é doenca crénica multifatorial
dependente de fatores genéticos/epigenéticos, ambientais e sociais caracterizada
pela elevagdo persistente da pressédo arterial (1,2). Frequentemente é causa de
alteracdes estruturais e/ou funcionais em oOrgdos-alvo como coragao, rins, vasos
sanguineos e encéfalo e de alteragcdes metabdlicas com aumento do risco de eventos
cardiovasculares fatais e nao fatais (3).

Considera-se hipertensao arterial qguando o paciente apresenta a elevacéo
persistente da pressao arterial (PA), ou seja, PA sistélica (PAS) maior ou igual a 140
mmHg e/ou PA diastélica (PAD) maior ou igual a 90 mmHg medida de forma correta
e em pelo menos dois momentos distintos sem o uso de anti-hipertensivos (1).

A HAS é responsavel por cerca de 9,4 milhdes de mortes no mundo,
chegando a acometer aproximadamente 30% da populacdo adulta brasileira. Entre
2000 e 2010 observou-se uma diminuicdo de 2,6% de prevaléncia de HAS em paises
desenvolvidos, enquanto nos paises em desenvolvimento registrou-se um aumento
de 7,7%. Associa-se 0 aumento no tecido adiposo visceral a uma maior incidéncia da
doenca, assim como o grupo de fumantes e ex fumantes também foi correlacionado a
maior propensao no desenvolvimento de HAS (4,5,6).

Doencas cardiovaculares (DCV) sédo consideradas as principais causas de
morte no Brasil (Tabela 1), chegando a 27,7% dos 6bitos. Em 2014, das internac¢des
brasileiras, 10,1% foram causadas por doencas do aparelho circulatério e desse
montante 57,2% eram individuos com mais de 60 anos de idade (7). Dentre os fatores
de risco cardiovascular temos a hipertensao, aterosclerose, dislipidemia, resisténcia a

insulina e inflamac&o crénica (8).
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Tabela 1 — Mortalidade por Doencas Cardiovasculares no Brasil

Estado Brasileiro Incidencia de DCV por Numero de 6bitos 2019
100 mil

Sé&o Paulo 150,17 93,70
Rio de Janeiro 166,54 42,59
Minas Gerais 126,63 37,98
Espirito Santo 138,85 7,10
Parana 135,99 20,75
Santa Catarina 128,57 11,80
Rio Grande do Sul 126,56 23,51
Goias 146,48 10,96
Mato Grosso do Sul 158,87 5,04
Mato Grosso 142,80 4,70
Bahia 144,73 25,89
Sergipe 150,18 3,45
Alagoas 196,98 6,60
Pernambuco 166,20 18,50
Paraiba 159,01 8,23
Rio Grande do Norte 148,18 6,32
Ceard 145,84 15,98
Piaui 179,91 6,72
Maranhao 166,11 11,30
Tocantins 158,12 2,40
Para 154,78 10,61
Amazonas 143,04 4,00
Acre 161,88 1,01
Rondobnia 147,89 2,13
Roraima 175,27 630
Amapéa 146,27 773
Brasilia 109,56 3,19

Legenda cores: Sudoeste, Sul, Centro Oeste, Nordeste, Norte e Distrito Federal.

Fonte: Sociedade Brasileira Cardiovascular — Estatistica Brasil — 2019
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1.2. Hipertrofia do Ventriculo Esquerdo

A elevacao sustentada da presséo arterial produz um aumento da tensao na
parede do ventriculo esquerdo, o qual pode levar a uma resposta caracterizada por
aumento da massa ventricular (MVE), que é conhecida como hipertrofia do ventriculo
esquerdo (HVE). Essas alteragcdes ocorrem no sentido de normalizar a tensdo na
parede ventricular e sdo geralmente consideradas como compensatorias (9). Ela é
caracterizada como o aumento no tamanho dos cardiomidcitos, aumento na sintese
proteica e maior organizacédo do sarcomero (10). Associa-se a hipertrofia prolongada
ao aumento no risco de morte subita ou insuficiéncia cardiaca. A hipertrofia cardiaca
pode ser concéntrica ou excéntrica, onde na concéntrica observamos o aumento da
massa do ventriculo e na excéntrica ha o aumento da cavidade do ventriculo (Figura
1.1 — Disposicao dos sarcémeros e Figura 1.2 - Coracao e Hipertrofias do ventriculo
esquerdo) (10,11,12).

2|' Sarcomero 17'

Coracio Norma

Sarcomeros adicionados em paralelo: Hipertrofia concéntrica

= === -

Sarcomernos adicionados em série: Hipertrofia excéntrica

Figura 1.1- Disposi¢éo dos sarcémeros — (GARCIA, 2008)
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Coracao Normal Hipertrofia Hipertrofia
Concéntrica Excéntrica

Figura 1.2 — Coracao e Hipertrofias do ventriculo esquerdo. (Fonte: mdsaude.com.br).

No desenvolvimento de problemas cardiacos a causa subjacente da
hipertenséo parece nao ter importancia. O principal determinante na carga de trabalho
do coracéo e hipertrofia € a pressao sistolica. Associou-se a hipertensdo sistolica
isolada com pressdo de pulso mais ampla a um aumento no risco de doencas
cardiovasculares e mortalidade. Apesar de tudo a pressao sistdlica continua sendo
ignorada por alguns profissionais e pacientes (13).

Apesar de considerada uma resposta compensatoria ao aumento de tensao na
parede ventricular, a HVE é também fator de risco independente para morbidade e
mortalidade cardiovascular por predispor ao desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca, arritmias e fendbmenos isquémicos coronarios mais graves (9). Uma meta-
analise de 20 estudos envolvendo mais de 48 mil pacientes encontrou risco médio
ponderado de morbidade cardiovascular associado a hipertrofia cardiaca de 2,3 vezes
(14). A MVE é um feno6tipo complexo influenciado pelos efeitos interativos de multiplos
fatores ambientais e genéticos. Embora a HAS seja reconhecida como a principal
determinante da hipertrofia cardiaca, a presséo arterial explica apenas uma pequena
parte da variacao interindividual da MVE. Neste sentido, diversos fatores alternativos,
incluindo fatores genéticos (15) e ambientais, tais como obesidade e diabetes (16),
podem contribuir para o desenvolvimento da HVE.

Além de alteracbes na MVE, a HAS também pode levar a alteracbes na
espessura relativa do ventriculo esquerdo (ERVE), que é determinada pela razédo
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entre o dobro da espessura da parede posterior e o didametro diastélico do ventriculo
esquerdo. Com base nesses parametros, quatro padrbes geométricos do ventriculo
esquerdo foram identificados (16): geometria normal (MVE e ERVE normais),
remodelamento concéntrico (MVE normal e ERVE aumentada), hipertrofia concéntrica
do VE (MVE e ERVE aumentadas) e hipertrofia excéntrica (MVE aumentada com

ERVE normal) (Figura 1.3 - Padrdes Geométricos do ventriculo esquerdo).

MVE normal

9 9

VE normal Remodelamento Concéntrico

MVE aumentada

Hipertrofia Excénctrica Hipertrofia Concéntrica

Figura 1.3 — Padrdes Geométricos do ventriculo esquerdo. (Fonte: ROCHA, 2007)

Os estudos epidemiolégicos tém demonstrado que o progndéstico cardiovascular
€ pior para individuos portadores de hipertrofia concéntrica e melhor para aqueles com
geometria normal (17). Por outro lado, individuos com hipertrofia excéntrica e
remodelamento concéntrico tendem a ter um risco cardiovascular intermediario entre
a hipertrofia concéntrica e a geometria normal. A prevencao ou a regressao da HVE
e das alteracbes geométricas do ventriculo esquerdo esta associada a uma menor
incidéncia de desfechos ou futuros desfechos adversos de doenca cardiovascular em
pacientes com HAS (17). Portanto, a prevencdo e o diagnostico de HVE e de
alteracbes geomeétricas do ventriculo esquerdo devem ser uma prioridade em

pacientes com HAS.



18

1.3. MicroRNAs

MicroRNAs (miRNAs) sdo uma classe de RNAs ndo codificantes e
evolutivamente conservadas que possuem cerca de 23 nucleotideos. Estao presentes
em animais, plantas e eucariotos unicelulares e sdo responsaveis por regular a
expressdo de genes-alvo. Inicialmente os mMIRNAs sdo transcritos pela RNA
polimerase Il formando o pri-miRNA e na sequéncia o complexo Drosha rompe locais
de pareamente dando origem ao pré-miRNA, nesse momento a estrutura € similiar a
um grampo (do inglés Hairpin) de cabelo. O pré-miRNA é transportado para fora do
nucleo celular através da Exportina-5 e da Ran-GTP e no citoplasma a enzima DICER
processa esse pré-miRNA e remove a regido da alga e nesse momento o0 miRNA é
constituido por uma fita dupla de aproximadamente 23 nucleotideos. Através da
proteina Argonauta é formado o complexo RISC, responsavel por separar a fita dando

origem, assim, ao miRNA maduro (18,19). (Figura 1.4 - Biogenese do microRNA)
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Figura 1.4 — Biogenese do microRNA. (Fonte: researchgate.net/publication/330157281)

Os microRNAs atuam em nivel pos transcricional, seja pela inibi¢cdo da traducao
ou degradacao do mRNA e em ambos as situacdes a expressdo do mRNA do gene-
alvo é reduzido. Nao é necessaria uma perfeita complementaridade entre miRNA e
MRNA, sendo que o emparelhamento incompleto € suficiente para suprimir a
expressao de diferentes genes. Um mRNA pode conter diversos sitios de ligacéo para
varios miRNAs, gerando uma rede complexa de interagdo entre eles. Ha uma
estimativa de que os miRNAs regulem aproximadamente 60% dos genes humanos
(20).
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1.4 MicroRNAs e doencas cardiovasculares

Um biomarcador possui como objetivo indicar a presenca ou auséncia de
determinada doenca. Na antiguidade os primeiros biomarcadores eram representados
pelos sinais médicos, como pulso, aparéncia do paciente e até sabor da urina.
Atualmente refere-se a biomarcadores como sendo determinadas moléculas
detectadas nos diversos fluidos corporais através de técnicas laboratoriais
especificas, sendo comumente utilizada na pratica clinica a Troponina, ALT, AST,
PSA, CKMB, entre outras (21).

Para ser considerado um bom biomarcador € necesséario cumprir alguns
critérios, sendo eles: acessivel por procedimentos minimamente invasivos, possuir
boa especificidade para a patologia investigada e ser traduzivel da pesquisa para a
clinica. Diversos estudos vém apresentando a possibilidade da utilizacdo de miRNAs
como biomarcadores em diferentes doencas como, cancer (22), Alzheimer (23),
epilepsia (24), doencas neurodegenerativas (25), doencas cardiovasculares (26),
dentre outras. Em expressdes anormais de miRNAs a expresséo dos mRNAs alvo séo
afetados e, portanto, os miRNAs sdo potencialmente causadores de doencas (20).

Um papel crucial dos miRNAs no sistema cardiovascular tem tido suporte
na descoberta de que a deplecdo da enzima de processamento de miRNA, Dicer, leva
a defeitos na angiogénese, formacao de vasos e desenvolvimento cardiaco (27). Os
mMiRNAs também podem agir como reguladores da inflamacédo, do metabolismo
lipidico e do estresse oxidativo, que sado condicbes importantes para o
desenvolvimento de aterosclerose e doengas cardiovasculares (28). De maneira geral,
diversos perfis de expressdo de miRNAs foram associados ao remodelamento
cardiaco patoldgico em roedores e em seres humanos (28, 29). Van Rooij e cols. 2006,
(30) foi o primeiro a utilizar microarray para a analise de miRNAs em dois modelos
murinos de hipertrofia patologica. Naquele estudo, os autores encontraram apenas 21
MiRNAs aumentados e 7 diminuidos em comum nos dois modelos de hipertrofia,
sugerindo que o tipo de hipertrofia e o estimulo podem interferir na expressédo dos
mMiRNAs. Desde entédo, varios estudos foram realizados para avaliar o papel destes
miRNAs na hipertrofia cardiaca, sendo a maioria em modelos murinos ou em cultivo
celular, conforme pode ser evidenciado em excelente revisdo realizada por Wang e
cols. 2016 (31).
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Entretanto, pouco se sabe sobre a relagdo entre miRNAs e o
desenvolvimento HVE em seres humanos com HAS. Alguns estudos prévios
investigaram a expressdo de alguns miRNAs em pacientes hipertensos e mostraram
que a MVE se correlacionou com niveis circulantes de miR-29 (23) e miR-155 (24) e
com a expressao leucocitaria de miR-9, miR-1, miR-133a, miR-26b, miR-208b, miR-
499, e miR-21 (25, 26). Contudo, estes estudos avaliaram um numero bastante
reduzido de miRNAs circulantes e incluiram um tamanho amostral relativamente
pequeno (50 a 102 individuos por estudo), o que permite concluir que ainda se sabe
pouco a respeito das relacbes entre miRNAs e marcadores de remodelamento
cardiaco em individuos hipertensos.

Em seu estudo, Minin EOZ et al (32), constatou a expressao aumentada do
miR-145-5p e miR-let7c em pacientes hipertensos com placa aterosclerotica carotidea
em comparacao aos pacientes hipertensos sem placa aterosclerdtica. Ja no estudo
de Sayed D et al, uma matriz com mais de 50 miRNAs apresentaram
progressivamente expressao diferenciada durante o desenvolvimento da hipertrofia
cardiaca causada por sobrecarga de pressdo, sendo o miR-1 um dos primeiros a
apresentar regulacdo negativa na hipertrofia. O miR-21 chegou a atingir 8 vezes mais
expressao no décimo quarto dia do estudo (33).

Nos ultimos anos, nosso grupo padronizou uma metodologia que permite a
identificacdo e quantificacdo da expressdo simultdnea de um grande numero de
mMiRNAs, utilizando o Sistema TagMan OpenArray, uma plataforma microfluidica
capaz de analisar, pelo método de Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativo
(QRT-PCR), a expressao de 754 miRNAs (34).
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2. OBJETIVOS

Geral
- Identificar miRNAs séricos relacionados a HVE em individuos hipertensos e avaliar
o papel funcional de miRNAs selecionados em marcadores de hipertrofia de midcitos

cardiacos in vitro.

Especificos
1. Identificar miRNAs séricos relacionados a HVE em uma coorte de individuos
hipertensos (Coorte Exploratdria) através da plataforma de OpenArray;

2. Validar os resultados obtidos na coorte exploratéria em um numero maior de

pacientes hipertensos (Coorte de Validacéo);

3. Correlacionar os dados de expressédo dos miRNAs diferencialmente expressos na
coorte de validacdo com a massa e a geometria ventricular esquerda em pacientes

hipertensos;

4. Avaliar o papel do miR-145-5p diferencialmente expressos em pacientes
hipertensos sobre a hipertrofia de cardiomidcitos in vitro.
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3. METODOLOGIA

O presente estudo foi dividido em trés etapas, sendo a primeira
denominada coorte exploratéria, a segunda coorte de validac&o e a terceira cultura de
células. Na coorte exploratoria realizou-se uma avaliacdo mais abrangente
contemplando a analise de 754 miRNAs no soro de 42 pacientes hipertensos. Na
coorte de validacdo analisou-se a expressao sérica de 6 miRNAs em 297 pacientes.
Nos experimentos de cultura de células analisou-se a acdo do miR-145 em células
musculares atriais de camundongo.

O protocolo metodolégico referente aos objetivos do estudo esta
apresentado nas figuras abaixo:

Figura 3.1 — Desenho metodolégico referente aos objetivos 1, 2 e 3.
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Figura 3.2 — Desenho metodoldgico referente ao objetivo 4

3.1. Selecéo dos individuos

Foram incluidos pacientes hipertensos atendidos no Hospital de Clinicas
da UNICAMP. Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Estadual de Campinas com parecer n°
56841616.5.0000.5404 (Anexo I), e todos os pacientes assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido para participar (Anexo ).

Das coortes analisadas, a exploratoria contemplou 42 pacientes (26 com
HVE e 16 sem HVE) e a coorte de validacdo compreendeu 297 pacientes (162 com
HVE e 135 sem HVE).

Dentre os critérios de exclusdo temos menores de 18 anos, evidéncia de
doenca valvar cardiaca grave, cardiomiopatia hipertrofica e causas identificaveis de
hipertensdo secundaria. Realizou-se a pesquisa de acordo com a declaragdo de
Helsinki.
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3.2. Dados clinicos e laboratoriais

A caracterizacao clinica e laboratorial dos pacientes foi realizada em jejum
através de técnicas laboratoriais padrao para dosagem de lipoproteina de baixa
densidade (LDL) — colesterol, lipoproteina de alta densidade (HDL) — colesterol,
triglicerideos, creatinina e niveis de glicose. Calculou-se o indice de massa corporal
dividindo o peso corporal pela altura ao quadrado (kg/m?). A presséo arterial e a
frequéncia cardiaca foram medidas na posicdo sentada usando um dispositivo
oscilométrico digital validado (HEM-705CP; Omoron Healthcare, Kyoto, Japao) com
tamanhos de manguitos apropriados. Definiu-se como hipertensdo quando a presséo
arterial sistélica foi 2 140 mmHg ou diastdlica =2 90 mmHg ou quando em uso de
medicamentos anti-hipertensivos. No diagndstico de diabetes mellitus considerou-se
glicemia de jejum 2126 mg/gl ou quando o paciente estava fazendo uso de

medicamentos hipoglicémicos.

3.3. Ultrassonografia do ventriculo esquerdo

A ultrassonografia foi realizada por um Unico médico utilizando o aparelho
Vivid (General Electric Milwaukee, Wiscosin, EUA) equipado com transdutor 3S-RS,
com o objetivo de avaliar as dimensdes do ventriculo esquerdo. A fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo foi estimada pelo método Simpson.

O indice de massa do ventriculo esquerdo foi calculado como: Massa do
ventriculo esquedo / area de superficie corporal. A espessura relativa da parede foi
medida como 2* espessura da parede posterior / diametro diastélico do ventriculo
esquerdo.

Hipertrofia do ventriculo esquerdo foi definida como indice de massa do
ventriculo esquerdo = 95g / m? em mulheres e =2 115g / m2 em homens. Definiu-se os
padrées geomeétricos do ventriculo esquerdo da seguinte forma: geometria normal
(sem hipertrofia do ventriculo esquedo e espessura relativa da parede < 0,42),
remodelacdo concéntrica (sem hipertrofia do ventriculo esquerdo e espessura relativa
da parede > 0,42), hipertrofia excéntrica (hipertrofia do ventriculo esquerdo e
espessura relativa da parede < 0,42) e hipertrofia concéntrica (hipertrofia do ventriculo

esquerdo e espessura relativa da parede > 0,42).
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A coleta dos dados clinicos, laboratoriais e ultrassonograficos foram
realizados no mesmo dia, quando o paciente foi ao HC para acompanhamento na

cardiologia.

3.4. Selecao dos miRNAS

Na coorte exploratéria utilizou-se para analise o sistema Human OpenArray
(LifeTechnologies) com 754 miRNAs. Apdés as analises estatisticas constatou-se que
10 dos 754 miRNAs apresentavam diferenca significativa na expressdo quando
comparado o grupo hipertenso sem HVE com o grupo hipertenso com HVE. Para a
coorte de validacdo foram selecionados os seis miRNAs com maior diferenca de
expressao no estudo exploratorio, sendo eles: miR-30a-5p, miR-let7c, miR-92a, miR-
451, miR-145-5p, miR-185.

3.5. Extracdo dos miRNAS

Para a extracdo dos miRNA circulantes, em ambas as coortes, foram
coletadas amostras de sangue total dos pacientes em tubos contendo gel separador
e ativador de coagulo (BD Vacutainer). A centrifugacdo das amostras ocorreu a 2200
rom durante 20 minutos em temperatura ambiente. A fase superior do soro foi
imediatamente aliquotada em tubos isentos de RNAse e congeladas a -80°C. Para a
extracdo do RNA total, incluindo miRNA, utilizou-se o Kit miRNeasy Serum/Plasma
(Qiagen), seguindo as instru¢des do fabricante: Em 200 ul de soro adiciona-se 1000
ul de giazol Lysis reagente e homogeniza-se no voértex. A solucao fica em repouso por
5 minutos em temperatura ambiente e na sequéncia adiciona-se 200 ul de Cloroformio
no lisado e vortexa-se vigorosamente por 15 segundos. Apos 3 minutos em repouso
em temperatura ambiente a solucao é centrifugada por 15 minutos a 10.000 RPM a
4°C, sendo nesse momento que temos a separacdo da fase aquosa e da fase
organica. A fase aquosa é transferida para um novo recipiente e entdo é adicionado
1,5x do volume coletado de etanol 100%. Adiciona-se 700 ul da mistura na coluna
com filtro e centrifuga-se por 30 segundos a 10.000 RPM. Esse processo € repetido
até que toda a mistura passe pela coluna, na sequéncia adiciona-se 700 ul de Buffer
RWT na coluna e centrifuga-se por 30 segundos a 10.000 RPM. O filtrado é
descartado e adiciona-se 500 ul do Buffer RPE na coluna e centrifuga-se por 30
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segundos a 10.000 RPM. Na sequéncia adiciona-se 500 ul de etanol 80% e centrifuga-
se por 2 minutos a 10.000 RPM. Apos descartar o filtrado transfere-se a coluna para
um novo tubo de coleta e centrifuga-se por 5 minutos a 13.000 RPM com a tampa
aberta para secagem da coluna. Transfere-se a coluna para um novo tubo de 1,5 ml
e adiciona-se 20 ul de 4gua RNAse-free no centro do filtro, na sequéncia centrifuga-
se o tubo fechado por 1 minuto na velocidade maxima para recuperacdo do RNA. O
eluido é congelado no freezer -80°C.

Para a determinacdo da qualidade do material extraido utilizou-se o
espectofotbmetro NanoDrop-2000, onde leituras de oxiemoglobinas em 414 nm

superiores a 0,2 foram consideradas hemolisadas e a amostra foi descartada.

3.6. OpenArray — PCR em tempo real

Na coorte exploratoria utilizamos o Sistema Human OpenArray
(LifeTechnologies) que utiliza a técnica de qRT-PCR. Essa metodologia foi escolhida
pois possibilitou a avaliacdo da expressdo de 754 miRNAs em cada amostra. O
mMiRNA extraido foi submetido ao protocolo do fabricante para montagem das placas:
Inicialmente é feita a transcricdo do miRNA em cDNA através dos pools de primers
RT (pool A e pool B), na sequéncia ocorre a amplificacdo do cDNA através do TagMan
PreAmp MaxterMix (conforme sugestéo do fabricante), onde os miRNAs presentes na
amostra original sdo amplificados gerando um aumento significativo na capacidade de
detectar os transcritos de baixa abundancia. Na sequéncia as placas séao carregadas
usando o sistema AccuFill (Thermo Fisher Scientific), onde cada placa contempla 3
amostras distintas. Em seguida as placas sao levadas para a rea¢ao de gRT-PCR no
equipamento QuantStudio 12K (Thermo Fisher Scientific) que analisa até 4 placas, ou
seja, 12 amostras no periodo de 120 minutos. Apos a analise, a leitura dos espectros
de gRT-PCR séo avaliados com o auxilio do software ExpressionSuite (Thermo Fisher
Scientific). Valores de Ct (threshould Cycle) superiores a 35 e score de amplificacao
abaixo de 1,24 foram excluidos conforme sugerido pelo fabricante. A expressao dos
mMiRNAs foi normalizada, usando o método de normalizac&o global conforme sugerido
por Mestdagh et al (35).
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3.7. Reagcdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo Real - (QRT-PCR)

Na coorte de validagao utilizamos o gRT-PCR para avaliar a expressao dos
MiRNAs selecionados. Para esta finalidade, as reacfes de transcricao reversa para
sintese do cDNA foi realizada com o SuperScript Il First Strand Synthesis Kit (Applied
Biosystems) e o termociclador Mastercycler ep (Eppendorf). Os testes foram
executados em uma placa customizada (figura 3.3 - Template da placa customizada

de qRT-PCR) contendo os ensaios de gRT-PCR para miR-145-5p (002278), miR-

let7c (000379), miR-92a (000431), miR-30a (000417), miR-185 (002271) e miR-451
(001141) em StepOne Plus Real-Time Systems (Thermo Fisher Scientific). Cada
amostra da reacdo do gRT-PCR compreende: 10uL de TagMan™ Master Mix; 1 uL
da solucdo contendo iniciadores e sonda; 7,67 uL de agua e 1,33 yL de cDNA; com
um volume final de 20,0 uL. As reacdes sdo aquecidas a 95°C por 10 minutos,
seguidas de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Calculou-se a
expressao relativa do miRNA através do método comparativo de Ct (AACt) e 0o FC
(mudanca de dobra) foi calculada como FC= 2-22Ct no qual Ct foi definido como o
namero de ciclos PCR onde a fluorescéncia atingia um limiar no grafico de
amplificacéo (36). Como controle enddgeno utilizou-se a média geométrica de sSnRNA
U6 (RNA nuclear pequeno nao codificante-001973) e miR-16 (000391).
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Figura 3.3 — Template da placa customizada de qRT-PCR

3.8. Cultura de células

Na cultura de células utilizamos células musculares atriais de comundongo
— HL-1, que tem sido extensivamente usada para avaliar mecanismos relacionados a
hipertrofia de miocitos cardiacos (37,38), as quais foram cultivadas a 37,5°C e 5% de
atmosfera CO2 no meio Claycomb. As células foram submetidas a suplementacao de
2mM de L-Glutamina, penicilina-estreptomicina a 10% na auséncia ou presenca de
100 uM de norepinefrina por 2 semanas em gelatina-fibronectina [0.02 % (w/v)
gelatina; 5 mg/ml fibronectina]. Posteriormente elas foram transfectadas com miR-
145-5p mimético, anti-miR-145-5p ou mirRNA negativo. Na transfecgéo utilizamos o
reagente Lipofectamine 2000. Apds 48 horas da transfecgdo as células foram

coletadas para analise em triplicata.
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O RNA total dos miécitos cardiacos foram isolados utilizando o Kit Mirvana
Paris (Applied Biosystems CA). Para a andlise do RT-PCR utilizou-se o StepOnePlus
(ThermoFisher). Como controle enddgeno dos marcadores de hipertrofia Nppb
(peptideo natriurético tipo B) e Nppa (peptideo natriurético tipo A) utilizou-se o Gapdh
(Mm99999915 g1). Para normalizar a expressao do miR-145-5p utilizou-se como

controle endégeno o snRNA U6.

3.9. Método estatistico e calculo da amostra

As variadveis continuas com distribuicdo normal e ndo normal foram
avaliadas pelo teste t de Student ndo pareado e pelo teste U de Mann-Whitney,
respectivamente. As varidaveis categoricas foram avaliadas com o teste do qui-
quadrado. Para as variaveis continuas derivadas dos ensaios celulares utilizamos a
variancia unidirecional (ANOVA) e teste de Tukey. Na correlag@o entre as variaveis
ecocardiograficas e a expressao log-transformada de miRNAs utilizamos o método de
Pearson.

A analise de regressdo linear multivariada avaliou a associacdo da
expressdo log-transformada de miRNAs circulantes com padrdes geométricos de
HVE, IMVE e VE na coorte de validacéo, ajustando para variaveis que foram relatadas
como potenciais influenciadores do remodelamento do VE, tais como: idade, sexo,
diabetes, indice de massa corporal, pressao arterial sistélica, creatinina, tabagismo e
classes de anti-hipertensivos. As correlacdes e as diferencas foram consideradas
significativas quando p<0,05. O software SPSS (SPSS 15.0) foi utilizado nas analises

estatisticas.

3.10. Anélise de enriqguecimento de genes

No intuito de complementar a pesquisa e melhor compreender a relevancia
bioldgica dos miRNAs que se apresentaram diferencialmente expressos, realizamos
uma analise de enriquecimento de genes. Essa analise foi realizada com os miRNAs
diferencialmente expressos correlacionados aos pacientes hipertensos com e sem
HVE. Utilizou-se a plataforma de codigo aberto miRWalk 2.0, onde é possivel a
comparacao de alvos preditos por até doze algoritimos reunindo dados de diferentes

databases. Foram considerados como possiveis alvos de miRNAs apenas genes
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descritos em pelo menos quatro das cinco databases (miRWalk, miRanda, RNA22,
TargetScan e miRDB). Para a determinacao das vias de enriquecimento utilizamos o
banco on-line DAVID — Database for Annotation, Visualization and Integrated
Discovery.



32

4. RESULTADOS

1.

Os resultados da presente tese estado apresentados no seguinte artigo:

“Relationship between circulating microRNAs and left ventricular
hypertrophy in hypertensive patients”. Lopes ECP, Paim LR, Carvalho-
Romano LFRS, Marques ER, Minin EOZ, Vegian CFL, Pio-Magalhdes JA,
Velloso LA, Coelho-Filho OR, Sposito AC, Matos-Souza JR, Nadruz W,
Schreiber R. Frontiers in Cardiovascular Medicine, April 2022, volume 9, article
798954. doi: 10.3389/fcvm.2022.798954.
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Relationship between circulating microRNAs and left ventricular hypertrophy in

hypertensive patients.

Elisangela C. P. Lopes, Layde R. Paim, Luis F. R. S. Carvalho-Romano, Edmilson R.
Marques, Eduarda O. Z. Minin, Camila F. L. Vegian, José A. Pio-Magalhaes, Licio A.
Velloso, Otavio R. Coelho-Filho, Andrei C. Sposito, José R. Matos-Souza, Wilson

Nadruz, Roberto Schreiber.

Department of Internal Medicine, School of Medical Sciences, State University of

Campinas, Sao Paulo, Brazil

Objective: Left ventricular hypertrophy (LVH) is a common complication of
hypertension and microRNAs (miRNAs) are considered to play an important role in
cardiac hypertrophy development. This study evaluated the relationship between
circulating miRNAs and LVH in hypertensive patients.

Methods: Two cohorts [exploratory (n = 42) and validation (n = 297)] of hypertensive
patients were evaluated by clinical, laboratory and echocardiography analysis. The
serum expression of 754 miRNAs in the exploratory cohort and 6 miRNAs in the
validation cohort was evaluated by the TagMan OpenArray® system and quantitative
polymerase chain reaction, respectively.

Results: Among the 754 analyzed miRNAs, ten miRNAs (miR-30a-5p, miR-let7c, miR-
92a, miR-451, miR-145-5p, miR-185, miR-338, miR-296, miR-375, and miR-10) had
differential expression between individuals with and without LVH in the exploratory
cohort. Results of multivariable regression analysis adjusted for confounding variables
showed that three miRNAs (miR-145-5p, miR-451, and miR-let7c) were independently
associated with LVH and left ventricular mass index in the validation cohort. Functional
enrichment analysis demonstrated that these three miRNAs can regulate various
genes and pathways related to cardiac remodeling. Furthermore, in vitro experiments
using cardiac myocytes demonstrated that miR-145-5p mimic transfection up-
regulated the expression of brain and atrial natriuretic peptide genes, which are
markers of cardiac hypertrophy, while anti-miR-145-5p transfection abrogated the

expression of these genes in response to norepinephrine stimulus.
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Conclusions: Our data demonstrated that circulating levels of several miRNAs, in
particular miR-145-5p, miR-451, and let7c, were associated with LVH in hypertensive
patients, indicating that these miRNAS may be potential circulating biomarkers or

involved in hypertension-induced LV remodeling.

Introduction

Hypertension is characterized by high blood pressure (BP) levels and is associated
with target-organs damage and increased risk of cardiovascular events (1-3).
Sustained BP elevation increases left ventricular (LV) wall tension, and may commonly
lead to a compensatory increase in LV mass (LVM), known as left ventricular
hypertrophy (LVH). Importantly, LVH is associated with an increased risk of
cardiovascular morbidity and mortality (4, 5).

Alternative factors, including genetic (6), epigenetic (7) and environmental (8) factors,
can contribute to LVH. MicroRNAs (miRNAs) are a class of small non-coding RNAs
that modulate gene expression at the post-transcriptional level. They are believed to
comprise about 1% to 5% of the human genome, and currently at least 2,654 mature
MiRNA sequences have been described (9). Several studies in humans and
experimental models have suggested an important role of miRNAs in cardiac
hypertrophy (10), but little is known regarding the impact of miRNAs on hypertension-
induced LV remodeling. In this regard, an association between selected circulating
mMiRNAs and LVM has been reported in hypertensive individuals (11-15).

This study aimed at identifying circulating miRNAs related to LVH in hypertensive
individuals and evaluating the functional role of selected miRNAs on markers of cardiac

myocyte hypertrophy in vitro.

Materials and Methods

Additional detailed methods are included in the Supplementary Data.

The authors declare that all supporting data are available within the article (and in the

Data Supplement).

Study Populations
The present study included two cohorts of consecutive hypertensive patients followed
at the Hypertension Outpatient Clinic of the Clinics Hospital of the University of

Campinas who were enrolled from 2018 to 2019. The exploratory cohort included 42
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patients (26 with LVH and 16 without LVH) and the validation cohort comprised 297
patients (162 with LVH and 135 without LVH). Exclusion criteria were age under 18
years, identifiable causes of secondary hypertension, evidence of significant cardiac
valve disease and hypertrophic cardiomyopathy. The research was carried out in
accordance with the Declaration of Helsinki. This study was approved by the Human
Research Ethics Committee of the University of Campinas, and all patients gave

written informed consent to participate.

Clinical, Laboratory, and Echocardiography Data

Clinical data were gathered from each participant and included information on: age,
sex, smoking, hypertension, diabetes mellitus, use of antihypertensive medications,
body mass index (BMI), BP, heart rate. BP and heart rate were measured in the sitting
position using a validated digital oscillometric device (HEM-705CP; Omron Healthcare,
Kyoto, Japan) with appropriate cuff sizes. BMI was calculated as body weight divided
by height squared (kg/m?). Fasting low density lipoprotein (LDL)-cholesterol, high-
density lipoprotein (HDL)-cholesterol, triglycerides, creatinine, and glucose levels were
measured using standard laboratory techniques. Hypertension was defined as systolic
BP 2140 mmHg or diastolic 290 mmHg or use of antihypertensive medications.
Diabetes mellitus was diagnosed if fasting blood glucose was =126 mg/dl or when
participants were taking hypoglycemic medications.

Echocardiography was performed by a single physician using a Vivid q device (General
Electric, Milwaukee, Wisconsin, USA) equipped with a 3S-RS transducer, as
previously described (16—-18). LVMI was calculated as LV mass/body surface area.
Relative wall thickness (RWT) was measured as 2 posterior wall thickness/LV diastolic
diameter. LVH was defined as LVMI 295 g/m? and = 115 g/m? in women and men,
respectively. LV geometric patterns were defined as follows: normal geometry (No LVH
and RWT <0.42), concentric remodeling (No LVH and RWT >0.42), eccentric
hypertrophy (LVH and RWT <0.42) and concentric hypertrophy (LVH and RWT >0.42).
LV ejection fraction was estimated by the Simpson's method.

Extraction and Analysis of Serum miRNA Expression
Samples from both cohorts were extracted using the miRNeasy Serum/Plasma Kit
(Qiagen). The quality of miRNA was assessed by measuring the percentage of

mMiRNAs in the amount of small RNA using a Bioanalyzer 2,100 (Agilent, Santa Clara,
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CA), as previously reported (19). In the exploratory cohort, the miRNA profile was
analyzed by the TagMan OpenArray Human MicroRNA system, a quantitative
polymerase chain reaction (QPCR)-based miRNA array platform that contains 754
microRNAs on a microfluidic platform across two sets of primer pools, panel A and B
(LifeTechnologies). Data were normalized using the global normalization method as
suggested by the manufacturer and previous reports (20). Six circulating miRNAs with
the highest fold change in the exploratory study were chosen for the validation in the
validation cohort by gRT-PCR using a customized plate (LifeTechnologies). Reverse
transcription was performed using the SuperScript®lll First Strand Synthesis Kit.
Specific mMiRNA PCR primers were synthesized by Life Technologies. Real-time PCR
assays were performed with the TagMan Master Mix (Life Technologies) on a 7900HT
FAST Real- Time PCR System (Life Technologies). The comparative Ct (AACt)
method to quantify relative gene expression was used, and fold change (FC) was
calculated as FC = 2- 22Ct where Ct is defined as the PCR cycle number at which the
fluorescence meets the threshold in the amplification plot (21). Data were normalized
using a geometric mean of U6 snRNA (non-coding small nuclear RNA) and miR-16 as

the housekeeping genes.

Gene Set Enrichment Analysis

To understand the biological relevance of differentially expressed miRNAs, we
performed functional enrichment analysis. The miRNAs differentially expressed
between patients with and without LVH that significantly correlated with LVMI were
uploaded into miRWalk (version 2) (22). To strengthen the data, only mRNAs predicted
in at least four of five tools (miRanda, miRDB, miRWalk, RNA22, and TargetScan)
were considered as possible miRNA targets. We used the Database for Annotation,
Visualization, and Integrated Discovery (DAVID) to determine the enriched pathways.
Only pathways with more than 10 genes, fold enrichment >1.5, and Fisher's exact

test p-value < 0.05 were considered (23).

HL-1 Cells Culture and miRNA Transfection

We used the adult mouse atrial muscle cell line HL-1, which has been extensively used
to assess mechanisms related to cardiac myocyte hypertrophy (24, 25), to evaluate
the functional impact of selected miRNAs. HL-1 cells were cultured at 37°C and 5%

CO2 atmosphere in Claycomb medium (Sigma, 51800C) supplemented with 2 mM L-
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Glutamine (Sigma, G7513), penicillin-streptomycin (Sigma, P4333) and 10 %(v/v) FCS
(Sigma; F2442) in the absence or presence of 100 yM of norepinephrine (Sigma,
A0937) as a hypertrophic stimulus (26, 27) for 2 weeks (28) on gelatin-fibronectin [0.02
% (w/v) gelatin; 5 mg/ml fibronectin] (Sigma, F1141) pre-coated plates (29). Then, HL-
1 cells were transiently transfected with miR-145-5p mimetic, anti-miR-145-5p or
negative control miRNA (Applied Biosystems, ThermoFisher Scientific, Grand Island,
NY) at final concentrations of 30 nM. This assay was carried out using the
Lipofectamine 2000 Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA) following the manufacturer's
instructions. Cells were harvested for subsequent analyses 48 h after the transfection.

All transfection experiments were carried out in triplicate.

Real-Time Quantitative PCR Analysis From Cells Culture

For detecting the in vitro expression of miRNAs and markers of cardiac myocyte
hypertrophy, total RNA from cardiac myocytes was isolated using Mirvana Paris Kit
(Applied Biosystems, CA). We evaluated the expression of brain natriuretic peptide
(Nppb) and atrial natriuretic peptide (Nppa) genes, which are markers of cardiac
myocyte hypertrophy, and miR-145-5p using the TagMan Gene Expression Assays Kit
(Applied Biosystems, CA). The polymerase chain reaction was performed in a
StepOnePlus ™ System (ThermoFisher) real-time PCR system. Gapdh
(Mm99999915 g1) was used as endogenous control for Nppb and Nppa expression,

while U6 snRNA was used to normalize miR-145-5p expression.

Statistical Analysis

Continuous variables with normal or non-normal distribution are presented as mean +
standard deviation (SD) or median [25th, 75th percentiles]. Differences in continuous
variables with normal or non-normal distribution between the studied groups (with and
without LVH) were evaluated by unpaired student's t-test and Mann-Whitney U-test,
respectively. Chi-square test was used to compare categorical variables. Differences
in continuous variables derived from cell assays were evaluated by one-way analysis
of variance (ANOVA) followed by the Tukey test. The correlation between
echocardiographic variables and log-transformed expression of mMiIRNAs was
assessed by the Person's Method. Multivariable linear regression analysis evaluated
the association of log-transformed expression of circulating miRNAs with LVH, LVMI,

and LV geometric patterns in the validation cohort, adjusting for variables that have
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been reported to influence LV remodeling: age, sex, diabetes, body mass index,
systolic blood pressure, creatinine, smoking, and antihypertensive classes (5). p-value
< 0.05 was considered statistically significant. SPSS 15.0 software was used for

statistical analyses.

Results

Clinical Characteristics of Participants

The characteristics of the exploratory cohort (n = 42; 57.7 £ 8.5 years, 52% males) and
the validation cohort (n= 297; 61.3 £ 12.1 years, 43% males) are shown in

the Supplementary Table S1. The cohorts had similar characteristics except for higher

BP and rates of diabetes and use of diuretics, greater LV wall thickness and relative
wall thickness values, and lower LDL-cholesterol levels in the validation cohort.

Clinical, laboratory, and echocardiographic features of the exploratory and validation
cohorts according to the presence or not of LVH are presented in Table 1. There were
no differences in clinical and laboratory characteristics between participants according
to LVH status, except for greater systolic BP and creatinine levels in LVH patients of
the validation cohort compared with those without LVH. In addition, patients with LVH

had greater LV dimensions, LV mass and RWT than those without LVH in both cohorts.

Characteristics Exploratory cohort Validation cohort
No LVH (n = 16) LVH (n = 26) P No LVH (n = 135) LVH (n = 162) P

Age, years 56.5+8.2 584 +8.8 0.49 599+ 129 624+ 11.3 0.09
Sex (Male/Female) 7/9 15/11 0.38 62/73 66/96 0.37
Smokers, (%) 2(12) 6(23) 0.66 16 (12) 17 (11) 0.85
Diabetics, (%) 4 (25) 13 (50) 0.21 76 (56) 98 (60) 0.54
Body mass index, kg/m? 289+ 4.6 208+ 46 0.53 30.0+ 6.0 304 +5.4 0.54
LDL-cholesterol, mg/dL. 105 + 40 117 £29 0.30 91+ 33 94 + 33 0.40
HDL-cholesterol, mg/dL 48 + 14 48 £ 11 0.93 46 £ 12 46 + 13 0.95
Triglycerides, mg/dL 110 (78, 181] 139 (94, 212] 0.21 123 [86, 180] 124 [90, 175) 0.94
Glucose, mg/dL 99 (86, 114] 100 [92, 137) 0.40 101 [91, 117] 102 [0, 130) 0.73
Creatinine, mg/dL 0.90 [0.76, 0.94] 0.89 [0.74, 1.07) 0.86 0.88[0.73, 1.07] 0.99 [0.76, 1.20) 0.030
Systolic blood pressure, mm Hg 137.1 £ 21.1 1423 +£ 195 0.42 144.8 +£ 239 1623 £ 25.4 0.010
Diastolic blood pressure, mm Hg 735+ 111 784+ 143 0.25 822+ 151 844+ 153 0.23
Diuretics, n (%) 12 (75) 20(77) 0.88 66 (49) 90 (55) 0.30
CCB, n (%) 9 (56) 13 (50) 0.94 54 (40) 78 (48) 0.20
B-Blockers, n (%) 8 (50) 13 (50) 0.99 59 (44) 70 (43) 0.93
ACEl or ARB, n (%) 12 (75) 21(81) 0.95 118 (87) 143 (88) 0.96
Interventricular septum thickness, mm 89+06 107 +13 <0.001 94+1.2 114+16 <0.001
Posterior wall thickness, mm 89+06 10.6 £ 1.1 <0.001 95+ 1.2 113+ 13 <0.001
LV end-diastolic diameter, mm 476+25 51.0+53 0.026 470+ 4.4 519+ 64 <0.001
LV ejection fraction, % 689 +5.8 65.1+44 0.043 67.5+ 6.8 63.2 + 10.9 <0.001
Relative wall thickness, mm 0.37 £0.03 0.42 +0.01 0.004 0.41 £0.06 0.44 +0.07 <0.001
LV mass index, g/m? 89.6 +6.3 1388 £ 4.7 <0.001 85.7 +£13.7 133.1 £28.7 <0.001

Continuous data with normal and non-normal distribution are presented as mean =+ standard deviation and median [25th, 75th percentiles]. ACEl or ARB, angiotensin-converting enzyme
inhibitors or angiotensin receptor blockers; CCB, calcium channel blockers; HDL, high density lipoprotein; LDL, low density lipoprotein; LV, left ventricular; LVH, left ventricular hypertrophy.
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Table 1. Clinical, laboratory and echocardiographic characteristics of the cohorts.

MicroRNA Expression Levels and LV Remodeling in Exploratory and Validation
Cohorts

The analysis of serum expression of 754 miRNAs using the OpenArray MicroRNA
System in the exploratory cohort showed that 357 miRNAs were expressed in at least
one of the two groups (with and without LVH). For the differential analysis, only 122
MIRNAS that were expressed in at least 50% of the participants within each group
were considered (Supplementary Table S2). Of these, 10 miRNAs (miR-30a-5p, miR-
let7c, miR-92a, miR-451, miR-145-5p, miR-185, miR-338, miR-296, miR-375 and miR-

10) were significantly upregulated in patients with LVH compared with those without

LVH (Eigure 1A, Supplementary Table S3 and Figure S1). Of these 10 miRNAS, six

mMiRNAs with the highest fold change in the exploratory study (miR-30a-5p, miR-let7c,
miR-92a, miR-451, miR-145-5p, miR-185) were chosen to have their serum expression
measured by gRT-PCR in the validation cohort. All except one miRNA (miR-185)
showed higher expression in LVH patients when compared with those without LVH in

the validation cohort (Figure 1B and Supplementary Table S3). Bivariate correlation

analysis was then performed to evaluate the relationship of circulating miRNAs with
LVMI in the validation cohort. Of the six tested miRNAs, miR-145-5p (r = 0.153; p =
0.011), miR-451 (r =0.162; p =0.016) and miR-let7c (r = 0.242; p < 0.001) significantly
correlated with LVMI, while miR-92a (r = 0.098; p = 0.10), miR30a-5p (r = 0.093; p =
0.12) and miR-185 (r = —-0.155; p = 0.07) did not. Systolic BP was positively correlated
with miR-30a-5p (r = 0.146; p = 0.015) and miR-451 (r = 0.213; p = 0.002), while no
correlation between the studied miRNAs and the presence of diabetes was observed
(Supplemental Table S4).
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Figure 1. Differential expression analysis of miRNAs obtained in serum of hypertensive
patients. (A) Differentially expressed serum miRNAs (fold change) in patients with left ventricular
hypertrophy (LVH) compared with patients without LVH in the exploratory cohort. (B) Differentially
expressed serum miRNAs (fold change) in patients with LVH compared with patients without LVH in the
validation cohort. Box and whisker plots are represented for each miRNA and indicate the fold change
in expression of LVH patients compared with patients without LVH. p-values from independent Mann-
Whitney test are presented. tp < 0.001; *p < 0.05.

Results of multivariable linear regression analyses adjusted for potentially relevant
confounders (age, sex, body mass index, systolic blood pressure, diabetes mellitus,
creatinine, smoking, and antihypertensive medications) showed that miR-30a-5p, miR-
let7c, miR-92a, miR-451, miR-145-5p remained associated with LVH, while only miR-
145-5p, miR-let7c, and miR-451 showed an independent association with LVMI in the
validation cohort (Supplementary Table S5). As a secondary analysis, we evaluated
the relationship between LV geometric patterns and selected miRNAs (miR-30a-5p,
miR-let7c, miR-92a, miR-451, miR-145-5p, miR-185) adjusted for potential
confounders in the validation cohort. Compared with the normal geometric pattern,
patients with concentric hypertrophy had greater expression of miR-let7c, miR-92a,
miR-145-5p, miR-30a-5p, and miR-451, while patients with eccentric hypertrophy had
greater expression of miR-let7c and miR-145-5p (Supplementary Table S6).

Gene Set Enrichment Analysis

Using the miIRWALK?2.0 software, 1030 predicted genes were identified to be targeted
by the three miRNAs that were associated with both LVH and LVMI (miR-145-5p, miR-
let7c and miR-451). The number of genes targeted by each of the miRNAs is shown
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in the Venn diagram presented in Figure 2A. Figure 2B shows the predicted pathways

of the aforementioned miRNAs. Pathways related to cardiac remodeling and vascular
diseases, and metabolic and inflammatory pathways were predicted, including calcium

and adrenergic signaling pathways, focal adhesion and hypertrophic cardiomyopathy.
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Figure 2. Pathway enrichment analysis of predicted target genes. (A) Gene ontology analysis for the
three miRNAs (miR-145-5p, miR-451 and miR-let7c) that correlated with both LVH and LVMI in the
validation cohort. Venn's diagram of genes targeted by each of the three miRNAs with p < 0.05. (B)-
Gene set enrichment analyses of pathways targeted by miR-145-5p, miR-451 and miR-let7c.
Overexpression of miR-145-5p Increases Hypertrophic Genes

Due to controversial results in the literature (30—-32), we decided to assess whether
miR-145 is involved in the regulation of cardiac myocyte hypertrophy in vitro. We first
evaluated the expression of this miRNA in HL-1-cells. We found that miR-145-5p was
constitutively expressed in these cells and that its expression increased by = 3-fold
after norepinephrine stimulus and by =10-fold after transfection with miR-145-5p mimic
(Figure 3A). The expression of Nppa and Nppb significantly increased in HL-1-cells
transfected with miR-145-5p mimic (30nM) and in response to norepinephrine (Eigures
3B,C). By contrast, transfection of anti-miR-145-5p (30nM) markedly decreased
norepinephrine-induced expression of Nppa and Nppb when compared with cells

transfected with negative control (Eigures 3B,C).
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Figure 3. Effects of miR-145-5p on cardiac myocyte hypertrophy. (A) The mRNA levels of miR-145-5p
were increased in HL-1 cells treated with norepinephrine or transfected with miR-145-5p mimic (30 nM).
Relative miR-145-5p expression corresponded to average expressions (fold change) normalized to
U6. (B,C) HL-1 cells transfected with miR-145-5p mimic (30 nM) increased the mRNA level of Nppa
(atrial natriuretic peptide gene) and Nppb (brain natriuretic peptide gene), while transfection with miR-
145-5p inhibitor (30 nM) abrogated norepinephrine-induced increases in Nppa and Nppb. Relative
expressions of hypertrophy markers were expressed as the average expressions (fold change)
normalized to Glyceraldehyde-3-posphate dehydrogenase (GAPDH), by RT-PCR analysis. Data are
presented as mean = SEM (n = 3). Differences in the expression of Nppa, Nppb and miR-145 were
assessed by one-way ANOVA and Tukey post hoc test. *p < 0.05; **p < 0.001.

Discussion

In the present study, three main results were reported. First, we found a differential
expression of 10 miRNAs from 754 studied miRNAs between hypertensive patients
with and without LVH in an exploratory cohort. Second, we confirmed a differential
expression of 5 mMiRNAs (miR-30a-5p, miR-let7c, miR-92a, miR-451, and miR-145-5p)
in an extended sample of hypertensive patients (validation cohort). Of these miRNAs,
miR-145-5p, miR-451, and let7-c expression levels were significantly associated with
both LVH and LVMI even after adjusting for relevant confounders. Third, results of cell
culture assays demonstrated a role of miR-145-5p in the development of cardiac
myocyte hypertrophy. These findings provide novel evidence regarding the potential
value of previously undisclosed miRNAs as circulating biomarkers or potential

mediators of hypertension-induced LV remodeling.

Several studies have suggested that miRNAs play an important role in the LV
remodeling and may also serve as circulating biomarkers of LVH (11, 33, 34).
However, the knowledge regarding the relationship between circulating miRNAs and
LVH in hypertensive individuals is scarce and has been restricted to the evaluation of
a small number of pre-selected miRNAs in small samples of patients. In this regard,
relationships between LVMI and circulating levels of miR-1, miR-133a, miR-26b, miR-
208b, miR-499, and miR-21, miR-9 (12), miR-30e (13), miR-27b (14), miR-29 (15),
miR-7, and miR-26 (34) have been reported. Notably, none of these miRNAs showed
an association with LVH in our study. These divergences could be explained by
differences in sample size, and in ethnic and clinical characteristics among the studied

samples, and reinforce the need of confirmatory studies in alternative populations. It is
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also worth mentioning that the miRNAs which were associated with LVH in our
validation cohort were derived from the evaluation of 754 miRNAs in an exploratory
sample of 42 hypertensive individuals, thus strengthening the validity of our findings.
In our analysis, there was a significant association of circulating miR-145-5p levels with
LVMI and LVH. We then evaluated the impact of this miRNA on cardiac myocyte
hypertrophy in vitro. The results of cell assays showed that treatment with
norepinephrine, a hypertrophic stimulus, increased the expression of miR-145-5p,
while overexpression of miR-145-5p also upregulated the expression of markers of
cardiac myocyte hypertrophy. In addition, transfection of anti-miR-145-5p markedly
decreased norepinephrine-induced expression of cardiac myocyte hypertrophy
markers. These data support the notion that miR-145-5p may play a role in the
pathophysiology of cardiac myocyte hypertrophy. Conversely, our findings are in
contrast with previous in vitro studies which showed that miR-145 transfection
attenuated isoproterenol- and angiotensin ll-induced cardiac myocyte hypertrophy
(30, 31) but in agreement with the results of Xu et al. (32) who showed that miR-145
expression increases in induced hypertrophic cardiomyocytes by angiotensin Il. The
reasons for these discrepancies are not clear, but it is possible that differences in the
experimental protocol among the studies might have played a role in this regard. In our
protocol, HL-1 cells were treated or not with norepinephrine for 2 weeks, transfected
with miR-145-5p or miR-145-5p antagonist, and then analyzed 48 h after. In the study
by Lin et al. (30) H9C2 cells were overexpressed with miR-145-5p for 6 h, and then
treated with Angiotensin-Il for 24 h before analyses, while in the study by Li et al.,
neonatal rat cardiac myocytes from 1-day-old Sprague—Dawley rats were transfected
with miR-145 adenovirus for 48 h, and then stimulated with isoproterenol for 24 h
before analyses (31). Regardless of the divergences in the results of in vitro studies,
our findings provide novel evidence that miR-145-5p may be a circulating marker of LV
hypertrophy among hypertensive individuals.

Our data showed that not only miR-145-5p, but also miR-30a-5p, miR-let7c, miR-92a,
miR-451 had an independent relationship with LVH in both validation and exploratory
cohorts. Notably, these latter 4 miRNAs (miR-30a-5p, miR-let7c, miR-92a, miR-451)
have been previously reported to be involved in adverse cardiac remodeling in
experimental models (35—-38). In addition, we found that only miR-145-5p, miR-let7c,
and miR-451 were related to both LVH and LVMI, and therefore could be more

specifically involved in the development of hypertension-induced LV hypertrophy. To
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better understand the biological relevance of these three miRNAs, functional
enrichment analysis was performed aiming at identifying their targeted genes and
pathways. We found that these miRNAs regulate genes and pathways related to
cardiac remodeling and vascular diseases, including metabolic, inflammatory, focal
adhesion, calcium and adrenergic signaling pathways. Overall, the current findings
suggest that miR-145-5p, miR-let7c, and miR-451 comprise an attractive group of
mMiRNAs that might play a role in hypertension-induced LV remodeling and could
emerge as potential biomarkers or therapeutic targets in this regard.

Hypertension is classically assumed to induce LV concentric hypertrophy due to
increases in LV wall stress (5). However, several other factors, including hemodynamic
variables, as well as acquired and genetic factors may modulate LV geometry in
hypertensive individuals, resulting in alternative LV geometric patterns, such as
eccentric hypertrophy (5, 39). Available evidence obtained in experimental and clinical
settings has also suggested that miRNAs may play a role in the development of LV
geometric patterns (11, 40, 41). In our study, we found that patients with eccentric
hypertrophy had increased expression of miR-miR-let7c, and miR-145-5p, while those
with concentric hypertrophy had higher expression of miR-let7c, miR-92a, miR-145-
5p, miR-30a-5p, and miR-451. As far as we know, this is the first study to describe the
expression of these aforementioned miRNAs as a function of LV geometric patterns in
hypertensive patients and further indicate that the assessment of LV geometry can
also be a target in studies focusing on the role of miRNAS in hypertension-induced LV
remodeling.

We acknowledge that our study has some limitations. First, we only selected six
mMiRNAs for validation among the miRNAs that were differentially expressed between
hypertensive patients with and without LVH in the exploratory cohort. Therefore, further
studies should be performed to validate the remaining miRNAs whose expression was
different between the two groups. Second, as any cross-sectional study, the influence
of residual confounding cannot be excluded and the association between miRNAs and
LV structural parameters cannot be assumed to be causal. Third, it is possible that the
use of antihypertensive medications and clinical characteristics might have influenced
our findings. In order to overcome this limitation, we included each antihypertensive
class and potential relevant clinical confounders as independent variables in
multivariable analyses regarding the validation cohort. Conversely, because the major

aim of the exploratory cohort was to perform miRNA mining and due to its smaller
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number of enrolled patients, we opted to only perform unadjusted analyses for the
relationship of miRNAs with LVH in this cohort.

In conclusion, starting from an analysis of 754 miRNAs, we found that the circulating
levels of three miRNAs (miR-145-5p, miR-451, and let7-c) were associated with LVH
and left ventricular mass index in hypertensive individuals. Furthermore, in
vitro studies showed that miR-145-5p may have a pro-hypertrophic effect on cardiac
myocytes. These findings suggest that miR-451 and let7c, and especially miR-145-5p,
may be potential circulating biomarkers or may be involved hypertension-induced LV

remodeling.
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5. DISCUSSAO GERAL

O presente estudo foi fragmentado em trés etapas, onde na coorte
exploratoria foram avaliadas as expressdes séricas de 754 microRNAs em 42
pacientes hipertensos que apresentavam ou nédo hipertrofia do ventriculo esquerdo
(26 com HVE e 16 sem HVE). Dentre os 754 miRNAs, 357 miRNAs foram expressos
em pelo menos um dos dois grupos (com e sem HVE) e 122 foram expressos em pelo
menos 50% dos participantes dentro de cada grupo na coorte exploratéria. Destes, 10
apresentaram expressao significativamente alterada quando comparados 0s grupos
com e sem HVE. Na coorte de validacao, a partir dos resultados obtidos na coorte
exploratdria, avaliou-se a expressao de seis microRNAs (miR-30a-5p, miR-let7c, miR-
92a, miR-451, miR-145-5p e miR-185) em 297 pacientes hipertensos, sendo 162 com
HVE e 135 sem HVE. Dos seis miRNAs inicialmente avaliados cinco (miR-30a-5p,
miR-let7c, miR-92a, miR-451 e o miR-145-5p) confirmaram alteragédo significativa na
expressdo quando comparados os grupos com e sem HVE. A terceira etapa
contemplou o cultivo de células a fim de avaliar o papel do miR-145-5p no
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca e constatou-se que na presenca do
mimetizador miR-145-5p a expressdo dos marcadores de hipertrofia Nppa e Nppb
ficou até 8 vezes maior quando comparado aos grupos negativos ou com inibidor do
miR-145-5p.

O miR-185 nado apresentou expressao diferencialmente significativa na
coorte de validagcdo quando comparados os grupos hipertensos com e sem HVE. Kim
JO e et al, constararam em seu estudo realizado com midcitos ventriculares de ratos
neonatos que a expressao do miR-185 possui potencialmente um papel anti-
hipertrofico no coracdo, uma vez que sua regulacédo negativa apresentou efeitos pro-
hipertroficos no coracédo (39). J& no estudo de Lin R e et al, o mir-185-5p apresentou-
se como um potencial regulador de fibrose miocéardica, doenca que, assim como a
HVE, pode levar a insuficiéncia cardiaca (40).

Estudos apontam que a superexpressao do miR-92a é observada em
pacientes com desenvolvimento de tumores malignos, devido ao envolvimento na
proliferacédo celular, invaséo e metastase e inibicdo de apoptose (41). Em seu estudo
Schee C et al (42), apontaram uma expressao aumentada do miR-92a em pacientes

com cancer retal. Shigoka M e et al, associaram a super expressao do miR-92a ao
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carcinoma hepato celular (43). Em pacientes hipertensos, pesquisas demonstraram
gue a expressao aumentada do miR-92a pode estar associado ao desenvolvimento
de placas aterosclerética, podendo funcionar como biomarcador dessa condi¢cao
clinica (32,44). O presente estudo é o Unico, de nosso conhecimento, que avaliou a
expressao de miR-92a em pacientes com HVE.

O miR-30a-5p quando com expresséao reduzida esta relacionado ao cancer
de pulmao de células ndo pequenas e sua subexpressdo foi associado a variaveis
clinicas mais agressivas em pacientes com cancer colorretal (45,46). No estudo de
Ding H e et al (47), o miR-30a-5p apresentou expressdo aumentada em pacientes
com insuficiéncia cardiaca quando comparado ao grupo controle sem insuficiéncia
cardiaca, e assim como em nosso estudo a expressao aumentada desse microRNA
foi encontrada nos pacientes com HVE o que corrobora com outros estudos onde esse
mMiRNA esta associado a doencgas cardiovasculares.

Assim como descrito para os miRNAs abordados acima, existem relatos na
literatura sobre o envolvimento do miR-451 com o desenvolvimento de alguns tipos
de cancer (48,49). O miR-451 esta envolvido em processos fisioldgicos e patoldgicos
relacionados ao cancer como proliferacao, apoptose a angiogénese (48). No presente
estudo, observamos um aumento na expressao do miR-451 em pacientes com HVE.
Marques FZ et al (50) também demonstraram o aumento na expressao deste miRNA
em amostras de coértex renal de pacientes hipertensos e Kuwabara Y et al (51)
demonstraram o0 aumento na expressao de miR-451 na cardiomiopatia diabética em
ratos, enquanto Sonsoz MR et al (52), observou aumento na expressao deste miRNA
em pacientes com cardiomiopatia hipertrofica.

O miR-145-5p foi associado ao IMVE e HVE em nosso estudo. Seu impacto
também foi avaliado na hipertrofia de miécitos cardiacos in vitro. Observamos que
com o tratamento de norepinefrina a expressdo do miR-145-5p aumentou e que com
a expressdo aumentada desse microRNA também obtivemos aumento na expressao
dos marcadores de hipertrofia dos miocitos cardiacos. Com a transfecc¢ao do anti-miR-
145-5p obtivemos uma diminuicdo na expressdo induzida pela norepinefrina de
marcadores de hipertrofia de miécitos cardiacos. Esses resultados embasam a ideia
de que o miR-145-5p pode desempenhar um papel importante na fisiopatologia da
hipertrofia de midcitos cardiacos. Estudos anteriores realizados in vitro (53,54)
mostraram que a transfeccdo do miR-145 atenuou a hipertrofia de midcitos cardiacos

induzida por isoprotenerol e angiotensina Il, 0 que vem em desencontro aos n0Ssos
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achados. E possivel que essa divergéncia ocorra devido principalmente as diferencas
de protocolo, uma vez que em nosso estudo as células HL-1 foram tratadas com
noripinefrina por 2 semanas, transfectadas com o antagonista miR-145-5p ou com o
miR-145-5p e analisadas apds 48 horas. J& nés outros dois estudos os protocolos
utilizados eram diferentes e as células H9C2 foram tratadas por um tempo menor, 0
gue pode explicar a diferenca encontrada.

Estudos mostraram relacédo entre o IMVE e os niveis circulantes do miR-
30e (55), miR-29 (56), miR-27b (57), miR-7, miR-26 (58), miR-1, miR-26b, miR-208b,
mMiR-499, miR-21 e miR-9 (59). Em nossa pesquisa esses microRNAs né&o
apresentaram associacdo com a HVE. Tais divergéncias podem ser explicadas pela
diferenca no tamanho da amostragem e pelas diferencas étnicas e clinicas entre os
grupos, o que reforca a necessidade de estudos confirmatdrios em populacfes
distintas.

Dos cinco microRNAs que apresentaram expressao diferenciada na coorte
de validacao, apenas o miR-145-5p, miR-let7c e miR-451 apresentaram associacao
tanto ao IMVE quanto a HVE, indicando assim que possam estar mais relacionados
no desenvolvimento da HVE induzida por hipertensdo. Um estudo de enriquecimento
funcional para identificacao de genes e vias alvo foi realizado com o intuito de entender
melhor a relevancia desses trés microRNAs e identificamos que eles regulam genes
e vias que estdo relacionadas ao remodelamento cardiaco e doencas
cardiovasculares, incluindo vias metabdlicas, inflamatérias, adeséo focal, céalcio e
sinalizacao adrenérgica.

Nosso estudo apresentou algumas limitacdes: apenas seis miRNAs foram
selecionados para a validacdo dos miRNAs que se apresentaram diferencialmente
expressos nos pacientes hipertensos com e sem hipertrofia do ventriculo esquerdo,
sendo importante que outros estudos avaliem e validem esses outros miRNAs que
apresentaram diferenga na expressao entre os dois grupos. Por se tratar de um estudo
transversal, a influéncia da confuséo residual ndo pode ser excluida e ndo podemos
assumir como causal a associacdo entre miRNAs e os parametros estruturais do VE.
E possivel, também, que o uso de medicamentos anti-hipertensivos e as
caracteristicas clinicas possam ter influenciado em nossos resultados. Essas
limitagbes foram consideradas e cada classe de anti-hipertensivo e potenciais
confundidores clinicos relevantes foram incluidos como variaveis independentes em

analises multivariaveis referentes na coorte de validagao.
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6. CONCLUSAO

De 754 microRNAs constatamos que cinco (miR-30a-5p, miR-let7c, miR-
92a, miR-451, miR-145-5p) possuem expressao aumentada em pacientes hipertensos
com hipertrofia do ventriculo esquerdo. Desses miRNAs o miR-451, miR-let7c e o miR-
145-5p foram associados tanto a hipertrofia do ventriculo esquerdo quanto ao
aumento no indice da massa do ventriculo esquerdo nesses mesmos pacientes.
Evidenciamos também o importante papel do miR-145-5p na hipertrofia de midécitos
cardiacos in vitro. Com base nesses resultados encontrados concluimos que estes
microRNAs possuem um papel importante na fisiopatologia da hipertrofia do ventriculo

esquerdo em pacientes com hipertensao arterial sistémica.
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1.1. Hipertensdo arterial sistémica e risco cardiovascularA hipertensdo arterial sistémica (HAS) & uma condigio
clinica multifatoral caracterizada por niveis elevados e sustentados de pressSo arterial. Associa-se
frequentemente a alteragies funcionais efou estruturais dos drgSos-alvo (coragSo, vasos samguineos,
encefalo, rins), com consequente aumento do risco de eventos cardiovasculares (48). A HAS & considerada
um dos principais fatores de risco modificaveis e um dos mais importantes problemas de sadde pablica. Além
disto, apresenta alta prevaléncia e baixas taxas de controle. Mo Brasil, inguéritos populacionais realizados nos
ultimos 20 anos apontaram para uma prevaléncia de HAS acima de 30%. Contudo, estima-se que menos de
20% da populagSo hipertensa brasileira esteja controlada (47).A mortalidade por doen¢a cardiovascular
aumenta progressivamente com a elevagio da pressio arterial a partir de 11575 mmHg de forma linear,
continua e independente (25). Ja em pacientes com HAS diagnosticada, ha um aumento de duas a trés vezes
na prevaléncia de doenga vascular aterosclerdtica e de eventos cardiovasculares (20) Sob esta perspectiva,
o entendimento dos mecanismos e dos fatores predisponentes gue levam aoc deservolvimento de lesoes.
de drgic-alvo associados & HAS s3o necessarios para que estratégias diagnosticas e terapéuticas mais
efetivas sejam instituidas.1.2. HAS e hiperirofia cardiacafpos agressao ao coragio, podem ocomer alteragies
moleculares, celulares e intersticiais cardiacas, que
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v30 se manifestar clinicamente por modificagbes na arguitetura, no tamanho, na massa, na geometria e na
fungio do coragio. Esse fendmeno recebe o nome de remodelamento cardiacoe (10). A HAS se acompanha,
freqientemente, de alteragies na estrutura e na forma do veniriculs esquendo que refletem fendmenos como
hipertrofia dos cardiomidcitos, proliferagio do estroma conjuntivo e rarefagio da microcirculagdo coronaria. A
elevagio sustentada da pressao arterial produz um auments da tensSo na parede do ventriculo esquerdo, o
qual pode levar a uma resposta caracierizada por aumento da massa ventricular, que & conhecida como
hipertrofia cardiaca. Essas alteragies ocomem no sentido de normalizar a tensSo na  parede ventricular e sdo
geralmente consideradas como compensatonas (24).Apesar de considerada uma resposta compensatonia ao
aumento de tens3o na parede ventricular, a hipertrofia cardiaca & tambeém fator de risco independente para
morbidade e mortalidade cardiovascular por predispor a0 desemeolvimento de insuficiéncia cardiaca, ammitmias
e fendmenos isquémicos coronarios mais graves (24). Em uma meta-analise de 20 estudos envohlvendo mais
de 48 mil pacientes, encontrou risco médio ponderado de morbidade cardiovascular associado & hiperirofia
cardiaca de 2,3 vezes (45). A massa ventricular esquerda & um fendtipo complexo influenciado pelos efeitos
interativos de militiplos fatores ambientais e genéticos. Embora a HAS seja reconhecida como a principal
determinante da hipertrofia cardiaca, a pressdo arterial explica apenas uma pequena parte da variagio
interindividual da massa ventricular esquerda. Atualmente, estima- se que a hereditanedade seja responsavel
por 30 a 70% da variabilidade da massa veniricular esquerda (1). Em fungSo destas observagies, a busca por
mecanismos genélicos que possam estar emvolvidos no desenvolvimento de hiperirofia cardiaca em
hipertensos termn sido intensa (50).1.3. HAS e ateroscleroseDe acordo com o conhecimento atual, a
aterosclerose & considerada uma doenga multifatorial, de natureza inflamatoria, que ccome em resposta ao
acimulo de lipoproteinas plasmaticas na camada intima das  ariérias (27). A doenga cardiovascular
aterosclerttica € a principal causa de morbidade e mortalidade no mundo industrializado e sua incidéncia esta
aumentando progressivamente nos paises em desenvohimento

(44). A HAS & um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de aterosclerose (48). Neste
contexto, estima-se que o aumento do estresse mecdnico arerial provecado pelas elevagies nos niveis
pressdricos seja o principal estimuls contributivo para a aterogénese em individuos portadores de HAS (42).
Contudo, ainda ndo ha explicagies definidas para o fato de aterogénese ocomer em apenas parte dos
individuos hipertensos, o gque parece sugerir que caracteristicas genéticas individuais devam ser importantes.
neste processo.1.4 MicroRMAsMicroRMAs (miRMAs) s30 um grupo de peguenas moléculas (22

nucleotideos) de RMA ndo codificantes, evolutivamente conservados, gue pareiam
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com sequéncias ndo totalmente complementares na regifo 3'UTR e 5'UTR do RMA mensageiro (mRMA) de
genes-alvo, causando repressao da transcrigio para a sintese protéica (8). E atualmente estimado que possa
haver mais de 1400 genes de miRMNA no genoma humano (21). Com efeito, miRNAs humanos so previsios
para controlar as atividades de mais de 60% de todos os genes que codificam proteinas. Portanto, os miRMNAs
tem sido implicados nos controles de uma vasta gama de fungbes bioldgicas, incluindo desenvalvimenta,
diferenciagdo, metabolismao, crescimento, proliferagio e apoptose (8; 14). A selegio de alvos dos miRMA &
mediada per um emparslhamento imperfeito de bases entre 0 miRMA e sitios de ligagio presentes na regido
3" ndo traduzida do mRMNA alvo. A natureza imperfeita da interagdo miRMNA-mRMA significa que um dnico
miRMNA pode ter como alvo dezenas ou centenas de RMAs mensageiros (11; 48; 8).

1.5. Biogenese de mikNAsConforme ilustrado na figura 1, a biogénese dos miRNAS tem inicio no nlcles da
célula, onde o miRNA primario (pri-miRMNA) & franscrito pelo DMA (1) sendo entio processado pela
endonuclease Drosha (2) formando o miRMNA precursor (pré-miRMA em formato de “hairpin” ou “grampo  para
cabelo™). Este pré-miRMA & transportado para o citoplasma (3) onde pode ser liberado para o espago
extracelular (4a) ou pode ser processado por uma endonuclease denominada Dicer (4b) originando um duplex
imperfeito (miRNA: miRMA") constituido por duas cadeias de RNA, uma que compresnde o miRMNA madurs &
outra com um fragmento de tamanho similar a este, derivado do brago oposto do prémiRMA, que tem o nome
de miRMA" (referéncia 3). Depois de o miRMA ser fransformado num duplex pela Dicer, uma das cadeias &
selecionada e incorporada (5a) no complexo proteico RISC (RMA-induced silencing complex) e a outra pode
ser secretada para fora da célula (5b). O complexo RISC guia o miRMA maduro até o seu mRMNA alvo onde
ocomera o pareamento comeln (Ba) resultando na ciivagem e degradagio do mRMA (7a). Ja o pareamento
incorreto (Gb), resultara na inibigio da tradugio do mRNA (7b) ou desestabilizagio por deadenilagio da cauda
de poli A do mRMA (7c). A regido critica para a ligagio do miRMA com o mRMA alvo € composta por 7
nuclectideos sendo denominada regido “seed” e localiza-se na extremidade 5° entre os nuclectideos 2 até &
dos miRMAs maduros e geralmente se liga a regido 3° ndo traduzida do mRMNA alvo & em casos raros na regiao
codificante (referéncia 26).Uma vez que uma pequena variagio na quantidade de miRMA pode ter um efeito
sobre milhares de mRMAS alvo e ter consequéncias funcionais diversas, uma variagSo genética comum, como
o5 S5NPs, em sequéncias de miRMAs podem também resultar em alteraces funcionais, representando
portanto em candidatos a biomarcadores ideais para diagnostico e prognostico em diversas doencas
(referéncia 32). Figura 1- Esguema ilustrativo da biogénese e do mecanismo pos-transcricional dos miRMAS
(adaptado de Shaomian ¥ao - referéncia 23) 1.6. Polimorfismos de
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microRMAsPolimorfismos de miRMA s30 uma nova classe de polimorfismos funcionais presentes no  genoma
humane (32). Uma vez que eles podem regular a expressio de miliplos genes ou vias regulatorias atraves
da sua ligagio com a extremidade 3" nédo traduzida do mRMA ahvo, um dnico polimorfismao na regido “seed” do
miRMA ou proxime dela, pode afetar a expressao de miltiphos genes alvo cu de vias que regulam a absongSo
de drogas, metabolismo, fungies e ciclo celulares, desta forma interferindo em processos fisiolagicos e
patolégicos resultando em doengas (2). Mo genoma humano, estes polimorfismes podem resultar em perda
ou ganhe de fungdo e de acordo com Mishra PJ and Berting JR (32) os polimorfismos de miRMA podem ser
classificados em: 1-Polimorfismos que afetam a biogénese do miRMA. S3o agueles presentes em sequencias
do pri-miRNA, de pre-miRMA ou do miRMA maduro afetando a expressdo de proteinas envolvidas nas diversas
etapas da biogénese do miRMA. Estudos recentes apontaram que SNP em trés pre-miRMA (has-mir-196a2,
has-mir-488, and has-mir-146a) estio associados ndo apenas com cdncer, mas também com doenca cardiaca
(18; 51; 41; 17):2-Polimorfismos gue afetam a regido de ligagSo do miRMA com o mRMA alvo. Uma vez que
as sequencias na regido “seed” do miRNA s3o curtas e altamente conservadas evolutivamente, a
probabilidade de polimorfismos nesta regido & muito menor e embora possam afetar a expressdo de centenas
de genes alvos, faltam estudos que demonstremn o verdadeiro significade destes polimorfismes do ponto de
vista de genéfica de populagbes (32). Por outro lado, polimorfismos em mRNAs alvos que afetem a ligagio
deste transcrito com a regiSo “seed” do miRMA & muito mais comum no genoma humano e deve afetar apenas
a expressio de um gene especifico ou de vias envolvidas pelo gene atingido, sendo portanto muite mais
relevantes do ponto de vista epidemiolégico. Este parece ser o caso do polimorfismo no gene que codifica
para o receptor tipo | da angiotensina Il (AT1R). O polimorfismo A1166C deste gene esta associada a maior
predisposicio a hipertenséo e lesio de orgaos alvo (4). Além disso, nos pacientes hipertensos homozigotos
para o alelo C a expressao de mir-155 foi menor do que nos gendtipos AC e AA e enquanio a expressaoc de
AT1R foi positivamente associada com a press30 sanguinea, ela foi negativamente associada com a
expressdo de miR-155 sugerindo a participagio deste mikMA na regulagio da pressio sanguinea juntamentes
com o AT 1R e o polimorfismo deste gene (5).3-Polimorfismaos que alteram a regulagio epigenética dos genes
que codificam miRMAs. Polimorfismos de miRMAs que podem alterar epigeneticamente (por metilagdo ou
acetilagio) a regulacdo de miRMAs. O silenciamento epigenetico de miRMA parece ser frequente no
desenvolvimento de cdncer de mama (32).1.7. Polimofismos de microRNAs e Doengas
CardiovascularesConforme mencionado anteriormente, o polimorfisme no gene para o recepior tipo | da
angiotensina |l pode alterar a express3o de miR-155 e estar associado com
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hipertensio arteral. Zhou e cols. (51} observaram que polimorfismeos nos miR-198a2 e miR-402 (rs11814213
e rs3T46444) estio associados com miccardiopatia dilatada. Meste estudo, os autores associaram o genotipo
mais frequente (TT) do miR-186a2 com auments de risco da doenga e sugeriram um papel protetor para o
genatipo CC, mas nao avaliaram a expressio deste miRMNA. Em outro artigo, Xu e cols. (48), demonstraram
que o genolipp CC do miR-198a2 esta associado com maior expressio do miRNA maduro e com risco
aumentado de cardicpatia congénita. Além disso, o gendtipo TT foi associado com risco aumentado de
acidente vascular cerebral (AVC) na populagdo chinesa (52). O miR-186a2 pode regular a anexina A1 que
esta associada com a migragdo e adesSo de mondcitos na progressio da aterosclerose e pode atuar também
como importante mediador anti-inflamatdrio pela repressio da expressBo e da afivagio de enzimas
inflamatorias como as cyclooxygenase 2 (COX2), oxido nitrico sintase (iINOS) e fosfolipase A2 exercendo
portanto, através da anexina A1 algum papel no desenvolvimento de AVC (35; 20). Por outro lado, Huang S
e caols. (18) ndo encontraram qualguer associagio deste polimorfismo com sindrome coronariana aguda (SCA)
cujos tradicionais fatores de risco incluem a hipertens3o arterial, mas observaram uma diminuigio no risco de
SCA em homens portadores heterozigotos do polimorfismo rs2010184 no miR- 148a associados com indice:
de massa corporal maior que 24kg/m2 ou hipertensos, sugerindo que este gendtipo pode exercer um papel
protetor no desenvolvimento de SCA. Em um estudo realizado por Ramkaran P e cols. (41), os autores
descrevem que em pacientes com doenga arterial coronariana (DAC) portadores do genotipe CC (menos
frequente) do polimorfismo rs28101684 no miR-148a, os niveis de expressio deste miRMA estio cerca de 8x
maicres que nos pacientes portadores do gendtipo mais comum (GG). Além disso, os niveis de IRAK-1 e
TRAF-6, que s80 genes alvos do miR-148a e estio relacionados a via de sinalizagio dos Toll Like Recepiorns
(TLR}, estio reduzidos nos portadores com DAC e gendtipo ©C quando comparados ao gendtipo GG
causande redugio nos niveis de citocinas pro-inflamatorias, sugerinde que o gendtipo CC deste polimorfismo
pode exercer um papel protetor no desenvolvimento de DAC pela redugSe da inflamagio podendo ainda ser
um potencial alvo de intervengies terap€uticas nesta doenga. Apesar da existéncia de diversos estudos sobre
o polimorfismo rs2810164 no miR-146a com doengas cardiovasculares, st o momento ndo foi realizado
nenhum estudo especifico do papel deste polimorfismo  na hipertens3o arterial sistémica. Mosso grupo
estudou a influencia dos polimorfismos de TLR4 (37)  TLRE

(38) na hipertrofia do ventriculo esquerdo (HVE) em pacientes com hipertensio e demonsirou associagio

entre a presencga destes polimorfismos e HVE. Desta forma, o estudo do polimorfisme de miR-148a podera
ajudar a esclarecer o papel deste miRMA na HVE e da interagSo com os polimorfismes de
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TLR Liu & cols. {28} mestrou que o alelo G do pelimorfismo de miR-400 (rs3748444) esta associado com risco
aumentado de desenvohver AVC. Por outro lado, Zhu e cols. (52) em um estudo de meta-analise, que incluiu
5 estudos com um iotal de 2254 casos e 2506 controles, apontou gque apenas o gendtipo AA deste
palimorfismo esta associado com diminuigio no risco de desenvolver AVC, nao encontrando associagio dos
outros gendtipos com AVC. O estudo de Yang e cols. (22) associou o pelimorfismo do miR-428 com o aumento
plasmatico da proteina C reativa (PCR), um marcador inflamatdrio intimamente relacionado com isquemia
cerebral, estando também associado com aumento da press3o sanguinea, resisténcia a insulina e aumento
de triglicerideos (19; 43; 22). Uma vez que a hipertensdo arterial esta associada com AVC (34), o estudo do
polimorfismo de miR-499 (rs3746444) pede ajudar a entender os mecanismos de ajuste fino na regulagio de
genes que podem estar relacionados com a hipertens3o. 1.8. MicroRMAs dirculantes como biomarcadores de
doengas cardiovascularesEm 2008, Mitchell et al. mostraram que os miRMAs tambeém estdo presentes no
plasma (33). Os miRMAs plasmaficos apresentam grande estabilidade, mesmo em condigies extremaments
adversas, como altas temperaturas, grandes variagies de pH. longos periodos de armazenamento &
temperatura ambiente & multiplos ciclos de congelamento e descongelaments (7). Ao contrario dos miRMAs
endogenos, os miRMAS sintéticos s3o0 rapidamente degradado pelas RNAses plasmaticas quando adicionados
ao plasma humane, evidenciando um mecanismo de protegio ao miRMA endogeno droulante, provavelmente,
atraves de microvesiculas (exossomos, microparticulas ou corpos apoptoticos) (7; 33). Além disto, os miRMAs
circulantes podem ser mensurados por meiodologias relativamente simples como Real-Time PCR ou
microamays, o que toma estas moléculas faciimente mensuraveis. Um dos maiores desafios da pesquisa
cardiovascular & a identificagio de biomarcadores confiaveis que possam ser aferidos rotineiramente em
amwosiras faciiments acessiveis, como o plasma. Um biomarcador ideal deve preencher diversos critérios, tais
comao acessibilidade por metodos ndo-invasivos, alta especificidade e sensibilidade, capacidade de diferenciar
patologias e uma longa meia-vida na amostra a ser avaliada. Os miRNAs apresentam diversas destas
caracteristicas, o que os tomam atraentes moléculas a serem ufilizadas como biomarcadores, especialments
no contexto de pesquisa cardiovascular (12; 1300 Ambulatorio de Hipertensdo Arterial da Faculdade de
Ciéncias Madicas da UNICAMP conta com uma casuistica de cerca de 600 pacientes que tem sido estudada,
especialments no gque se refere aos determinantes genéticos de lesdes de drgdos-alvo. Sob esta perspectiva,
a andlise de polimorfismos nesta populagdo por nosso grupo de pesquisa levou recentemente & geragio de
diversos artigos com foco em hipertrofia cardiaca (37; 38), e remodelamento vascular (39; 15). O presente
estudo
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pretende expandir esta investigagio para polimorfismes de miRMAs potencialmente emvolvidos em alteragies
cardiovasculares nesta mesma amostra de pacientes portadores de hipertensdo arterial sistémica, e
cormelacionar os dados obtides nos estudos dos polimorfismes previamente estudados com os gue serdo
obtidos no estudo de polimorfismos de miRMAs Estas publicagiies demonstram que nosso grupo apresenta
experiéncia na area do conhecimento em que se insere o projeto & tem potencial capacidade para estudar a
relago enfre os polimorfismos de miRMAS e a presenga de lesdes de orgdos-alvo (aterosclerose carctidea e
hipertrofia cardiaca) em pacientes hipertensos.

Hipotese:

A HAS & fator de risco primario para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares, sendo importante
destacar sua capacidade de promover lesdes de argdos-alvo, tais como a hipertrofia cardiaca e a
aterosclerose. MicroRMAs (miRNAS) s30 um grupo de pequenas moléculas (22 nucleotideos) de RMA ndo
codificantes, evolutivamente conservados, que pareiam com sequéncias do RNA mensageiro (mRNA) de
genes-alvo, causando repressdo da franscricio para a sintese protéica. Diversos estudos sugerem que a
expressio aberrante de miRMAs pode estar envolvida no desenvolvimenic de hipertrofia cardiaca e
aterosclerose, contudo pouco se sabe sobre o impacio dos polimorfismos de miRNAs no desenvolvimento de
lesoes de orgios-alvo em hiperiensos. Meste contexto, o estudo destes polimorfismos pode resultar na
descoberta de potenciais biomarcadores para o desenvolvimento de lesbes de drgios-alvo em pacientes
hipertensos.

Metodologia Proposta:

Vinte ml de sangue venoso serlo colhidos de cada individuo e o DMA exiraido pelo método “salting-out™ (36)
sera estocado a -80oC. Os polimorfismos de miRMAS a serem estudados sio apresentados na tabela 1. A
genotipagem destes polimorfismos sera realizada pela Reagio em Cadeia da Polimerase em Tempo Real
(RT-PCR) que pemmite a discriminagdo alélica através do usoc de sondas do tipo TagMan. Cada alele &
marcade com uma sonda que emite fluorescéncias distintas gue podem entdo ser interpretadas pelo
equipamento StepOnePlus™ System (ThermoFisher). Este equipamento de RT-PCR enconftra-se disponivel
no Laboratdrio de Genética do Cancer da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP coordenado pela Dra
Carmen Silvia Passos Lima que concordou com o uso do equipamento pelo nosso laboratorio. Os ensaios de
genotipagem fomecidos pela ThermoFisher s30 apresentados na tabela 1. A extragio de miRMNA em somo,
sera realizada com o Kit miRMeasy Serum/Plasma (Qiagen) de acordo com as instrucdes do fabricante: para
esta finalidade, soro e plasma (ja coletado ou a ser coletado) dos pacientes
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serdo estocados no freezer -80cC. A analise de expressio plasmatica de miRMAs sera realizada por Taghan
OpenfmayR Human MicroRMNA system, um painel capaz de analisar 754 diferentes miRMAs por amostra.

Critério de InclusSo:

Mo estudo acima mencionado, serdo incluidos pacientes com hipertensio arterial sistémica e individuos ndo
hipertensos. Os individuos hipertensos serdo selecionados de unidades de atendimento do Hospital de
Clinicas da UMICAMP, principalmente do ambulatério de hipertens3o arterial do Hospital de Clinicas da
UMICAMP. Os individuos ndo hipertensos serdo selecionados de unidades de atendimento do Hospital de
Clinicas da UNICAMP, principalmente de ambulatdrios da disciplina de Cardiologia & do ambulatorio de
Tabagismo vinculado 3 disciplina de Psiquiatria, e do Centro de Saide da Comunidade (CECOM) da
UNICAMP. Os individuos a serem incluidos no estudo serdo convidados a participar do mesmo nos dias em
que estiverem sendo atendidos nas unidades de Saldde da UNICAMP. Os resultados dos exames
complementares serdo anexados ao prontudric medico.

Critério de Exclusio:
O= critérios de exclus3o serdo: hipertensdo secundaria, cincer, valvulopatias significativas ouw

cardiomiopatia hiperirofica hereditaria.

Objetivo da Pesquisa:

Imvestigar a relagio dos polimorfismos dos miRMAsS -148a, -186a2 e 490 (rs2810164. rs11614813 e
rs3748444 respectivamente) e do polimorfismo A1188C no gene para o receptor tipo | da angictensina 1l
(rs5186), relacionado a0 miR-155, bem como a expressio plasmatica de diversos miRMAs de acordo com o
seu genotipo, em uma amaostra de pacientes hipertensos e ndo hipertensos, e comelacionar estes dados com
a presenga de lesfes de orgdos-alvo e o risco cardiovascular nesta populagSo.

Ohbijetivo Secundario:

Além disso, pretendemos comelacionar os dados de polimorfismos de TLR4 e TLRE previamente genctipados
em pacientes hipertensos com os dados de genotipagem do polimorfisme de miR-1482

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Segundo informagdes do pesquisador: “Risces: Este projeto ndo implica risco aos pacientes. Utilizaremos
amosiras bicldgicas e os dados clinicos coletados em estudo anterior, aprovado pelo

Endersgo:  Rua Tessalla Vislia ge Camarga, 125

Balmo: BarSo Geraino CEP- 13.063-887
UF: 50 Municipio:  CAMPINAS
Telsfome:  (19)3521-8936 Fax (193521-T187 E-mall:  cepfcm.unicamp br

Pringirma (08 S 11

72



ey

(T UNICAMP - CAMPUS £ Plabaforma
A 4 CAMPINAS %nﬂ
EEPLIMICAE

Continusglo do Farecer: 3179618

Comité de Efica em Pesquisa da Universidade Estadual de Campinas com parecer n 18172005, ou de novas
coletas (para os casos em que o material estocadeo ndo pode ser utilizado) & também de pacientes novos
(hipertensos & nio hipertenses). Os pesquisadores garantem sigilo de todos os pacientes, nio divulgando
publicamente o nome ou qualquer outra informagio que possa identificar os pacientes envolvidos neste
estudo. Movas coletas de sangue serdo precedidas por assinatura de Temno de Consentimento Livre e
Esclarecidas (anexo). Beneficios: O estudo destes polimorfismos pode resuliar na descoberta de potenciais
biomarcadores para o desenvolvimenio de lesies de drgdos-ahwo em pacientes hipertensos.”

Comentarios e Consideragies sobre a Pesquisa:

Segundo informagies do pesquisador responsavel pelo projeto, presentes no documento
'F'E_IMFDRMAQ@EE_EL&.SK}AEJ 284075_E3.pdf, de 1501/2018, a emenda foi enviada devido a: “Inclusio
de dois novos membros no grupo de pesquisa: Elisangela Cristina Lopes Dias; Luis Felipe LS. Carvalho-
Romanao®™.

Consideragies sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:

Para avaliagio desta emenda, foram analisados os seguintes documenios anexados:

1- "CartsCEPpendencias . pdf"

2- "PB_INFORMAGOES_BASICAS_1284075_E3.pdf de 200022010

3- "ProjetoenviadoCEP201Tversac 2019 pdf”

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

Aprovado

Consideragtes Finais a critério do CEP:

- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
integra, por ele assinado (quando aplicivel).

- () participante da pesquisa temn a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimenio em
qualguer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma e sem prejuizo ao seu cuidade (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador

considerar a descontinuagio do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apds analise das
razfes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve
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aguardar o parecer do CEP quanto a descontinuagio, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao
participante ou quando constatar a superioridade de uma estrategia diagnéstica cu terapéutica oferecida a um
dos grupos da pesquisa, isto &, somente em caso de necessidade de agio imediata com intuito de proteger
os participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alkerem o curso normal do
estude. E papel do pesguisador assegurar medidas imediatas adegquadas frente a evento adverso grave
ocomido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagie ac CEFP e 4 Agéncia Macional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificagies ou emendas ao protocolo devemn ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovacdo do CEP
para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou || apresentados antericrmente 3 ANVISA,
o pesquisador ou patrocinador deve envid-las também & mesma, junto com o parecer aprovatoro do CEP,
para serem juntadas aoc protocolo inicial.

- Relatorios parciais e final devemn ser apresentados ac CEP, inicialmente seis meses apos a data deste
parecer de aprovagio e ao termino do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolugio 488/2012 | item X1.2 lefra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados
salicitados pelo CEP ou pela COMEP a qualquer momento”.

-0 pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arguivo, fisico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um periodo de 5 anmos apds o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Amuivo Postagem Aurtor Situagio
Informagdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS 128407] 20MDZ2019 Aceito
do Proj 5 E3.pdf 17:11:32
Outros CartaCEPpendencias1.pdf 200272019 | Roberto Schreiber Aceito

16:31:58
Projeto Detalhado /| ProjetoenviadoCEF2017versac2019.pdf | 200022019 | Roberto Schreiber Aceito
Brochura 16:31:45
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Investigador ProjetoenviadoCEP201Tversan2018.pdf | 20022018 | Roberto Schreiber Aceito
16:31:45
TCLE ! Termos de TCLE2017versacs. pdf 102017 | Roberto Schreiber Aceito
Assentimento / 11:08:11
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado ! | PojetoenviadoCEP201 Tversaoh. pdf 18/082017 | Roberto Schreiber Aceito
Brochura 11:06:04
Investigadar
uiros CartaaclEF 201 fFendenaasversaco.pd | TRW0EZ0TY | Robero Schreiber Aceto
f 11:05:57
Outros CartaaoCEP2017Pendencias1.pdf D/0B/2017 | Roberio Schreiber Aceito
0B:27:08
Declaragao de Biorepositorio201 7. pdf DH/0B/2017 | Roberio Schreiber Aceito
Manuseio Material 0B:268:53
Biclogico /
Biorepositonio /
Biobanco
TCLE ! Termos de | TCLE201 BmodificadeZD17B. pdf oRR2017 | Roberto Schreiber Aceito
Assentimento J DB:26:42
Justificativa de
Auséncia _
Folha de Rosio Folhaderosto20 17 pdf 26/072017 | Roberto Schreiber Aceito
16:45:58
Outros parecerprojetoanterior pdf DH/07/2016 | Roberio Schreiber Aceito
15:18:33
Outros carteirafuncional pdf O7/DB/2016 | Roberio Schreiber Aceito
12:06:08
Declaragio de anuencis. pdf 03DE2016 | Roberto Schreiber Aceito
Pesquisadores 11:08:44

Situagao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagac da CONEP:
Mo

CAMPINAS, 01 de Margo de 2019

Assinado por:

Renata Maria dos Santos Celeghini

[Coordenador{a))
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9.2 Termo de consentimento livre e esclarecido — TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: ESTUDO DE PDlIhmFISh!CE DE MICRORNAS EM PACIENTES HIPERTENSOS E NAD
HIPERTEMSOS: RELACAD COM RISCD CARDIOVASCULAR.
Pesguisador Responsavel: Roberto Schreiber
Numero do CAAE: 56841616.5.0000_5404

Vocd estd sendo convidado a participar como voluntdric de uma pesquisa. Este
documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecdo, visa assegurar seus
direitos como participante e é elaborado em duas vias, uma que devera ficar com vocé e outra
Com o pesquisador.

Por favor, leia com atencdo e calma, aproveitando para esclarecer suas dividas. Se
houver perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vooé podera escarecé-las com o
pesquisador. S5e preferir, pode levar este Termo para casa e consultar seus familiares ou outras
pessoas antes de decidir participar. N3o haverd nenhum tipo de penalizacdo ou prejuizo se
vocé ndo aceitar participar ou retirar sua autorizagao em qualguer momento.

Justificativa e objetivos:

A Hipertensao (press3o alta) € fator de risco para o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares, podendo levar a problemas no coragao e nos vasos sanguineos, tais como a
hipertrofia cardiaca & a aterosclerose. MicroRMAs (miRNAs) 530 um grupo de pequenas
moléculas produzidas pelo material genético (DMNA). Diversos estudos sugerem que alteragbes
na expressac (niveis no sangue e nos orgaos) de miRMAs podem estar envolvidas no
desenvolvimento de hipertrofia cardiaca e aterosderose. Por outro lado, pouco se sabe sobre
a relagdo das variagbes (polimorfismos) no material genético que produz miRMAs com o
desenvolvimento de alteracoes do coragdo e dos vasos sanguinecs em pEsS0as CoMm 8 Sem
press3o alta. O objetivo deste estudo & investigar a expressac de miRMAs & a presenca de
variagoes (polimorfismos) no material genético que produz os miRNAs em pessoas com ou sem
pressao alta e suas relagbes com o desenvolvimento de alteracbes dos vasos sanguineos e do
coragao.

Procedimentos:

Participando do estudo vocg esta sendo convidado a:

— Colher uma amostra de sangue (20 ml, mais ou menos 2 seringas). Caso vocé tenha
participado anteriormente do projeto "Influéncia de polimorfismos génicos relacionados a
componentes do complexo de adesao focal e aos Toll-Like Receptors sobre a doenca arterial
Corondria em pacientes com hipertensdo arterial sistémica®, j@ aprovado pelo parecer n®
56341616 5.0000.5404 de julho de 2016) e cujo material estocado nao pode ser utilizado para
as andlises |aboratoriais e de extragao de DNA e de miRMA, voce esta sendo convidado a
permitir que seja realizada nova coleta de sanguwe (20 ml, mais ou menos 2 seringas). Este
sangue sera utilizade para pesquisa de miRMAs, variagbes de DMNA (polimorfismos) que
produzem miRMAs e dosagens de marcadores de inflamagao.

— Fazer exames das artérias (vasos) do pescogo (exame conhecido como
"ultrassonografia”) e do coragdo (exame conhecide como "ecocardiografia®) por meic de um
aparelho de ultrassom. Vocé receberd todos os esclarecimentos sobre os resultados dos
exames de ultrassonografia e Ecocardiografia, os quais também serdo anexados ao prontudrio
médico.

— Autorizar a coleta e andlise de dados clinicos, laboratoriais e de exames
complementares (por esemplo: ecocardiografia, ultrassonografia de cardtida, medida
ambulatorial de pressao arterial e cateterismo) constantes do prontudrio médico.

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:
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Desconfortos e riscos:

O risco associado 3 coleta de sangue sera minimo, pois se trata de um exame de
sangue tradicional, que serd realizade na veia do brago por um profissional treinado e
habilitade. Além disto, a realizagdo de ultrassonografia (exame das minhas artérias) e
ecocardiografia (exame do coragdo) ndo promoverd riscos ou prejuizos 3 minha sadde pois
estes exames Nao 5ao INVasivos, & nao causam desconforto.

Vanmtagens e beneficios:

Entende que ndoc obterei nenhuma vantagem direta com minha participagdo nesse
estude. Fui informado que se for detectada alguma alteragdo gEnica, serei imediatamente
comunicado, sendo que todas as consegiencias serac devidamente expliadas e meus
paremtes proximos, se assim desejarem, poderdo realizar o exame. Caso sejam detectadas
alteragbes significativas nos exames de ultrassonografia ou ecocardiografia, serei
encaminhado para espedalidade medica responsavel por acompanhar este tipo de problema.

Sigilo e privacidade:

Vocd tem a garantia de que sua identidade serd mantida em sigile e nenhuma
informagdo serd dada a outras pessoas que ndo fagcam parte da eguipe de pesquisadores. Na
divulgatdo dos resultados desse estudo, seu nome ndo sera citado.

0 estudo passou pela aprovag3o do Comité de Etica em Pesquisa da Unicamp e a
aprovagao da Superintendéncia do Hospital de Clinicas para sua realizagdo. Entendo também
que minha participagdo & voluntaria e que posso Me recusar a participar ou me retirar da
|participagio na pesquisa a qualquer momento sem comprometer os cuidados que recebo hoje
ou que poderei receber futuramente no HC-UMNICAMP.

Ressarcimento e Indenizagao:

Voce tera a garantia ao direito a indenizagao diante de eventuais danos decorrentes da
Pesquisa.

Os individuos a serem incluidos no estudo serdc convidados a participar do mesmo,
nos dias em gue estiverem sendo atendidos nas unidades de Saude da UNICAMP durante a
rotina do participante.

A Resolucdo 46612 (item IV.3) define que "os participantes da pesquisa gue vierem a
sofrer gqualguer tipo de dano resultante de sua participat3o na pesquisa, previsto ou naoc no
TCLE, tém direito 3 indenizagdo, por parte do pesquisador, patrocinador e das instituighes
envolvidas”. Fica garantido o atendimento gratuito, imediato e pelo tempo necessario em caso
de evento adverso.

Armazenamento de MATERIAL BIOLOGICO:

{ } Eu autorizo gque meu material bioldgico (sangue, soro, plasma e dcdos nucléicos), coletado
neste momento, ou j@ colhido no projeto anterior, seja armazenado em biorrepositorio por um
periodo de cinco anos que podem ser renovaveis, sabendo que o sujeite da pesquisa devera
ser contatado para consentir, a cada nova pesquisa, sobre a utilizacdo do material biologico
humano armazenade em biomepositorio, formalizando-se o consentimento por meio de TCLE
especifico e aprovado pelo CEP/FCM/UNICAMP.

{ ) concordo em participar do presente estudo, porém MAQ AUTORIZO o armazenamento do
meu material bicldgico, devendo o mesmo ser descartado ao final desta pesquisa.

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:
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Em caso de falecimento ou condigdo incapacitante, os direitos sobre o material
armazenado deverao ser dados a: -
(pedir para o participante indicar o nome de uma pessoa a ser contatada).

Contato:

Qualquer duvida podera ser esclarecida com o Pesguisador Responsavel pela Pesquisa: Dr
Roberto Schreiber. Laboratoric de Biologia Cardiovascular- Faculdade de Ciencas
Meédicas/Universidade Estadual de Campinas. Cx P 6111 CEP: 12083-970 Campinas, 5P. Tel: 19
35217364, e-mail: robertos{Efom.unicamp.br

Em caso de denincias ou reclamagdes sobre sua participagao e sobre questoes eticas do
estudn, vocd poderd entrar em contato com a secretaria do Comité de Ftica em Pesquisa (CEP)
da UMICAMP das 08:30hs as 11:30hs e das 13:00hs as 17:00hs na Rua: Tessdlia Vieira de
Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas — SP; telefone [19) 3521-8936 ou [13) 3521-7187; e-
mail: cep Efcm.unicamp.br.

O Comité de Etica em Pesquisa [CEF).

O papel do CEP & avaliar & acompanhar os aspectos eticos de todas as pesguisas
envolvendo seres humanos. A ComissSo Macional de Etica em Pesquisa [COMEF), tem por
objetivo desenvolver a regulamentagdo sobre protecio dos seres humanos envolvidos nas
pesquisas. Desempenha um papel coordenador da rede de Comiteés de Etica em Pesquisa
(CEPs) das instituigbes, além de assumir a fungdo de drgdo consultor na drea de ética em
|pesquisas

Consentimento livre e esclarecido:

Apas ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, metodos,
beneficios previstos, potenciais riscos e o incomodo que esta possa acametar, aceito participar
e dedlaro estar recebendo uma via original deste documento assinada pelo pesguisador e por
mim, tendo todas as folhas por nds rubricadas:

MNome do (a) participante:

Contato telefonicoo:

e-mail (opcional):

Data: /. /
[Assinatura do participante ou nome e assinatura do seu RESPONSAVEL LEGAL)

Responsabilidade do Pesquisador:

Assegurc ter cumpridoc as exigéncias da resolucdo 466/2012 CHNS/MS e
complementares na elaboracdo do protocolo e na obtencdo deste Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. Asseguro, tambem, ter explicado e fornecido uma via deste documento ao
participante. Informo que o estudo foi aprovade pelo CEP perante o gual o projeto foi
apresentado e pela COMEP, guando pertinenmte. Comprometo-me a wtilizar o material e os
dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste documento
ou conforme o consentimento dade pelo participante.

Diata: / /.

(Assinatura do pesquisador]

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:
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9.3 microRNAs analisados no OpenArray

Tabela 9.1 — microRNAs analisados no TagMan® OpenArray®

Identificacéo

microRNA

TMO000186 mmu-miR-96
TMO000268 dme-miR-7
TMO000338 ath-miR159a
TMO00377 hsa-let-7a
TMO000379 hsa-let-7c
TMO000382 hsa-let-7f
TMO000387 hsa-miR-10a
TMO000389 hsa-miR-15a
TMO000390 hsa-miR-15b
TMO000391 hsa-miR-16
TMO000395 hsa-miR-19a
TMO00396 hsa-miR-19b
TMO000397 hsa-miR-21
TMO000398 hsa-miR-22
TMO000399 hsa-miR-23a
TMO000400 hsa-miR-23b
TM000402 hsa-miR-24
TMO000403 hsa-miR-25
TMO000405 hsa-miR-26a
TMO000407 hsa-miR-26b
TMO000408 hsa-miR-27a
TMO000409 hsa-miR-27b
TM000411 hsa-miR-28
TMO000413 hsa-miR-29b
TMO000416 hsa-miR-30a-3p
TM000417 hsa-miR-30a-5p
TMO000419 hsa-miR-30c
TMO000420 hsa-miR-30d
TMO000422 hsa-miR-30e-3p
TMO000426 hsa-miR-34a
TMO000427 hsa-miR-34b
TMO000428 hsa-miR-34c
TM000431 hsa-miR-92a
TMO000433 hsa-miR-95
TMO000435 hsa-miR-99a
TMO000436 hsa-miR-99b
TMO000437 hsa-miR-100
TMO000439 hsa-miR-103
TMO000442 hsa-miR-106b



TM000443
TMO000449
TMO000451
TMO000452
TMO000454
TMO000456
TMO000457
TMO000460
TMO000463
TMO000464
TMO000468
TMO000469
TMO000470
TMO000471
TMO000473
TMO000475
TMO000477
TMO000478
TMO000480
TMO000482
TMO000483
TMO000485
TMO000489
TMO000491
TMO000493
TMO000494
TMO000497
TMO000498
TMO000500
TMO000502
TMO00507
TMO000508
TMO00509
TMO000510
TMO000511
TMO000512
TMO000514
TMO000515
TMO000516
TMO000518
TMO000521
TMO000522
TM000523
TM000524
TMO000527
TMO000528

hsa-miR-107
hsa-miR-125b
hsa-miR-126#
hsa-miR-127
hsa-miR-130a
hsa-miR-130b
hsa-miR-132
hsa-miR-135a
hsa-miR-141

hsa-miR-142-3p

hsa-miR-146a
hsa-miR-147
hsa-miR-148a
hsa-miR-148b
hsa-miR-150
hsa-miR-152
hsa-miR-154
hsa-miR-154#
hsa-miR-181a
hsa-miR-181c
hsa-miR-182#
hsa-miR-184
hsa-miR-190
hsa-miR-192
hsa-miR-194
hsa-miR-195
hsa-miR-197
hsa-miR-199a
hsa-miR-199b
hsa-miR-200a
hsa-miR-203
hsa-miR-204
hsa-miR-205
hsa-miR-206
hsa-miR-208
hsa-miR-210
hsa-miR-211
hsa-miR-212
hsa-miR-213
hsa-miR-215
hsa-miR-218
hsa-miR-219
hsa-miR-220
hsa-miR-221
hsa-miR-296
hsa-miR-301

80
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TMO000529
TMO000531
TMO000533
TMO000534
TMO000535
TMO000539
TMO000540
TMO000542
TM000543
TMO000544
TMO000545
TMO000546
TMO000553
TMO000554
TMO000555
TMO000557
TMO000560
TMO000561
TMO000563
TMO000564
TMO000565
TMO000566
TMO000567
TMO000569
TMO000570
TMO000571
TMO000572
TMO000573
TMO000574
TMO000577
TMO000580
TMO000583
TMO000587
TMO000590
TMO000592
TMO000600
TMO000602
TMO000604
TM001006
TM001011
TM001014
TMO001015
TM001020
TM001021
TM001023
TM001024

hsa-miR-302a
hsa-miR-302b
hsa-miR-302c
hsa-miR-302c#
hsa-miR-302d
hsa-miR-324-5p
hsa-miR-325
hsa-miR-326
hsa-miR-328
hsa-miR-330
hsa-miR-331
hsa-miR-335
hsa-miR-346
hsa-miR-361
hsa-miR-367
hsa-miR-369-3p
hsa-miR-372
hsa-miR-373
hsa-miR-374
hsa-miR-375
hsa-miR-376a
hsa-miR-377
hsa-miR-378
hsa-miR-380-3p
hsa-miR-380-5p
hsa-miR-381
hsa-miR-382
hsa-miR-383
hsa-miR-384
hsa-miR-98
hsa-miR-20a
hsa-miR-9
hsa-miR-29c
hsa-miR-129
hsa-miR-136
hsa-miR-299-5p
hsa-miR-30b
hsa-miR-424
RNU48
hsa-miR-200a#
hsa-miR-20b
hsa-miR-299-3p
hsa-miR-365
hsa-miR-369-5p
hsa-miR-412
hsa-miR-429
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TM001026
TMO001027
TM001028
TMO001029
TM001030
TMO001036
TM001037
TMO001039
TM001043
TMO001046
TM001047
TM001048
TM001050
TMO001051
TM001052
TMO001090
TM001094
TMO001097
TM001101
TMO001102
TM001106
TMO001109
TMO001111
TM001112
TM001113
TMO001116
TMO001119
TMO001120
TM001121
TMO001122
TM001129
TMO001138
TM001141
TM001145
TM001149
TMO001150
TM001152
TMO001153
TM001156
TMO001158
TM001159
TMO001163
TM001166
TMO001167
TM001168
TMO001170

hsa-miR-432
hsa-miR-432#
hsa-miR-433
hsa-miR-448
hsa-miR-449
hsa-miR-485-5p
hsa-miR-490
hsa-miR-492
hsa-miR-497
hsa-miR-500
hsa-miR-501
hsa-miR-503
hsa-miR-506
hsa-miR-507
hsa-miR-508
mmu-miR-93
RNU44
hsa-miR-146b
hsa-miR-329
hsa-miR-376b
hsa-miR-488
hsa-miR-502
hsa-miR-511
hsa-miR-515-5p
hsa-miR-517#
hsa-miR-520b
hsa-miR-520e
hsa-miR-520f
hsa-miR-520g
hsa-miR-521
mmu-miR-137
mmu-miR-379
mmu-miR-451
hsa-miR-512-5p
hsa-miR-516-3p
hsa-miR-516b
hsa-miR-517b
hsa-miR-517c
hsa-miR-518b
hsa-miR-518c#
hsa-miR-518d
hsa-miR-519c
hsa-miR-519e#
hsa-miR-520a
hsa-miR-520a#
hsa-miR-520h



TM001173
TM001174
TM001178
TMO001182
TM001184
TMO001186
TM001187
TMO001191
TM001193
TM001271
TM001273
TM001274
TMO001277
TM001278
TM001279
TM001280
TM001283
TM001284
TM001285
TM001286
TM001319
TMO001338
TM001352
TMO001510
TMO001511
TMO001512
TM001513
TM001514
TMO001515
TMO001516
TM001518
TMO001519
TM001520
TM001521
TM001522
TMO001523
TM001525
TMO001526
TMO001527
TMO001528
TM001529
TMO001530
TM001531
TMO001533
TM001534
TMO001535

hsa-miR-524
hsa-miR-525
mmu-let-7d#
mmu-miR-124a

mmu-miR-129-3p

mmu-miR-134
mmu-miR-140
mmu-miR-153
mmu-miR-187
hsa-miR-363
hsa-miR-362
hsa-miR-410
hsa-miR-485-3p
hsa-miR-486
hsa-miR-487a
hsa-miR-455
hsa-miR-363#
hsa-miR-542-3p
hsa-miR-487b
hsa-miR-539

mmu-miR-374-5p

rno-miR-7#
mmu-miR-499
hsa-miR-656
hsa-miR-549
hsa-miR-657
hsa-miR-658
hsa-miR-659
hsa-miR-660
hsa-miR-425-5p
hsa-miR-532
hsa-miR-551a
hsa-miR-552
hsa-miR-553
hsa-miR-554
hsa-miR-555
hsa-miR-557
hsa-miR-558
hsa-miR-559
hsa-miR-561
hsa-miR-562
hsa-miR-563
hsa-miR-564
hsa-miR-566
hsa-miR-567
hsa-miR-551b



TMO001536
TMO001538
TM001539
TMO001540
TM001541
TMO001542
TM001543
TMO001544
TM001545
TMO001546
TM001547
TMO001550
TMO001551
TMO001553
TM001554
TMO001555
TMO001556
TMO001557
TM001558
TMO001559
TM001560
TMO001562
TM001563
TM001564
TM001566
TMO001567
TM001568
TMO001569
TM001570
TMO001571
TMO001573
TM001574
TMO001576
TMO001578
TM001581
TMO001582
TM001583
TM001584
TM001585
TMO001586
TMO001587
TMO001589
TM001590
TM001591
TMO001592
TM001593

hsa-miR-569
hsa-miR-548a
hsa-miR-586
hsa-miR-587
hsa-miR-548b
hsa-miR-588
hsa-miR-589
hsa-miR-550
hsa-miR-591
hsa-miR-592
hsa-miR-593
hsa-miR-596
hsa-miR-597
hsa-miR-622
hsa-miR-599
hsa-miR-623
hsa-miR-600
hsa-miR-624
hsa-miR-601
hsa-miR-626
hsa-miR-627
hsa-miR-629
hsa-miR-630
hsa-miR-631
hsa-miR-603
hsa-miR-604
hsa-miR-605
hsa-miR-606
hsa-miR-607
hsa-miR-608
hsa-miR-609
hsa-miR-633
hsa-miR-634
hsa-miR-635
hsa-miR-637
hsa-miR-638
hsa-miR-639
hsa-miR-640
hsa-miR-641
hsa-miR-613
hsa-miR-614
hsa-miR-616
hsa-miR-548c
hsa-miR-617
hsa-miR-642
hsa-miR-618



TM001594
TMO001596
TMO001597
TMO001598
TM001599
TMO001600
TM001601
TMO001602
TM001603
TM001604
TM001605
TMO001606
TM001607
TM001608
TM001610
TM001611
TM001612
TM001613
TM001614
TMO001615
TM001617
TMO001619
TM001621
TM001622
TM001623
TM001624
TM001625
TMO001630
TM001663
TM001818
TM001821
TM001823
TM001953
TMO001960
TM001973
TMO001979
TM001982
TMO001983
TM001984
TMO001986
TM001987
TM001988
TM001990
TM001992
TMO001993
TM001995

hsa-miR-643
hsa-miR-644
hsa-miR-645
hsa-miR-621
hsa-miR-646
hsa-miR-647
hsa-miR-648
hsa-miR-649
hsa-miR-650
hsa-miR-651
hsa-miR-548d
hsa-miR-661
hsa-miR-662
hsa-miR-449b
hsa-miR-411
hsa-miR-654
hsa-miR-655
hsa-miR-571
hsa-miR-572
hsa-miR-573
hsa-miR-575
hsa-miR-578
hsa-miR-580
hsa-miR-581
hsa-miR-583
hsa-miR-584
hsa-miR-585
mmu-miR-491
mmu-miR-495
rno-miR-29c#
hsa-miR-484
hsa-miR-512-3p
mmu-miR-496
mmu-miR-615
U6 rRNA
hsa-miR-431
hsa-miR-524-5p
hsa-miR-582-5p
hsa-miR-590-5p
hsa-miR-766
hsa-miR-595
hsa-miR-598
hsa-miR-758
hsa-miR-668
hsa-miR-767-5p
hsa-miR-767-3p
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TM001996
TMO001998
TM002002
TMO002003
TM002004
TMO002005
TM002021
TMO002083
TM002084
TMO002085
TM002087
TM002088
TM002089
TMO002090
TM002092
TMO002093
TM002094
TMO002095
TM002096
TMO002097
TM002098
TMO002099
TM002100
TM002101
TM002102
TM002104
TM002105
TMO002106
TM002107
TM002108
TM002109
TMO002110
TM002111
TMO002112
TM002113
TM002114
TM002115
TMO002116
TM002117
TM002118
TM002119
TMO002120
TM002121
TM002122
TM002124
TM002125

hsa-miR-454+#
hsa-miR-769-5p
hsa-miR-770-5p
hsa-miR-769-3p
hsa-miR-802
hsa-miR-675
hsa-miR-674
hsa-miR-502-3p
hsa-miR-504
hsa-miR-33b
hsa-miR-505#
hsa-miR-636
hsa-miR-505
hsa-miR-513-5p
hsa-miR-508-5p
hsa-miR-486-3p
hsa-miR-218-1#
hsa-miR-219-1-3p
hsa-miR-221#
hsa-miR-222#
hsa-miR-223#
hsa-miR-224
hsa-miR-136#
hsa-miR-296-3p
hsa-miR-34b
hsa-miR-185#
hsa-miR-186#
hsa-miR-188-3p
hsa-miR-195#
hsa-miR-30c-1#
hsa-miR-32
hsa-miR-30c-2#
hsa-miR-32#
hsa-miR-29a
hsa-miR-31#
hsa-miR-130b#
hsa-miR-26a-2#
hsa-miR-361-3p
hsa-miR-362-3p
hsa-let-7g#
hsa-miR-302b#
hsa-miR-302d#
hsa-miR-367#
hsa-miR-376¢
hsa-miR-371-3p
hsa-miR-374a#
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TM002126
TMO002127
TM002128
TMO002129
TM002130
TM002131
TM002132
TM002134
TM002135
TMO002136
TM002137
TM002138
TM002139
TM002140
TM002141
TM002142
TM002143
TM002144
TM002145
TMO002146
TM002147
TM002148
TM002149
TMO002150
TM002151
TMO002152
TM002154
TMO002155
TM002156
TMO002157
TM002158
TMO002159
TM002160
TM002161
TM002163
TM002164
TM002165
TMO002166
TM002167
TM002168
TM002169
TMO002170
TM002171
TM002172
TM002173
TM002174

hsa-miR-23b#
hsa-miR-376a#
hsa-miR-377#
hsa-miR-30b#
hsa-miR-122#
hsa-miR-130a#
hsa-miR-132#
hsa-miR-148a#
hsa-miR-33a
hsa-miR-33a#
hsa-miR-92a-1#
hsa-miR-92a-2#
hsa-miR-93#
hsa-miR-96#
hsa-miR-99a#
hsa-miR-100#
hsa-miR-101#
hsa-miR-138-2#
hsa-miR-141#
hsa-miR-143#
hsa-miR-342-5p
hsa-miR-144+#
hsa-miR-145#
hsa-miR-920
hsa-miR-921
hsa-miR-922
hsa-miR-924
hsa-miR-509-3-5p
hsa-miR-337-5p
hsa-miR-337-3p
hsa-miR-125b-2#
hsa-miR-135b#
hsa-miR-148b#
hsa-miR-324-3p
hsa-miR-146a#
hsa-miR-149#
hsa-miR-29b-1#
hsa-miR-29b-2#
hsa-miR-105
hsa-miR-105#
hsa-miR-106a
hsa-miR-106a#
hsa-miR-16-2#
hsa-let-7i#
hsa-miR-15b#
hsa-miR-27b#



88

TM002176
TMO002177
TM002178
TMO002179
TM002180
TM002181
TM002182
TM002183
TM002184
TMO002185
TM002186
TMO002187
TM002188
TMO002189
TM002190
TM002191
TM002193
TM002194
TM002195
TMO002196
TM002197
TM002198
TM002199
TM002200
TM002201
TM002202
TM002203
TM002204
TM002205
TM002206
TM002207
TM002208
TM002209
TM002210
TM002211
TM002212
TM002213
TM002214
TM002215
TMO002216
TM002217
TM002218
TM002220
TM002222
TM002225
TM002227

hsa-miR-933
hsa-miR-934
hsa-miR-935
hsa-miR-936
hsa-miR-937
hsa-miR-938
hsa-miR-939
hsa-miR-941
hsa-miR-339-3p
hsa-miR-335#
hsa-miR-345
hsa-miR-942
hsa-miR-943
hsa-miR-944
hsa-miR-298
hsa-miR-891a
hsa-miR-886-5p
hsa-miR-886-3p
hsa-miR-892a
hsa-miR-99b#
hsa-miR-124+#
hsa-miR-125a-5p
hsa-miR-125a-3p
hsa-miR-541#
hsa-miR-541
hsa-miR-889
hsa-miR-875-5p
hsa-miR-875-3p
hsa-miR-876-5p
hsa-miR-220b
hsa-miR-450b-5p
hsa-miR-450b-3p
hsa-miR-890
hsa-miR-891b
hsa-miR-220c
hsa-miR-888
hsa-miR-888#
hsa-miR-892b
hsa-miR-196b
hsa-miR-128a
hsa-miR-18b
hsa-miR-10b
hsa-miR-216a
hsa-miR-1
hsa-miR-876-3p
hsa-miR-323-3p
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TM002228
TMO002229
TM002230
TM002231
TM002233
TM002234
TM002235
TMO002237
TM002238
TMO002239
TM002240
TM002241
TM002243
TM002244
TM002245
TM002246
TM002247
TM002248
TM002249
TMO002250
TM002251
TM002252
TM002253
TM002254
TM002255
TMO002257
TM002258
TMO002259
TM002260
TM002261
TM002262
TM002263
TM002264
TMO002265
TM002266
TMO002267
TM002268
TMO002269
TM002270
TM002271
TM002272
TM002273
TM002274
TM002275
TMO002276
TMO002277

hsa-miR-126
hsa-miR-127-5p
hsa-miR-330-5p
hsa-miR-9#
hsa-miR-331-5p
hsa-miR-140-3p
hsa-miR-509-5p
hsa-miR-548d-5p
hsa-miR-411#
hsa-miR-654-3p
hsa-miR-542-5p
hsa-miR-510
hsa-miR-378
hsa-miR-455-3p
hsa-miR-122
hsa-miR-133a
hsa-miR-133b
hsa-miR-142-5p
hsa-miR-143
hsa-miR-193a-3p
hsa-miR-200b
hsa-miR-338-3p
hsa-miR-101
hsa-miR-151-3p
hsa-miR-149
hsa-miR-339-5p
hsa-miR-340
hsa-miR-340#
hsa-miR-342-3p
hsa-miR-135b
hsa-miR-147b
hsa-miR-190b
hsa-miR-872
hsa-miR-544
hsa-miR-545#
hsa-miR-545
hsa-miR-874
hsa-miR-183
hsa-miR-183#
hsa-miR-185
hsa-miR-192#
hsa-miR-198
hsa-miR-200b#
hsa-miR-370
hsa-miR-222
hsa-miR-320
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TM002278
TMO002279
TM002281
TM002282
TM002283
TM002284
TM002285
TM002286
TM002287
TM002288
TM002289
TM002290
TM002292
TM002293
TM002294
TMO002295
TM002296
TMO002297
TM002298
TMO002299
TM002300
TMO002301
TM002302
TMO002303
TM002304
TMO002305
TM002306
TMO002307
TM002308
TMO002309
TM002310
TM002311
TM002312
TMO002313
TM002314
TMO002315
TM002316
TMO002317
TM002318
TMO002322
TM002323
TM002324
TM002325
TM002326
TMO002327
TM002329

hsa-miR-145
hsa-miR-31
hsa-miR-193a-5p
hsa-let-7g
hsa-let-7d
hsa-miR-138
hsa-miR-186
hsa-miR-200c#
hsa-miR-155#
hsa-miR-10a#
hsa-miR-139-5p
hsa-miR-208b
hsa-miR-653
hsa-miR-214#
hsa-miR-218-2#
hsa-miR-223
hsa-miR-885-5p
hsa-miR-422a
hsa-miR-129#
hsa-miR-191
hsa-miR-200c
hsa-miR-22#
hsa-miR-425#
hsa-miR-450a
hsa-miR-199a-3p
hsa-miR-30d#
hsa-miR-214
hsa-let-7a#
hsa-miR-17
hsa-miR-424+#
hsa-miR-18b#
hsa-miR-20b#
hsa-miR-431#
hsa-miR-139-3p
hsa-miR-7-2#
hsa-miR-10b#
hsa-miR-34a#
hsa-miR-181a-2#
hsa-miR-453
hsa-miR-671-3p
hsa-miR-454
hsa-miR-744
hsa-miR-744+#
hsa-miR-216b
hsa-miR-672
hsa-miR-452
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TM002330
TMO002331
TM002332
TMO002333
TM002334
TMO002336
TM002337
TMO002338
TM002339
TMO002340
TM002341
TMO002342
TM002343
TM002344
TM002345
TMO002346
TM002347
TMO002349
TM002350
TMO002351
TM002352
TMO002353
TM002354
TMO002355
TM002356
TMO002357
TM002358
TMO002360
TM002361
TMO002362
TM002363
TM002364
TM002365
TMO002366
TM002367
TMO002368
TM002369
TMO002370
TM002371
TMO002372
TM002374
TMO002376
TM002378
TM002379
TM002380
TM002381

hsa-miR-452#
hsa-miR-409-5p
hsa-miR-409-3p
hsa-miR-181c#
hsa-miR-182
hsa-miR-196a#
hsa-miR-217
hsa-miR-483-5p
hsa-miR-483-3p
hsa-miR-423-5p
hsa-miR-708
hsa-miR-708#
hsa-miR-92b#
hsa-miR-556-5p
hsa-miR-556-3p
hsa-miR-551b#
hsa-miR-570
hsa-miR-574-3p
hsa-miR-576-5p
hsa-miR-576-3p
hsa-miR-652
hsa-miR-615-5p
hsa-miR-871
hsa-miR-532-3p
hsa-miR-873
hsa-miR-488
hsa-miR-489
hsa-miR-491-3p
hsa-miR-146b-3p
hsa-miR-202#
hsa-miR-202
hsa-miR-493
hsa-miR-494
hsa-miR-193b#
hsa-miR-193b
hsa-miR-497#
hsa-miR-515-3p
hsa-miR-519e
hsa-miR-518e#
hsa-miR-885-3p
hsa-miR-887
hsa-miR-543
hsa-miR-125b-1#
hsa-miR-194#
hsa-miR-106b#
hsa-miR-302a#



92

TM002382
TM002384
TM002385
TMO002386
TM002387
TMO002388
TM002389
TMO002390
TM002391
TMO002392
TM002393
TMO002395
TM002396
TMO002397
TM002398
TMO002399
TM002400
TM002401
TM002402
TM002403
TM002404
TMO002405
TM002406
TMO002407
TM002408
TMO002409
TM002410
TM002411
TM002412
TM002413
TM002414
TM002415
TM002416
TM002417
TM002418
TMO002419
TM002420
TM002421
TM002422
TM002423
TM002424
TMO002425
TM002427
TM002428
TM002429
TM002430

hsa-miR-526b
hsa-miR-519b-3p
hsa-miR-525-3p
hsa-miR-523
hsa-miR-518f#
hsa-miR-518f
hsa-miR-518d-5p
hsa-miR-219-2-3p
hsa-miR-374b#
hsa-miR-301b
hsa-miR-520d-5p
hsa-miR-518e
hsa-miR-518a-5p
hsa-miR-518a-3p
hsa-miR-579
hsa-miR-582-3p
hsa-miR-520c-3p
hsa-miR-518c
hsa-miR-517a
hsa-miR-519d
hsa-let-7b#
hsa-let-7c#
hsa-let-7e
hsa-let-7e#
hsa-miR-548b-5p
hsa-miR-589
hsa-miR-550
hsa-miR-593
hsa-miR-548a-5p
hsa-miR-522
hsa-miR-616
hsa-miR-519a
hsa-miR-516a-5p
hsa-let-7f-1#
hsa-let-7f-2#
hsa-miR-15a#
hsa-miR-16-1#
hsa-miR-17#
hsa-miR-18a
hsa-miR-18a#
hsa-miR-19a#
hsa-miR-19b-1#
hsa-miR-499-3p
hsa-miR-500
hsa-miR-548c-5p
hsa-miR-624



93

TM002431
TMO002432
TM002433
TM002434
TM002435
TMO002436
TM002437
TM002438
TM002439
TM002440
TM002441
TM002442
TM002443
TM002444
TM002445
TMO002446
TM002447
TM002619
TM002623
TM002642
TM002643
TMO002658
TM002672
TMO002675
TM002676
TMO002677
TM002678
TM002681
TM002743
TMO002752
TMO002756
TMO002757
TM002758
TMO002761
TM002763
TMO002766
TM002768
TMO002769
TMO002773
TMO002775
TMO002776
TMO002777
TMO002778
TMO002779
TM002781
TMO002783

hsa-miR-625
hsa-miR-625#
hsa-miR-628-5p
hsa-miR-628-3p
hsa-miR-501-3p
hsa-miR-629
hsa-miR-20a#
hsa-miR-21#
hsa-miR-23a#
hsa-miR-24-1#
hsa-miR-24-2#
hsa-miR-25#
hsa-miR-26a-1#
hsa-miR-26b#
hsa-miR-27a#
hsa-miR-28-3p
hsa-miR-29a#
hsa-let-7b
hsa-miR-155
HSA-MIR-151-5P
HSA-MIR-765
HSA-MIR-338-5P
HSA-MIR-620
HSA-MIR-577
HSA-MIR-144
HSA-MIR-590-3P
HSA-MIR-191#
HSA-MIR-665
HSA-MIR-520D-
3P
HSA-MIR-1224-3P
HSA-MIR-513C
HSA-MIR-513B
HSA-MIR-1226#
HSA-MIR-1236
HSA-MIR-1228#
HSA-MIR-1225-3P
HSA-MIR-1233
HSA-MIR-1227
HSA-MIR-1286
HSA-MIR-548M
HSA-MIR-1179
HSA-MIR-1178
HSA-MIR-1205
HSA-MIR-1271
HSA-MIR-1201



TMO002784
TMO002785
TMO002789
TMO002790
TM002791
TMO002792
TM002796
TMO002798
TMO002799
TMO002801
TM002803
TMO002805
TM002807
TMO002810
TM002815
TM002816
TM002818
TMO002819
TM002820
TM002822
TM002823
TM002824
TM002827
TMO002829
TM002830
TMO002832
TM002838
TM002840
TM002841
TMO002842
TM002843
TM002844
TM002845
TMO002847
TM002850
TMO002851
TM002852
TM002854
TM002857
TM002860
TM002861
TM002863
TM002867
TM002868
TMO002870
TM002871

HSA-MIR-548J
HSA-MIR-1263
HSA-MIR-1294
HSA-MIR-1269
HSA-MIR-1265
HSA-MIR-1244
HSA-MIR-1303
HSA-MIR-1259
HSA-MIR-548P
HSA-MIR-1264
HSA-MIR-1255B
HSA-MIR-1282
HSA-MIR-1255A
HSA-MIR-1270
HSA-MIR-1197
HSA-MIR-1324
HSA-MIR-548H
HSA-MIR-1254
HSA-MIR-548K
HSA-MIR-1251
HSA-MIR-1285
HSA-MIR-1245
HSA-MIR-1292
HSA-MIR-1301
HSA-MIR-1200
HSA-MIR-1182
HSA-MIR-1288
HSA-MIR-1291
HSA-MIR-1275
HSA-MIR-1183
HSA-MIR-1184
HSA-MIR-1276
HSA-MIR-320B
HSA-MIR-1272
HSA-MIR-1180
HSA-MIR-1256
HSA-MIR-1278
HSA-MIR-1262
HSA-MIR-1243
HSA-MIR-663B
HSA-MIR-1252
HSA-MIR-1298
HSA-MIR-1290
HSA-MIR-1305
HSA-MIR-1249
HSA-MIR-1248
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TM002872
TMO002873
TM002874
TMO002877
TM002878
TMO002879
TM002880
TMO002881
TM002883
TM002884
TM002885
TMO002887
TM002888
TM002890
TM002893
TM002894
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TMO002896
TM002897
TMO002901
TM002902
TMO002903
TM002904
TMO002905
TM002907
TMO002908
TM002909
TMO002910
TM002927

HSA-MIR-1289
HSA-MIR-1204
HSA-MIR-1826
HSA-MIR-1304
HSA-MIR-1203
HSA-MIR-1206
HSA-MIR-548G
HSA-MIR-1208
HSA-MIR-548E

HSA-MIR-1274A
HSA-MIR-1274B

HSA-MIR-1267
HSA-MIR-1250
HSA-MIR-548N
HSA-MIR-1283
HSA-MIR-1247
HSA-MIR-1253
HSA-MIR-720

HSA-MIR-1260
HSA-MIR-664

HSA-MIR-1302
HSA-MIR-1300
HSA-MIR-1284
HSA-MIR-548L
HSA-MIR-1293
HSA-MIR-1825
HSA-MIR-1296
HSA-MIR-548I

HSA-MIR-1257
HSA-MIR-1238
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EXPANDED MATERIAL AND METHODS

Study Populations

The present study included two cohorts of consecutive hyperiensive patients
followed at the Hypertension Outpatient Clinic of the Clinics Hospital of the University of
Campinas who were enrolled from 2018 to 2019. The exploratory cohort included 42
patients (26 with L'WVH and 16 without L\VH) and the validation cohort comprised 297
patients (162 with L'VH and 135 without L'VH). Exclusion criteria were age under 18
yvears, identifiable causes of secondary hyperiension, evidence of significant cardiac
valve disease and hypertrophic cardiomyopathy. The research was camied out in
accordance with the Declaration of Helsinki. Thiz study was approved by the Human
Research Ethics Committee of the University of Campinas, and all patients gave writien
informed consent fo participate.

Clinical, Laboratory and Echocardiography Data

Clinical data were gathered from each participant and included information on:
age, sex, smoking, hypertension, diabetes mellitus, use of antihypertensive medications,
body mass index (BMI), BP, heart rate. BPF and heart rate were measured in the sitting
position using a validated digital cscillometric device (HEM-70SCP; Omron Healthcare,
Kyoto, Japan) with appropriate cuff sizes. BMI was calculated as body weight divided by
height squared (kg/mZ2). Fasting low density lipoprotein (LDL)-cholesterdl, high-density
lipoprotein  (HDL)cholesterol, triglycerides, creatinine, and glucose levels were
measured using standard laboratory technigues. Hypertension was defined as systolic
BP =140 mmHg or diastolic 290 mmHg or use of antinypertensive medications. Diabetes
mellitus was diagnosed if fasting blood glucose was 2126 mg/dl or when participants
were taking hypoglycemic medications.

Echocardiography was performed by a single physician using a Vivid g device
(General Electric, Milwaukee, Wiscongin, USA) eguipped with a 35-RS5 transducer, as
previously described (1-3). LVMI was calculated as LV mass/body surface area. Relative
wall thickness (RWT) was measured as 2*posteror wall thickness/LY diastolic diameter.
LWVH was defined as LVMI 295 g/m? and = 115 g/m? in women and men, respectively. LV
geometric patierns were defined as follows: normal geometry (No LVH and RWT =0.42),
concentric remodeling (Mo L'VH and RWT =0.42), eccentric hypertrophy (L'VH and RWT
=0.42) and concentric hypertrophy (LWVH and RWT =0.42). L\ ejection fraction was
estimated by the Simpson's method.

Extraction and Analysis of Serum miRMA Expression

For the extraction of serum miRNAs, whole blood samples were collected in tubes
containing separator gel and clot activator (BD ‘Vacutainer) amd subjected to
centrifugation at 2000 rpm for 15 min at room temperature. The top serum layer was
immediately aliquoted into RNase-free tubes and immediately frozen at -B0°C until RNA
extraction. To detect hemolysis in serum samples, we used a spectrophotometer to
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mieasure the absorbance of cxyhemoglobin at 414 nm. Serum samples with a reading of
414 =02 were considered hemolyzed and excluded.

Samples from both cohorts were extracted using the miRNeasy Serum/Plasma
Kit (Qiagen). The quality of miRNA was assessed by measuring the percentage of
miRMAs in the amount of small RNA using a Bioanalyzer 2100 {Agilent, Santa Clara,
CA), az previougly reported (4). In the exploratory cohort, the miRMNA profile was
analyzed with the TagMan OpenfAmay Human MicroRNA system, a guanfitative
polymerase chain reaction (QPCR)-based miBRMA amay platform that contains 754
microRNAs on a microfluidic platform across two sets of primer pools, panel A and B
{LifeTechnologies). Data were nomalized using the global normalization method as
suggested by the manufacturer and previous reports (3). Six circulating miRMNAs with the
highest fold change in the exploratory study were chosen for the validation in the
validation cohort by gRT-PCR uzing a customized plate (LifeTechnologies). Reverse
franscription was performed using the SuperScript®l|l First Strand Synthesis Kit. Specific
miRMNA PCR primers were synthesized by Life Technologies. Real-time PCR assays
were performed with the TagMan Master Mix (Life Technologies) on a 7900HT FAST
Real- Time PCR System (Life Technologies). The comparative Ct (AACE) method to
quantify relative gene expression was used, and fold change (FC) was calculated as FC
= 2- 23 where Ct is defined as the PCR cycle number at which the flucrescence meets
the threshold in the amplification plot (6). Data were nomnalized using a geometric mean
of UG snRNA (noncoding amall nuclear RNA) and miR-16 as the housekeeping genes.

Gene Set Enrichment Analysis

To understand the biological relevance of differentially expressed miRMAs, we
performed functional enrichment analysis. The miRNAs differentially expressed between
patients with and without L'VH that significantly correlated with L'VMI were uplcaded into
miFWalk (version 2) (7). To strengthen the data, only mRMAs predicted in at least four
of five tools (miRanda, miRDB, miRW alk, RMNAZ2, and TargetScan) were considered as
possible miRNA fargets. We used the Database for Annctation, Visualization, and
Integrated Discovery (DAVID) to determine the enriched pathways. Only pathways with
miore than 10 genes, fold enrchment =15, and Fizher's exact test pwvalue <0.05 were
considered (8).

HL-1 Cells Culture and miRMA Transfection

We used the adult mouse atrial muscle cell ine HL-1, which has been extensively
used to assess mechanisms related to candiac myocyte hypertrophy (9,10), to evaluate
the functional impact of selected miRMAs. HL-1 cells were cultured at 37°C and 5% CO2
atmosphere in Claycomb medium (Sigma S1800C) supplemented with 2 mM L-
Glutamine (Sigma,GT513), penicillin-streptomycin (Sigma, P4333) and 10 %(wiv) FCS
(Sigma; F2442) in the absence or presence of 100 pM of norepinephrine (Sigma, AD937T)
as a hypertrophic stimulus (11,12) for 2 weeks (13) on gelatin-fibronectin [0.02 % (wiv)
gelatin; 5 mgéml fibronecting (Sigma,F1141) pre-coated plates (14). Then, HL-1 cells
were transiently fransfected with miR-145-3p mimetic, anti-miR-145-5p or negative
control miRNA (Applied Bicsystems, ThermoFisher Scientific, Grand Island, NY') at final
concentrations of 30 nM. This assay was camied out using the Lipofectamine 2000
Reagent (Invitrogen, Carisbad, CA) following the manufacturer's instructions. Cells were
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harvested for subsequent analyses 48 h after the transfection. All transfection
expeniments were camied out in triplicate.

Realtime Quantitative PCR Analysis from Cells Culture

For detecting the in vifro expression of miRNA=s and markers of cardiac myocyte
hyperdrophy, fotal RNA from cardiac myocytes was isolated using Mirvana Paris Kit
{Applied Biosystems, CA). We evaluated the expression of brain natriuretic peptide
{(Mppb) and atrial natriuretic peptide (Nppa) genes, which are markers of cardiac myocyte
hypertrophy, and miR-145-5p using the TagMan Gene Expression Assays Kit (Applied
Biosystems, CA). The polymerase chain reaction was performed in a StepOnePlus ™
System (ThemoFisher) realdtime PCR system. Gapdh (Mm9999%915_g1) was used as
endogenous control for Npph and Mppa expression, while UGS snRMA was used to
nomalize miR-145 expression.

Statistical Analysis

Confinuous variables with normal or non-nomal distribution are presented as
miean * standard deviation (SD) or median [25th, 75th percentiles]. Differences in
continuous variables with nomal or non-nomial distribution between the studied groups
{with and without L'VH) were evaluated by unpaired student's t-test and Mann-W hitney
U-test, respectively. Chi-square test was used to compare categorical variables.
Differences in continuous variables derived from cell assays were evaluated by one-way
analysis of variance (ANOWVA) followed by the Tukey test. The comelation between
echocardicgraphic variables and log-transformed expression of miRMAs was assessed
by the Person’s Method. Multivariable linear regression analysiz evaluated the
association of log-transformed expression of circulating miRNAs with LVH, L'VYMI and LY
geomeiric pattemns in the validation cchort, adjusting for variables that have been
reported to influence LY remodeling: age, sex, diabetes, body mass index, systolic blood
pressure, creatinine, smoking and antihypertensive classes (15). p-value <005 was
considered statistically significant. SPSS 15.0 software was used for statistical analyses.
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Supplementary Tables
Table $1. Clinical, laboratory and echocardiographic characteristics of the cohorts
Characteristics E""mw Vﬂd{?;?ﬁ'mm p
Age, years SFTX85 6121122 0.062
Male (%) 22 (52) 128 (43) D.256
Smokers, (%) 8 (19) 33 (11) 022
Diabetics, (%) 17 (40) 174 (58) 0.040
Body mass index, kg/m? 295146 30357 0.398
LDL-cholesterol, mg/dL 113134 93133 0.001
HDL-chaolesterol, magidL 48t12 46113 0.318
Triglycerides, mgldL 118 [90, 208] 124 [89, 177] 0.550
Glucose, mgldL 100 [89, 129] 101 [90, 121] D959
Creatinine, mg/dL 0.90 [0.76, 1.05] 0.91[0.75 1.14] 0496
Systolic blood pressure, mm Hg 1403 201 1490+ 250 0.034
Diastolic blood pressure, mm Hg 7651132 8351153 0.003
Diuretics, n (%) 32 (76) 156 (52) 0.006
CCB, n (%) 22 (52) 132 (44) 0.423
B-Blockers, n (%) 21 (50) 129 (43) D.524
ACEI or ARB, n (3) 33 (78) 261 (88) D0.155
Interventricular septum thickness, mm 100+14 10518 0.047
Posterior wall thickness, mm 99113 10516 0.037
LV end-diastolic diameter, mm 496147 497+ 61 0.953
LV ejection fraction, % 6F0+54 652105 0297
Relative wall thickness, mm 040005 0.43+0.07 0.046
LY mass index, gim® 12011 309 1115+ 331 0118

Caontinuous data with nomial and non-nomal distribution are presented as mean *
standard deviation and median [25th, 75th percentiles]. ACEl or ARB — angiotensin-
converting enzyme inhibitors or angictensin receptor blockers; CCB — calcium channel
blockers;, HDL — high density lipoprotein; LDL — low density lipoprotein; LYV — left

wventricular.
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Table $2. Differentially expressed miRNAS in participants with left ventricular
hypertrophy vs those without left ventricular hypertrophy in exploratory cohort.

miRNA Log2 FC p-value
Up-regulated miRNAs
miR-let-Tc 150 0.019
miR-92a 1.15 0.047
miR-30a-5p 115 0.023
miR-145-5p 149 0.030
miR-451 1.08 0.027
miR-375 105 0.018
miR-601 103 0.279
miR-185 0594 <001
miR-3208 095 0.220
miR-33# 093 0.125
miR- 106 0.88 0.187
miR-1201 086 0.145
miR-30d 0B84 0.129
miR-376c 083 0.086
miR-340 082 0.198
miR-328 079 D.114
miR-B85-5p 079 0.093
miR-338-5p 078 0.022
miR-122 078 0.064
miR-10a 076 0.034
miR-484 074 0.155
miR-332-3p 072 0.262
miR-1930 072 0.107
miR-206 068 0.034
miR-150 069 0.181
miR-597 069 0.074
miR-423-5p 069 0.065
miR-197 062 0.088
miR-766 062 0.278
miR-638 061 0.133
miR-345 059 0.274
miR-39b ET) 0.153
miR-146a 055 0.369
miR-127 054 0.153
miR-193a-5p D54 0.155
miR-125b 053 0.128
miR-30e-3p 050 0.433
miR-194 050 0.2
miR-192 047 0.580
miR-191 D46 0.374
miR-660 D44 0.137
miR-324-3p 043 0.199
miR-20a D41 D.647
miR-223# 040 0.362
miR-222 039 0.456
miR-365 039 D.482
miR-148b 038 0417
miR-20a 036 0.495
miR-21 036 0.260

miR-1060 034 0.373



miR-148a
miR-1%a
miR-33
miR-24 08
miR-126
miR-139-5p
miR-1Ba
miR-132
miR-221
miR-19b
miR-642
miR-Z23
miR-181¢
miR-24
miR-645
miR-144%
miR-16
miR-574-3p
miR-143
miR-Let-7d
miR-106a
miR-Let-Tg
miR-30c
miR-532
miR-942
miR-126#
miR-17
miR-140
miR-28
miR-125a-5p
miR-25
miR-199a-3p
miR-1460
miR-1306b
miR-142-3p
miR-195
miR-186

miR-342-3p
miR-323-3p
miR-30b
miR-101
miR-26a
miR-181a
miR-20b
miR-15b
miR-128a
miR-548a
miR-231
miR-204
miR-28-3p
miR-335
miR-103
miR-130a
miR-330-3p

033
032
0ar
0ar
026
026
024
024
023
023
021
0
020
020
019
019

Down-regulated miRMNAs
.02
.04
0.05
.06
0.09
010
013
013
013
014

0.262
0.549
0.333
0.735
0.596
0.207
0.3593
0.385
0.486
0.576
0.802
0.687
0.634
0.591
0.523
07N
0.757
0.714
0.727
0.679
0.661
0.806
0.7
0.748
0.905
0.880
0.732
0.865
0.807
0.865
0.872
0.855
0.932
0.938
0.933
0.961

0.968
0.939
0.873
0917
0.505
0.742
0.712
0.662
0.763
0.863
0.599
0.714

0.646
0432
0.583
0.693
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miR-134
miR-27a
miR-361
miR-378
miR-744
miR-3TGa
miR-27b
miR-324-5p
miR-374-5p
miR-26b
miR-374
miR-206
miR-2Tag
miR-151-3p
miR-152
miR-2301
miR-20¢
miR-590-5p

023
026
026
027
£.25
4.3
0.3
.33
0.33
.38
.35
.48
.45
£0.53
.55
.61

-2.74

FC- Fold change
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Table §3. Differentially expressed miRNAs in participants with left ventricular

hypertrophy vs those without left ventricular hypertrophy in the exploratory and

validation cohorts.

“miRNA Exploratory Cohort Validation cohort

_ Fold change p Faold change 4]
miR-Let-7c 3.72 0.019 566 <0.001
miR-145-5p 281 0.030 257 0.005
miR-30a-5p 221 0.023 192 0.046
miR-92a 222 0.017 145 0.041
miR-185 192 =0.004 .27 0.358
miR-451 211 0.027 1.34 0.032
miR-375 207 D.018 - -
miR-338-5p 1.81 0.007 - -
miR-10a 169 0.034 - -
miR-296 160 0.034 - -

0
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Table S4. Bivariate correlation coefficients between selected miRNAs and
diabetes mellitus and systolic blood pressure in the validation cohort.

“MIRNAS Diabetes mellitus Systolic blood pressure
r p r p
Log miRetrc 0051 0.197 D037 D.547
Leg miR-32a -0.069 0.266 D.106 0.077
Log miR-145-5p D.034 0.588 0.106 0.0B0
Log miR-30a-5p D034 0.128 D.146 D.015
Log miR-451 D.134 0.057 D213 0.002
Log miR-185 D.039 0.672 0.007 0.938

The comelation of log-transformed expression of miRNASs with systolic blood pressure

and diabetes was assessed by the Person's and Spearman's Method, respectively.
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Table §5. Multivariable linear regression analysis between selected miRMNAs and
left ventricular mass index or left ventricular hypertrophy in the validation

cohort.
miRMA Left ventricular mass index Left wventrnicular hypertrophny
Beta =+ SE p Beta + SE p

Log miR-letTc 0.015 + 0.004 =0.001 133028 =0.001
Log miR-52a 0.006 + 0.005 026 0.74 +0.32 0022
Log miR-145-5p 0.011 = 0.004 0.005 0.89+0.25 =0.001
Log miR-30a-Sp 0.001 +0.003 074 0.54 +0.20 0009
Log miR-451 0.010 = 0.004 0.019 0.79 £0.26 0.003
Log miR-185 -0.010 £ 0.007 0.12 -0.04 +0.39 0.93

Legend: All analyses were adjusted for age, zex, body mass index, systolic blood
pressure, diabetes mellitus, smoking, creatinine, use of diuretics, beta-blockers, calcium-
channel blockers and angictensin-converting-enzyme inhibitors or angiotensin receptor
blockers. Each studied miRMNA entered alone in the multivariable regression models. SE

— standard emor.
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Table $6. Multivariable linear regression analysis evaluating the relationship
between miRNA expression and left wventricular geometric patterns in the
validation cohort.

miRMNA Mormal gecmetry Eccentric Concentric Concentric remodelling
(n=91) LVH {n=53) LVH (n=103) (n=44)

Log miR-letTc Ref 147043 148+0357 042 +0.44
Log miR-92a Ref 067 +048 1.06 +0.40¢ 0.52+0.50
Log miR-145-5p Ref 139037 062 +030° 0.05 +0.38
Log miR-30a-5p Ref 050030 065 £0.25% 018 £0.3

Log miR-431 Ref 075041 0.99 +0.32 0.34+039
Log miR-185 Ref -1.25 +0.65 0.05+0.50 -0.58 + 060

Legend: Data are presented as beta coefficient * standard emor. All analyses were
adjusted for age, sex, body mass index, systolic blood pressure, diabetes mellitus,
smoking, creatinine, and use of diuretics, beta-blockers, angictensin-converting enzyme
or angictensin receptor blocker and calcium-channel blocker. *p<0.05; #p<0.01; and
Wp<0.001 compared with normal geometry. L'VH — left ventricular hyperirophy. Ref-
Reference.
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Figure S1. Differential expression analysis of microRNAs (miRNAs) obtained in serum of hypertensive patients with left ventricular hypertrophy
(LVH) vs without LVH. Volcano plot depicts the significantly altered miRNAs found (p<0.05). Each dot represents a miRNA, upregulated are in

red (log2 fold change = 1.5), downregulated in green (log2 fold-change < 1.5), and unchanged in black.
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