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RESUMO 

Pacientes hipertensos comumente desenvolvem lesões de órgão-alvo, 

como a HVE. Os microRNAs possuem um papel importante no desenvolvimento da 

hipertrofia cardíaca. Este estudo avaliou a relação entre os miRNAs circulantes e a 

HVE em pacientes hipertensos. A pesquisa se iniciou com a coorte exploratória, onde 

foram avaliadas as expressões de 754 miRNAs em 47 pacientes hipertensos e na 

sequência na coorte de validação avaliou-se a expressão 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 TaqMan OpenArray e qRT-PCR - Reação em cadeia da polimerase 

quantitativa 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 hipertensão. Realizamos o cultivo de células a fim de avaliar o papel do miR-145-

5p no desenvolvimento da hipertrofia cardíaca e constatou-se que na presença do 

mimetizador miR-145-5p a expressão 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 importância desse miRNA no remodelamento 

cardíaco em pacientes hipertensos. Nossos dados demonstraram que os níveis 

circulantes de três miRNAs (miR-145-5p, miR-let7c e miR-451) apresentaram 

associação tanto ao IMVE quanto a HVE, indicando assim que possam estar mais 

relacionados no desenvolvimento da HVE induzida por hipertensão, podendo ser 

potenciais biomarcadores circulantes envolvidos no remodelamento do VE em 

pacientes hipertensos.     

 

Palavras-chave: Hipertensão; Hipertrofia do Ventrículo Esquerdo; Hipertrofia 

Cardíaca; 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 TaqMan OpenArray and 

qRT-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. INTRODUÇÃO   

1.1. Hipertensão arterial  

A hipertensão arterial sistêmica (HAS) é doença crônica multifatorial 

dependente de fatores genéticos/epigenéticos, ambientais e sociais caracterizada 

pela elevação persistente da pressão arterial (1,2). Frequentemente é causa de 

alterações estruturais e/ou funcionais em órgãos-alvo como coração, rins, vasos 

sanguíneos e encéfalo e de alterações metabólicas com aumento do risco de eventos 

cardiovasculares fatais e não fatais (3).   

Considera-se hipertensão arterial quando o paciente apresenta a elevação 

persistente da pressão arterial (PA), ou seja, PA sistólica (PAS) maior ou igual a 140 

mmHg e/ou PA diastólica (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 responsável por cerca de 9,4 milhões de mortes no mundo, 

chegando a acometer aproximadamente 30% da população adulta brasileira. Entre 

2000 e 2010 observou-se uma diminuição de 2,6% de prevalência de HAS em países 

desenvolvidos, enquanto nos países em desenvolvimento registrou-se um aumento 

de 7,7%. Associa-se o aumento no tecido adiposo visceral a uma maior incidência da 

doença, assim como o grupo de fumantes e ex fumantes também foi correlacionado a 

maior propensão no desenvolvimento de HAS (4,5,6). 

Doenças cardiovaculares (DCV) são consideradas as principais causas de 

morte no Brasil (Tabela 1), chegando a 27,7% dos óbitos.  Em 2014, das internações 

brasileiras, 10,1% foram causadas por doenças do aparelho circulatório e desse 

montante 57,2% eram indivíduos com mais de 60 anos de idade (7). Dentre os fatores 

de risco cardiovascular temos a hipertensão, aterosclerose, dislipidemia, resistência a 

insulina e inflamação crônica (8).  
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Tabela 1 – Mortalidade por Doenças Cardiovasculares no Brasil  

Estado Brasileiro Incidencia de DCV por 

100 mil 

Número de óbitos 2019 

São Paulo 150,17  93,70 

Rio de Janeiro 166,54  42,59 

Minas Gerais 126,63  37,98 

Espírito Santo 138,85  7,10 

Paraná 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 

Paraíba 159,01 8,23 

Rio Grande do Norte 148,18 6,32 

Ceará 145,84 15,98 

Piauí 179,91 6,72 

Maranhão 166,11 11,30 

Tocantins 158,12 2,40 

Para 154,78 10,61 

Amazonas 143,04 4,00 

Acre 161,88 1,01 

Rondônia 147,89 2,13 

Roraima 175,27 630 

Amapá 146,27 773 

Brasília 109,56 3,19 

 

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

Fonte: Sociedade Brasileira Cardiovascular – Estatística Brasil – 2019 
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1.2. Hipertrofia do Ventrículo Esquerdo  

A elevação sustentada da pressão arterial produz um aumento da tensão na 

parede do ventrículo esquerdo, o qual pode levar a uma resposta caracterizada por 

aumento da massa ventricular (MVE), que é conhecida como hipertrofia do ventrículo 

esquerdo (HVE). Essas alterações ocorrem no sentido de normalizar a tensão na 

parede ventricular e são geralmente consideradas como compensatórias (9). Ela é 

caracterizada como o aumento no tamanho dos cardiomiócitos, aumento na síntese 

proteica e maior organização do sarcômero (10). Associa-se a hipertrofia prolongada 

ao aumento no risco de morte súbita ou insuficiência cardíaca. A hipertrofia cardíaca 

pode ser concêntrica ou excêntrica, onde na concêntrica observamos o aumento da 

massa do ventrículo e na excêntrica há o aumento da cavidade do ventrículo (Figura 

1.1 – Disposição dos sarcômeros e Figura 1.2 - Coração e Hipertrofias do ventrículo 

esquerdo) (10,11,12). 

 

   Figura 1.1– Disposição dos sarcômeros – (GARCIA, 2008) 
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Figura 1.2 – Coração e Hipertrofias do ventrículo esquerdo. (Fonte: mdsaude.com.br). 

 

No desenvolvimento de problemas cardíacos a causa subjacente da 

hipertensão parece não ter importância. O principal determinante na carga de trabalho 

do coração e hipertrofia é a pressão sistólica. Associou-se a hipertensão sistólica 

isolada com pressão de pulso mais ampla a um aumento no risco de doenças 

cardiovasculares e mortalidade. Apesar de tudo a pressão sistólica continua sendo 

ignorada por alguns profissionais e pacientes (13).   

Apesar de considerada uma resposta compensatória ao aumento de tensão na 

parede ventricular, a HVE é também fator de risco independente para morbidade e 

mortalidade cardiovascular por predispor ao desenvolvimento de insuficiência 

cardíaca, arritmias e fenômenos isquêmicos coronários mais graves (9). Uma meta-

análise de 20 estudos envolvendo mais de 48 mil pacientes encontrou risco médio 

ponderado de morbidade cardiovascular associado à hipertrofia cardíaca de 2,3 vezes 

(14). A MVE é um fenótipo complexo influenciado pelos efeitos interativos de múltiplos 

fatores ambientais e genéticos. Embora a HAS seja reconhecida como a principal 

determinante da hipertrofia cardíaca, a pressão arterial explica apenas uma pequena 

parte da variação 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 alterações na MVE, a HAS também pode levar a alterações na 

espessura relativa do ventrículo esquerdo (ERVE), que é determinada pela razão 

                          Coração Normal                 Hipertrofia                   Hipertrofia 

                                                                               Concêntrica                   Excêntrica         
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entre o dobro da espessura da parede posterior e o diâmetro diastólico do ventrículo 

esquerdo. Com base nesses parâmetros, quatro padrões geométricos do ventrículo 

esquerdo foram identificados (16): geometria normal (MVE e ERVE normais), 

remodelamento concêntrico (MVE normal e ERVE aumentada), hipertrofia concêntrica 

do VE (MVE e ERVE aumentadas) e hipertrofia excêntrica (MVE aumentada com 

ERVE normal) (Figura 1.3 - Padrões Geométricos do ventrículo esquerdo).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.3 – Padrões Geométricos do ventrículo esquerdo. (Fonte: ROCHA, 2007) 

 

Os estudos epidemiológicos têm demonstrado que o prognóstico cardiovascular 

é pior para indivíduos portadores de hipertrofia concêntrica e melhor para aqueles com 

geometria normal (17). Por outro lado, indivíduos com hipertrofia excêntrica e 

remodelamento concêntrico tendem a ter um risco cardiovascular intermediário entre 

a hipertrofia concêntrica e a geometria normal.  A prevenção ou a regressão da HVE 

e das alterações geométricas do ventrículo esquerdo está associada a uma menor 

incidência de desfechos ou futuros desfechos adversos de doença cardiovascular em 

pacientes com HAS (17). Portanto, a prevenção e o diagnóstico de HVE e de 

alterações geométricas do ventrículo esquerdo devem ser uma prioridade em 

pacientes com HAS. 
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1.3. MicroRNAs  

MicroRNAs (miRNAs) são uma classe de RNAs não codificantes e 

evolutivamente conservadas que possuem cerca de 23 nucleotídeos. Estão presentes 

em animais, plantas e eucariotos unicelulares e são responsáveis por regular a 

expressão de genes-alvo. Inicialmente os miRNAs são transcritos pela RNA 

polimerase II formando o pri-miRNA e na sequência o complexo Drosha rompe locais 

de pareamente dando origem ao pré-miRNA, nesse momento a estrutura é similiar a 

um grampo (do inglês Hairpin) de cabelo. O pré-miRNA é transportado para fora do 

núcleo celular através da Exportina-5 e da Ran-GTP e no citoplasma a enzima DICER 

processa esse pré-miRNA e remove a região da alça e nesse momento o miRNA é 

constituído por uma fita dupla de aproximadamente 23 nucleotídeos. Através da 

proteína Argonauta é formado o complexo RISC, responsável 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 nível pós transcricional, seja pela inibição da tradução 

ou degradação do mRNA e em ambos as situações a expressão do mRNA do gene-

alvo é reduzido. Não é necessária uma perfeita complementaridade entre miRNA e 

mRNA, sendo que o emparelhamento incompleto é suficiente para suprimir a 

expressão de diferentes genes. Um mRNA pode conter diversos sítios de ligação para 

vários miRNAs, gerando uma rede complexa de interação entre eles. Há uma 

estimativa de que os miRNAs regulem aproximadamente 60% dos genes humanos 

(20).  
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1.4 MicroRNAs e doenças cardiovasculares 

Um biomarcador possui como objetivo indicar a presença ou ausência de 

determinada doença. Na antiguidade os primeiros biomarcadores eram representados 

pelos sinais médicos, como pulso, aparência 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 

específicas, sendo comumente utilizada na prática clínica a Troponina, ALT, AST, 

PSA, CKMB, entre outras (21).   

Para ser considerado um bom biomarcador é necessário cumprir alguns 

critérios, sendo eles: acessível por procedimentos minimamente invasivos, possuir 

boa especificidade para a patologia investigada e ser traduzível da pesquisa para a 

clínica. Diversos estudos vêm apresentando a possibilidade da utilização de miRNAs 

como biomarcadores em diferentes doenças como, câncer (22), Alzheimer (23), 

epilepsia (24), doenças neurodegenerativas (25), doenças cardiovasculares (26), 

dentre outras. Em expressões anormais de miRNAs a expressão dos mRNAs alvo são 

afetados e, portanto, os miRNAs são potencialmente causadores de doenças (20).  

Um papel crucial dos miRNAs no sistema cardiovascular tem tido suporte 

na descoberta de que a depleção da enzima de processamento de miRNA, Dicer, leva 

a defeitos na angiogênese, formação de vasos e desenvolvimento cardíaco (27). Os 

miRNAs também podem agir como reguladores da inflamação, do metabolismo 

lipídico e do estresse oxidativo, que são condições importantes para o 

desenvolvimento de aterosclerose e doenças cardiovasculares (28). De maneira geral, 

diversos perfis de expressão de miRNAs foram associados ao remodelamento 

cardíaco patológico em roedores e em seres humanos (28, 29). Van Rooij e cols. 2006, 

(30) foi o primeiro a utilizar microarray para a análise de miRNAs em dois modelos 

murinos de hipertrofia patológica. Naquele estudo, os autores encontraram apenas 21 

miRNAs aumentados e 7 diminuídos em comum nos dois modelos de hipertrofia, 

sugerindo que o tipo de hipertrofia e o estímulo podem interferir na expressão dos 

miRNAs. Desde então, vários estudos foram realizados para avaliar o papel destes 

miRNAs na hipertrofia cardíaca, sendo a maioria em modelos murinos ou em cultivo 

celular, conforme pode ser evidenciado em excelente revisão realizada por Wang e 

cols. 2016 (31).  
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Entretanto, pouco se sabe sobre a relação entre miRNAs e o 

desenvolvimento HVE em seres humanos com HAS. Alguns estudos prévios 

investigaram a expressão de alguns miRNAs em pacientes hipertensos e mostraram 

que a MVE se correlacionou com níveis circulantes de miR-29 (23) e miR-155 (24) e 

com a expressão leucocitária de miR-9, miR-1, miR-133a, miR-26b, miR-208b, miR-

499, e miR-21 (25, 26). Contudo, estes estudos avaliaram um número bastante 

reduzido de miRNAs circulantes e incluíram um tamanho amostral relativamente 

pequeno (50 a 102 indivíduos por estudo), o que permite concluir que ainda se sabe 

pouco a respeito das relações entre miRNAs e marcadores de remodelamento 

cardíaco em indivíduos hipertensos. 

Em seu estudo, Minin EOZ et al (32), constatou a expressão aumentada do 

miR-145-5p e miR-let7c em pacientes hipertensos com placa aterosclerótica carotídea 

em comparação aos pacientes hipertensos sem placa aterosclerótica. Já no estudo 

de Sayed D et al, uma matriz com mais de 50 miRNAs apresentaram 

progressivamente expressão diferenciada durante o desenvolvimento da hipertrofia 

cardíaca causada por sobrecarga de pressão, sendo o miR-1 um dos primeiros a 

apresentar regulação negativa na hipertrofia. O miR-21 chegou a atingir 8 vezes mais 

expressão no décimo quarto dia do estudo (33). 

Nos últimos anos, nosso grupo padronizou uma metodologia que permite a 

identificação e quantificação da expressão simultânea de um grande número de 

miRNAs, utilizando o Sistema TaqMan OpenArray, uma plataforma microfluidica 

capaz de analisar, pelo método de Reação em Cadeia da Polimerase quantitativo 

(qRT-PCR), a expressão de 754 miRNAs (34).   
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2. OBJETIVOS  

 

Geral 

- Identificar miRNAs séricos relacionados à HVE em indivíduos hipertensos e avaliar 

o papel funcional de miRNAs selecionados em marcadores de hipertrofia de miócitos 

cardíacos in vitro. 

 

Específicos 

1. Identificar miRNAs séricos relacionados à HVE em uma coorte de indivíduos 

hipertensos (Coorte Exploratória) através da plataforma de OpenArray; 

 

2. Validar os resultados obtidos na coorte exploratória em um número maior de 

pacientes hipertensos (Coorte de Validação);  

 

3. Correlacionar os dados de expressão dos miRNAs diferencialmente expressos na 

coorte de validação 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 cardiomiócitos in vitro. 
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3. METODOLOGIA 

O presente estudo foi dividido em três etapas, sendo a primeira 

denominada coorte exploratória, a segunda coorte de validação e a terceira cultura de 

células. Na coorte exploratória realizou-se uma avaliação mais abrangente 

contemplando a análise de 754 miRNAs no soro de 42 pacientes hipertensos. Na 

coorte de validação analisou-se a expressão sérica de 6 miRNAs em 297 pacientes. 

Nos experimentos de cultura de células analisou-se a ação do miR-145 em células 

musculares atriais de camundongo.  

O protocolo metodológico referente aos objetivos do estudo está 

apresentado nas figuras abaixo: 

 

 

 

Figura 3.1 – Desenho metodológico referente aos objetivos 1, 2 e 3.  
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Figura 3.2 – Desenho metodológico referente ao objetivo 4 

 

3.1. Seleção dos indivíduos  

 Foram incluídos pacientes hipertensos atendidos no Hospital de Clínicas 

da UNICAMP. Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética 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 II).   

Das coortes analisadas, a exploratória contemplou 42 pacientes (26 com 

HVE e 16 sem HVE) e a coorte de validação compreendeu 297 pacientes (162 com 

HVE e 135 sem HVE).  

Dentre os critérios de exclusão temos menores de 18 anos, evidência de 

doença valvar cardíaca grave, cardiomiopatia hipertrófica e causas identificáveis de 

hipertensão secundária. Realizou-se a pesquisa de acordo com a declaração de 

Helsinki.  

 



25 

 

3.2. Dados clínicos e laboratoriais 

 A caracterização clínica e laboratorial dos pacientes foi realizada em jejum 

através de técnicas laboratoriais padrão para dosagem de lipoproteína de baixa 

densidade (LDL) – colesterol, lipoproteína de alta densidade (HDL) – colesterol, 

triglicerídeos, creatinina e níveis de glicose. Calculou-se o índice de massa corporal 

dividindo o peso corporal pela altura ao quadrado (kg/m²). A pressão arterial e a 

frequência cardíaca foram medidas na posição sentada usando um dispositivo 

oscilométrico digital validado (HEM-705CP; Omoron Healthcare, Kyoto, Japão) com 

tamanhos de manguitos apropriados. Definiu-se como hipertensão quando a pressão 

arterial sistólica foi ≥ 140 mmHg ou diastólica ≥ 90 mmHg ou quando em uso de 

medicamentos anti-hipertensivos. No diagnóstico de diabetes mellitus considerou-se 

glicemia de jejum ≥126 mg/gl ou quando o paciente estava fazendo uso de 

medicamentos hipoglicêmicos.  

 

3.3. Ultrassonografia do ventrículo esquerdo 

 A ultrassonografia foi realizada por um único médico utilizando o aparelho 

Vivid (General Electric Milwaukee, Wiscosin, EUA) equipado com transdutor 3S-RS, 

com o objetivo de avaliar as dimensões do ventrículo esquerdo. A fração de ejeção do 

ventrículo esquerdo foi estimada pelo método Simpson.  

O índice de massa do ventrículo esquerdo foi calculado como: Massa do 

ventrículo esquedo / área de superfície corporal. A espessura relativa da parede foi 

medida como 2* espessura da parede posterior / diâmetro diastólico do ventrículo 

esquerdo.  

Hipertrofia do ventrículo esquerdo foi definida como índice de massa do 

ventrículo esquerdo ≥ 95g / m² em mulheres e ≥ 115g / m² em homens. Definiu-se os 

padrões geométricos do ventrículo esquerdo da seguinte forma: geometria normal 

(sem hipertrofia do ventrículo esquedo e espessura relativa da parede ≤ 0,42), 

remodelação concêntrica (sem hipertrofia do ventrículo esquerdo e espessura relativa 

da parede > 0,42), hipertrofia excêntrica (hipertrofia do ventrículo esquerdo e 

espessura relativa da parede ≤ 0,42) e hipertrofia concêntrica (hipertrofia do ventrículo 

esquerdo e espessura relativa da parede > 0,42).  
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A coleta dos dados clínicos, laboratoriais e ultrassonográficos foram 

realizados no mesmo dia, quando o paciente foi ao HC para acompanhamento na 

cardiologia.  

 

3.4. Seleção dos miRNAS 

Na coorte exploratória utilizou-se para análise o sistema Human OpenArray 

(LifeTechnologies) com 754 miRNAs. Após as análises estatísticas constatou-se que 

10 dos 754 miRNAs apresentavam diferença significativa na expressão quando 

comparado o grupo hipertenso sem HVE com o grupo hipertenso com HVE. Para a 

coorte de validação foram selecionados os seis miRNAs com maior diferença de 

expressão no estudo exploratório, sendo eles: miR-30a-5p, miR-let7c, miR-92a, miR-

451, miR-145-5p, miR-185.  

 

3.5. Extração dos miRNAS 

 Para a extração dos miRNA circulantes, em ambas as coortes, foram 

coletadas amostras de sangue total dos pacientes em tubos contendo gel separador 

e ativador de coágulo (BD Vacutainer). A centrifugação das amostras ocorreu a 2200 

rpm 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 

extração do RNA total, incluindo miRNA, utilizou-se o Kit miRNeasy Serum/Plasma 

(Qiagen), seguindo as instruções do fabricante: Em 200 ul de soro adiciona-se 1000 

ul de qiazol Lysis reagente e homogeniza-se no vórtex. A solução fica em repouso por 

5 minutos em temperatura ambiente e na sequência adiciona-se 200 ul de Cloroformio 

no lisado e vortexa-se vigorosamente por 15 segundos. Após 3 minutos em repouso 

em temperatura ambiente a solução é centrifugada por 15 minutos a 10.000 RPM a 

4°C, sendo nesse momento que temos a separação da fase aquosa e da fase 

orgânica. A fase aquosa é transferida para um novo recipiente e então 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 é repetido 

até que toda a mistura passe pela coluna, na sequência 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 sequência adiciona-se 500 ul de etanol 80% e centrifuga-

se por 2 minutos a 10.000 RPM. Após 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 água RNAse-free no centro do filtro, na sequência centrifuga-

se o tubo fechado por 1 minuto na velocidade máxima para recuperação do RNA. O 

eluído é congelado no freezer -80°C. 

Para a determinação da qualidade do material extraído utilizou-se o 

espectofotômetro 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 exploratória utilizamos o Sistema Human OpenArray 

(LifeTechnologies) que utiliza a técnica de qRT-PCR. Essa metodologia foi escolhida 

pois possibilitou a avaliação da expressão de 754 miRNAs em cada amostra. O 

miRNA extraído foi submetido ao protocolo do fabricante para montagem das placas: 

Inicialmente é feita a transcrição do miRNA em cDNA através dos pools de primers 

RT (pool A e pool B), na sequência ocorre a amplificação do cDNA através do TaqMan 

PreAmp MaxterMix (conforme sugestão do fabricante), onde os miRNAs presentes na 

amostra original são amplificados gerando um aumento significativo na capacidade de 

detectar os transcritos de baixa abundância. Na sequência as placas são carregadas 

usando o sistema AccuFill (Thermo Fisher Scientific), onde cada placa contempla 3 

amostras distintas. Em seguida as placas são levadas para a reação de qRT-PCR no 

equipamento QuantStudio 12K (Thermo Fisher Scientific) que analisa até 4 placas, ou 

seja, 12 amostras no período de 120 minutos. Após a análise, a leitura dos espectros 

de qRT-PCR são avaliados com o auxílio do software ExpressionSuite (Thermo Fisher 

Scientific). Valores de Ct (threshould Cycle) superiores a 35 e score de amplificação 

abaixo de 1,24 foram excluídos conforme sugerido pelo fabricante. A expressão dos 

miRNAs foi normalizada, usando o método de normalização global conforme sugerido 

por Mestdagh et al (35). 
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3.7. Reação em Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo Real - (qRT-PCR)  

Na coorte de validação utilizamos o qRT-PCR para avaliar a expressão dos 

miRNAs selecionados. Para esta finalidade, as reações de transcrição reversa para 

síntese do cDNA foi realizada com o SuperScript III 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 qRT-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 reação do qRT-PCR compreende: 10μL de TaqManTM Master Mix; 1 μL 

da solução contendo iniciadores e sonda; 7,67 μL de água e 1,33 μL de cDNA; com 

um volume final de 20,0 μL. As reações são 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 

expressão relativa do miRNA através do método comparativo de Ct (ΔΔCt) e o FC 

(mudança de dobra) foi calculada como FC= 2–ΔΔCt, no qual Ct foi definido como o 

número de ciclos PCR onde a fluorescência atingia um limiar no gráfico de 

amplificação (36). Como controle endógeno utilizou-se a média geométrica de snRNA 

U6 (RNA nuclear pequeno não 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 à 

hipertrofia de miócitos cardíacos (37,38), as quais foram cultivadas a 37,5°C e 5% de 

atmosfera CO2 no meio Claycomb. As células foram submetidas a suplementação de 

2mM de L-Glutamina, penicilina-estreptomicina a 10% na ausência ou presença de 

100 μM 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 transfecção utilizamos o 

reagente Lipofectamine 2000. Após 48 horas da transfecção as células foram 

coletadas para análise em triplicata.  
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O RNA total dos miócitos cardíacos foram isolados utilizando o Kit Mirvana 

Paris (Applied Biosystems CA). Para a análise do RT-PCR utilizou-se o StepOnePlus 

(ThermoFisher). Como controle endógeno dos marcadores de hipertrofia Nppb 

(peptideo natriurético tipo B) e Nppa (peptideo natriurético tipo A) utilizou-se o Gapdh 

(Mm99999915_g1). Para normalizar a expressão do miR-145-5p utilizou-se como 

controle endógeno o snRNA U6.  

 

3.9. Método estatístico e cálculo da amostra 

As variáveis contínuas com distribuição normal e não normal foram 

avaliadas pelo teste t de Student não pareado e pelo teste U de Mann-Whitney, 

respectivamente. As variáveis categóricas foram avaliadas com o teste do qui-

quadrado. Para as variáveis contínuas derivadas dos ensaios celulares utilizamos a 

variância unidirecional (ANOVA) e teste de Tukey. Na correlação entre as variáveis 

ecocardiográficas e a expressão log-transformada de miRNAs utilizamos o método de 

Pearson. 

A análise de regressão linear multivariada avaliou a associação da 

expressão log-transformada de miRNAs circulantes com padrões geométricos de 

HVE, IMVE e VE na coorte de validação, ajustando para variáveis que foram relatadas 

como potenciais influenciadores do remodelamento do VE, tais como: idade, sexo, 

diabetes, índice de massa corporal, pressão arterial sistólica, creatinina, tabagismo e 

classes de anti-hipertensivos. As correlações e as diferenças foram consideradas 

significativas quando p<0,05. O software SPSS (SPSS 15.0) foi utilizado nas análises 

estatísticas. 

 

3.10. Análise de enriquecimento de genes 

No intuito de complementar a pesquisa e melhor compreender a relevância 

biológica dos miRNAs que se apresentaram diferencialmente expressos, realizamos 

uma análise de enriquecimento de genes. Essa análise foi realizada com os miRNAs 

diferencialmente expressos correlacionados aos pacientes hipertensos com e sem 

HVE. Utilizou-se a plataforma de código aberto miRWalk 2.0, onde é possível a 

comparação de alvos preditos por até doze algorítimos reunindo dados de diferentes 

databases. Foram considerados como possíveis 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 determinação das vias de enriquecimento utilizamos o 

banco on-line DAVID – Database for Annotation, Visualization and Integrated 

Discovery.  
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4. RESULTADOS 

Os resultados da presente tese estão apresentados no seguinte artigo:  

1. “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-Magalhães 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, Luís F. R. S. Carvalho-Romano, Edmilson R. 

Marques, Eduarda O. Z. Minin, Camila F. L. Vegian, José A. Pio-Magalhães, Lício 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, São 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 TaqMan 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 

miRNAs 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 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcvm.2022.798954/full?&utm_source=Email_to_authors_&utm_medium=Email&utm_content=T1_11.5e1_author&utm_campaign=Email_publication&field=&journalName=Frontiers_in_Cardiovascular_Medicine&id=798954#B1
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcvm.2022.798954/full?&utm_source=Email_to_authors_&utm_medium=Email&utm_content=T1_11.5e1_author&utm_campaign=Email_publication&field=&journalName=Frontiers_in_Cardiovascular_Medicine&id=798954#B3
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcvm.2022.798954/full?&utm_source=Email_to_authors_&utm_medium=Email&utm_content=T1_11.5e1_author&utm_campaign=Email_publication&field=&journalName=Frontiers_in_Cardiovascular_Medicine&id=798954#B4
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcvm.2022.798954/full?&utm_source=Email_to_authors_&utm_medium=Email&utm_content=T1_11.5e1_author&utm_campaign=Email_publication&field=&journalName=Frontiers_in_Cardiovascular_Medicine&id=798954#B5
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcvm.2022.798954/full?&utm_source=Email_to_authors_&utm_medium=Email&utm_content=T1_11.5e1_author&utm_campaign=Email_publication&field=&journalName=Frontiers_in_Cardiovascular_Medicine&id=798954#B6
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcvm.2022.798954/full?&utm_source=Email_to_authors_&utm_medium=Email&utm_content=T1_11.5e1_author&utm_campaign=Email_publication&field=&journalName=Frontiers_in_Cardiovascular_Medicine&id=798954#B7
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcvm.2022.798954/full?&utm_source=Email_to_authors_&utm_medium=Email&utm_content=T1_11.5e1_author&utm_campaign=Email_publication&field=&journalName=Frontiers_in_Cardiovascular_Medicine&id=798954#B8
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcvm.2022.798954/full?&utm_source=Email_to_authors_&utm_medium=Email&utm_content=T1_11.5e1_author&utm_campaign=Email_publication&field=&journalName=Frontiers_in_Cardiovascular_Medicine&id=798954#B9
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcvm.2022.798954/full?&utm_source=Email_to_authors_&utm_medium=Email&utm_content=T1_11.5e1_author&utm_campaign=Email_publication&field=&journalName=Frontiers_in_Cardiovascular_Medicine&id=798954#B10
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcvm.2022.798954/full?&utm_source=Email_to_authors_&utm_medium=Email&utm_content=T1_11.5e1_author&utm_campaign=Email_publication&field=&journalName=Frontiers_in_Cardiovascular_Medicine&id=798954#B11
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcvm.2022.798954/full?&utm_source=Email_to_authors_&utm_medium=Email&utm_content=T1_11.5e1_author&utm_campaign=Email_publication&field=&journalName=Frontiers_in_Cardiovascular_Medicine&id=798954#B15
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fcvm.2022.798954/full?&utm_source=Email_to_authors_&utm_medium=Email&utm_content=T1_11.5e1_author&utm_campaign=Email_publication&field=&journalName=Frontiers_in_Cardiovascular_Medicine&id=798954#SM1
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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/m2). 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 ≥140 mmHg or diastolic ≥90 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 ≥95 g/m2 and ≥ 115 g/m2 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 

miRNAs 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 TaqMan 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 qRT-PCR using a customized plate (LifeTechnologies). Reverse 

transcription was performed using the SuperScript®III First Strand Synthesis Kit. 

Specific miRNA PCR primers were synthesized by Life Technologies. Real-time PCR 

assays were performed with the TaqMan Master Mix (Life Technologies) on a 7900HT 

FAST Real- Time PCR System (Life Technologies). The comparative Ct (ΔΔCt) 

method to quantify relative gene expression was used, and fold change (FC) was 

calculated as FC = 2- ΔΔCt, 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 μM 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 TaqMan 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 miRNAs 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. 
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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 (Figure 1A, Supplementary Table S3 and Figure S1). Of these 10 miRNAs, six 

miRNAs 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 qRT-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. †p < 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 miRWALK2.0 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. 

 

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 (Figures 

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 (Figures 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 miRNAs (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 II-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 II. 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-II 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 

miRNAs 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 

miRNAs 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. DISCUSSÃO GERAL 

 

O presente estudo foi fragmentado em três etapas, onde na coorte 

exploratória foram avaliadas as expressões séricas de 754 microRNAs em 42 

pacientes hipertensos que apresentavam ou não hipertrofia do ventrículo 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 exploratória. Destes, 10 

apresentaram expressão significativamente alterada quando comparados os grupos 

com e sem HVE. Na coorte de validação, a partir dos resultados obtidos na coorte 

exploratória, avaliou-se a expressão 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 alteração significativa na 

expressão 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 cardíaca e constatou-se que na presença do 

mimetizador miR-145-5p a expressão 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 não apresentou expressão diferencialmente significativa na 

coorte de validação quando comparados os grupos hipertensos com e sem HVE. Kim 

JO e et al, constararam em seu estudo realizado com miócitos ventriculares de ratos 

neonatos que a expressão do miR-185 possui potencialmente um papel anti-

hipertrófico no coração, uma vez que sua regulação negativa apresentou efeitos pró-

hipertróficos no coração (39). Já no estudo de Lin R e et al, o mir-185-5p apresentou-

se como um potencial regulador de fibrose miocárdica, doença que, assim como a 

HVE, pode levar a insuficiência cardíaca (40).  

Estudos apontam que a superexpressão do miR-92a é observada em 

pacientes com desenvolvimento de tumores malignos, devido ao envolvimento na 

proliferação celular, invasão e metástase e inibição de apoptose (41). Em seu estudo 

Schee C et al (42), apontaram uma expressão aumentada do miR-92a em pacientes 

com câncer retal. Shigoka M e et al, associaram a super expressão do miR-92a ao 
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carcinoma hepato celular (43). Em pacientes hipertensos, pesquisas demonstraram 

que a expressão aumentada do miR-92a pode estar associado ao desenvolvimento 

de placas aterosclerótica, podendo funcionar como biomarcador dessa condição 

clínica (32,44). O presente estudo é o único, de nosso conhecimento, que avaliou a 

expressão de miR-92a em pacientes com HVE. 

O miR-30a-5p quando com expressão reduzida está relacionado ao câncer 

de pulmão de células não pequenas e sua subexpressão foi associado a variáveis 

clínicas mais agressivas em pacientes com câncer colorretal (45,46). No estudo de 

Ding H e et al (47), o miR-30a-5p apresentou expressão aumentada em pacientes 

com insuficiência cardíaca quando comparado ao grupo controle sem insuficiência 

cardíaca, e assim como em nosso estudo a expressão aumentada desse microRNA 

foi encontrada nos pacientes com HVE o que corrobora com outros estudos onde esse 

miRNA está associado a doenças 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 câncer (48,49). O miR-451 está envolvido em processos fisiológicos e patológicos 

relacionados ao câncer como proliferação, apoptose a angiogênese (48). No presente 

estudo, observamos um aumento na expressão do miR-451 em pacientes com HVE. 

Marques FZ et al (50) também demonstraram o aumento na expressão deste miRNA 

em amostras de córtex renal de pacientes hipertensos e Kuwabara Y et al (51) 

demonstraram o aumento na expressão de miR-451 na cardiomiopatia diabética em 

ratos, enquanto Sonsoz MR et al (52), observou aumento na expressão deste miRNA 

em pacientes com cardiomiopatia hipertrófica.  

O miR-145-5p foi associado ao IMVE e HVE em nosso estudo. Seu impacto 

também foi avaliado na hipertrofia de miócitos cardíacos in vitro. Observamos que 

com o tratamento de norepinefrina a expressão do miR-145-5p aumentou e que com 

a expressão aumentada desse microRNA também obtivemos aumento na expressão 

dos marcadores de hipertrofia dos miócitos cardíacos. Com a transfecção do anti-miR-

145-5p obtivemos uma diminuição na expressão induzida pela norepinefrina de 

marcadores de hipertrofia de miócitos cardíacos. Esses resultados embasam a ideia 

de que o miR-145-5p pode desempenhar um papel importante na fisiopatologia da 

hipertrofia de miócitos cardíacos. Estudos anteriores realizados in vitro (53,54) 

mostraram que a transfecção do miR-145 atenuou a hipertrofia de miócitos cardíacos 

induzida por isoprotenerol e angiotensina II, o que vem em desencontro aos nossos 
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achados. É possível que essa divergência ocorra devido principalmente as diferenças 

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 após 48 horas. Já nós outros dois estudos os protocolos 

utilizados eram diferentes e as células H9C2 foram tratadas por um tempo menor, o 

que pode explicar a diferença encontrada. 

Estudos mostraram relação entre o IMVE e os níveis circulantes do miR-

30e (55), miR-29 (56), miR-27b (57), miR-7, miR-26 (58), miR-1, miR-26b, miR-208b, 

miR-499, miR-21 e miR-9 (59). Em nossa pesquisa esses microRNAs não 

apresentaram associação com a HVE. Tais divergências podem ser explicadas pela 

diferença no tamanho da amostragem e pelas diferenças étnicas e clínicas entre os 

grupos, o que reforça a necessidade de estudos confirmatórios em populações 

distintas.    

Dos cinco microRNAs que apresentaram expressão diferenciada na coorte 

de validação, apenas o miR-145-5p, miR-let7c e miR-451 apresentaram associação 

tanto ao IMVE quanto a HVE, indicando assim que possam estar mais relacionados 

no desenvolvimento da HVE induzida por hipertensão. Um estudo de enriquecimento 

funcional para identificação de genes e vias alvo foi realizado com o intuito de entender 

melhor a relevância desses três microRNAs e identificamos que eles regulam genes 

e vias que estão relacionadas ao remodelamento cardíaco e doenças 

cardiovasculares, incluindo vias metabólicas, inflamatórias, adesão focal, cálcio e 

sinalização adrenérgica. 

Nosso estudo apresentou algumas limitações: apenas seis miRNAs foram 

selecionados para a validação dos miRNAs que se apresentaram diferencialmente 

expressos nos pacientes hipertensos com e sem hipertrofia do ventrículo esquerdo, 

sendo importante que outros estudos avaliem e validem esses outros miRNAs que 

apresentaram diferença na expressão entre os dois grupos. Por se tratar de um estudo 

transversal, a influência da confusão residual não pode ser excluída e não podemos 

assumir como causal a associação entre miRNAs e os parâmetros estruturais do VE. 

É possível, também, que o uso de medicamentos anti-hipertensivos e as 

características clínicas possam ter influenciado em nossos resultados. Essas 

limitações foram consideradas e cada classe de anti-hipertensivo e potenciais 

confundidores clínicos relevantes foram incluídos como variáveis independentes em 

análises multivariáveis referentes na coorte de validação.       
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6. CONCLUSÃO 

 

De 754 microRNAs constatamos que cinco (miR-30a-5p, miR-let7c, miR-

92a, miR-451, miR-145-5p) possuem expressão aumentada em pacientes hipertensos 

com hipertrofia do ventrículo esquerdo. Desses miRNAs o miR-451, miR-let7c e o miR-

145-5p foram associados tanto a hipertrofia do ventrículo esquerdo quanto ao 

aumento no índice da massa do ventrículo esquerdo nesses mesmos pacientes. 

Evidenciamos também o importante papel do miR-145-5p na hipertrofia de miócitos 

cardíacos in vitro. Com base nesses resultados encontrados concluímos que estes 

microRNAs possuem um papel importante na fisiopatologia da hipertrofia do ventrículo 

esquerdo em pacientes com hipertensão arterial sistêmica.  
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9. ANEXOS 

9.1 Parecer Consubstanciado 
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9.2 Termo de consentimento livre e esclarecido – TCLE 
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9.3 microRNAs analisados no OpenArray 

 

Tabela 9.1 – microRNAs analisados no TaqMan® OpenArray® 

Identificação microRNA 

TM000186 

TM000268 

TM000338 

TM000377 

TM000379 

TM000382 

TM000387 

TM000389 

TM000390 

TM000391 

TM000395 

TM000396 

TM000397 

TM000398 

TM000399 

TM000400 

TM000402 

TM000403 

TM000405 

TM000407 

TM000408 

TM000409 

TM000411 

TM000413 

TM000416 

TM000417 

TM000419 

TM000420 

TM000422 

TM000426 

TM000427 

TM000428 

TM000431 

TM000433 

TM000435 

TM000436 

TM000437 

TM000439 

TM000442 

mmu-miR-96 

dme-miR-7 

ath-miR159a 

hsa-let-7a 

hsa-let-7c 

hsa-let-7f 

hsa-miR-10a 

hsa-miR-15a 

hsa-miR-15b 

hsa-miR-16 

hsa-miR-19a 

hsa-miR-19b 

hsa-miR-21 

hsa-miR-22 

hsa-miR-23a 

hsa-miR-23b 

hsa-miR-24 

hsa-miR-25 

hsa-miR-26a 

hsa-miR-26b 

hsa-miR-27a 

hsa-miR-27b 

hsa-miR-28 

hsa-miR-29b 

hsa-miR-30a-3p 

hsa-miR-30a-5p 

hsa-miR-30c 

hsa-miR-30d 

hsa-miR-30e-3p 

hsa-miR-34a 

hsa-miR-34b 

hsa-miR-34c 

hsa-miR-92a 

hsa-miR-95 

hsa-miR-99a 

hsa-miR-99b 

hsa-miR-100 

hsa-miR-103 

hsa-miR-106b 
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TM000443 

TM000449 

TM000451 

TM000452 

TM000454 

TM000456 

TM000457 

TM000460 

TM000463 

TM000464 

TM000468 

TM000469 

TM000470 

TM000471 

TM000473 

TM000475 

TM000477 

TM000478 

TM000480 

TM000482 

TM000483 

TM000485 

TM000489 

TM000491 

TM000493 

TM000494 

TM000497 

TM000498 

TM000500 

TM000502 

TM000507 

TM000508 

TM000509 

TM000510 

TM000511 

TM000512 

TM000514 

TM000515 

TM000516 

TM000518 

TM000521 

TM000522 

TM000523 

TM000524 

TM000527 

TM000528 

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 
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TM000529 

TM000531 

TM000533 

TM000534 

TM000535 

TM000539 

TM000540 

TM000542 

TM000543 

TM000544 

TM000545 

TM000546 

TM000553 

TM000554 

TM000555 

TM000557 

TM000560 

TM000561 

TM000563 

TM000564 

TM000565 

TM000566 

TM000567 

TM000569 

TM000570 

TM000571 

TM000572 

TM000573 

TM000574 

TM000577 

TM000580 

TM000583 

TM000587 

TM000590 

TM000592 

TM000600 

TM000602 

TM000604 

TM001006 

TM001011 

TM001014 

TM001015 

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 

TM001027 

TM001028 

TM001029 

TM001030 

TM001036 

TM001037 

TM001039 

TM001043 

TM001046 

TM001047 

TM001048 

TM001050 

TM001051 

TM001052 

TM001090 

TM001094 

TM001097 

TM001101 

TM001102 

TM001106 

TM001109 

TM001111 

TM001112 

TM001113 

TM001116 

TM001119 

TM001120 

TM001121 

TM001122 

TM001129 

TM001138 

TM001141 

TM001145 

TM001149 

TM001150 

TM001152 

TM001153 

TM001156 

TM001158 

TM001159 

TM001163 

TM001166 

TM001167 

TM001168 

TM001170 

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 
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TM001173 

TM001174 

TM001178 

TM001182 

TM001184 

TM001186 

TM001187 

TM001191 

TM001193 

TM001271 

TM001273 

TM001274 

TM001277 

TM001278 

TM001279 

TM001280 

TM001283 

TM001284 

TM001285 

TM001286 

TM001319 

TM001338 

TM001352 

TM001510 

TM001511 

TM001512 

TM001513 

TM001514 

TM001515 

TM001516 

TM001518 

TM001519 

TM001520 

TM001521 

TM001522 

TM001523 

TM001525 

TM001526 

TM001527 

TM001528 

TM001529 

TM001530 

TM001531 

TM001533 

TM001534 

TM001535 

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 
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TM001536 

TM001538 

TM001539 

TM001540 

TM001541 

TM001542 

TM001543 

TM001544 

TM001545 

TM001546 

TM001547 

TM001550 

TM001551 

TM001553 

TM001554 

TM001555 

TM001556 

TM001557 

TM001558 

TM001559 

TM001560 

TM001562 

TM001563 

TM001564 

TM001566 

TM001567 

TM001568 

TM001569 

TM001570 

TM001571 

TM001573 

TM001574 

TM001576 

TM001578 

TM001581 

TM001582 

TM001583 

TM001584 

TM001585 

TM001586 

TM001587 

TM001589 

TM001590 

TM001591 

TM001592 

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 
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TM001594 

TM001596 

TM001597 

TM001598 

TM001599 

TM001600 

TM001601 

TM001602 

TM001603 

TM001604 

TM001605 

TM001606 

TM001607 

TM001608 

TM001610 

TM001611 

TM001612 

TM001613 

TM001614 

TM001615 

TM001617 

TM001619 

TM001621 

TM001622 

TM001623 

TM001624 

TM001625 

TM001630 

TM001663 

TM001818 

TM001821 

TM001823 

TM001953 

TM001960 

TM001973 

TM001979 

TM001982 

TM001983 

TM001984 

TM001986 

TM001987 

TM001988 

TM001990 

TM001992 

TM001993 

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 

TM001998 

TM002002 

TM002003 

TM002004 

TM002005 

TM002021 

TM002083 

TM002084 

TM002085 

TM002087 

TM002088 

TM002089 

TM002090 

TM002092 

TM002093 

TM002094 

TM002095 

TM002096 

TM002097 

TM002098 

TM002099 

TM002100 

TM002101 

TM002102 

TM002104 

TM002105 

TM002106 

TM002107 

TM002108 

TM002109 

TM002110 

TM002111 

TM002112 

TM002113 

TM002114 

TM002115 

TM002116 

TM002117 

TM002118 

TM002119 

TM002120 

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-376c 

hsa-miR-371-3p 

hsa-miR-374a# 
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TM002126 

TM002127 

TM002128 

TM002129 

TM002130 

TM002131 

TM002132 

TM002134 

TM002135 

TM002136 

TM002137 

TM002138 

TM002139 

TM002140 

TM002141 

TM002142 

TM002143 

TM002144 

TM002145 

TM002146 

TM002147 

TM002148 

TM002149 

TM002150 

TM002151 

TM002152 

TM002154 

TM002155 

TM002156 

TM002157 

TM002158 

TM002159 

TM002160 

TM002161 

TM002163 

TM002164 

TM002165 

TM002166 

TM002167 

TM002168 

TM002169 

TM002170 

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# 
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TM002176 

TM002177 

TM002178 

TM002179 

TM002180 

TM002181 

TM002182 

TM002183 

TM002184 

TM002185 

TM002186 

TM002187 

TM002188 

TM002189 

TM002190 

TM002191 

TM002193 

TM002194 

TM002195 

TM002196 

TM002197 

TM002198 

TM002199 

TM002200 

TM002201 

TM002202 

TM002203 

TM002204 

TM002205 

TM002206 

TM002207 

TM002208 

TM002209 

TM002210 

TM002211 

TM002212 

TM002213 

TM002214 

TM002215 

TM002216 

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 

TM002229 

TM002230 

TM002231 

TM002233 

TM002234 

TM002235 

TM002237 

TM002238 

TM002239 

TM002240 

TM002241 

TM002243 

TM002244 

TM002245 

TM002246 

TM002247 

TM002248 

TM002249 

TM002250 

TM002251 

TM002252 

TM002253 

TM002254 

TM002255 

TM002257 

TM002258 

TM002259 

TM002260 

TM002261 

TM002262 

TM002263 

TM002264 

TM002265 

TM002266 

TM002267 

TM002268 

TM002269 

TM002270 

TM002271 

TM002272 

TM002273 

TM002274 

TM002275 

TM002276 

TM002277 

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 

TM002279 

TM002281 

TM002282 

TM002283 

TM002284 

TM002285 

TM002286 

TM002287 

TM002288 

TM002289 

TM002290 

TM002292 

TM002293 

TM002294 

TM002295 

TM002296 

TM002297 

TM002298 

TM002299 

TM002300 

TM002301 

TM002302 

TM002303 

TM002304 

TM002305 

TM002306 

TM002307 

TM002308 

TM002309 

TM002310 

TM002311 

TM002312 

TM002313 

TM002314 

TM002315 

TM002316 

TM002317 

TM002318 

TM002322 

TM002323 

TM002324 

TM002325 

TM002326 

TM002327 

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 



91 

 

TM002330 

TM002331 

TM002332 

TM002333 

TM002334 

TM002336 

TM002337 

TM002338 

TM002339 

TM002340 

TM002341 

TM002342 

TM002343 

TM002344 

TM002345 

TM002346 

TM002347 

TM002349 

TM002350 

TM002351 

TM002352 

TM002353 

TM002354 

TM002355 

TM002356 

TM002357 

TM002358 

TM002360 

TM002361 

TM002362 

TM002363 

TM002364 

TM002365 

TM002366 

TM002367 

TM002368 
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