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miR-185-5p COMO BIOMARCADOR DE GRAVIDADE DA
DOENCA DO CORONAVIRUS 2019 (COVID-19)
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INTRODUGAO:

O coronavirus SARS-CoV-2 (Sindrome Respiratéria Aguda Grave Coronavirus 2) € o virus
causador da doenca do coronavirus 2019 (COVID-19), que foi responsavel por 6.948.764 mortes em
todo o mundo até o dia 5 de julho de 2023 . Os pacientes podem ou ndo apresentar resposta sintomatica
ao virus, sendo que alguns evoluem o quadro com sintomas leves e outros podem progredir para um
guadro grave da doenca, com sintomas como sindrome respiratoria aguda grave, disfuncdo multipla de
orgaos e até mesmo morte. Ainda, idosos e pessoas com comorbidades (como diabetes, obesidade,
hipertenséo, doengas cardiovasculares, entre outras) tém maior risco de desenvolvimento da forma

grave da doenca?. Pacientes com as mesmas caracteristicas clinicas podem evoluir de forma diferente
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frente ao contato com o virus da COVID-19. Uma possivel explicacdo para esta variagdo pode estar
relacionada a variagdo genética dos individuos, como a diferente expressao de microRNASs.

Os microRNAs (miRNAs) sao pequenas moléculas de cadeia simples de RNA, formadas por
aproximadamente 22 nucleotideos néo codificantes® e podem ser encontrados em diversos fluidos
biolégicos, como urina, plasma, fluido lacrimal, saliva, leite materno, entre outros*. Devido a isso e
também a sua expressao especifica em diferentes tecidos e estados patolégicos, estes vém sendo alvo
de investigacGes como possiveis biomarcadores de doencas®.

Um estudo analisando a expressdo de microRNAs por sequenciamento de nova geracdo no
plasma de pacientes com a doenc¢a do coronavirus 2019 (n=8). Os resultados obtidos mostraram que o
miR-185-5p apresenta-se regulado negativamente em quadros graves/criticos quando comparado a
pacientes que apresentaram quadros leves/moderados da COVID-19°. Baseado neste estudo, iremos
validar este resultado em coorte maior e utilizando o método referéncia (RT-gPCR). Assim, o0 presente

estudo objetivou validar o miR-185-5p como possivel biomarcador de gravidade da COVID-19.
METODOLOGIA:

Caracterizacdo dos pacientes e classificacdo da gravidade da doenca

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas
da Universidade Estadual de Campinas (CAAE 36041420.0.000.5404 e CAAE 31049320.7.1001.5404).
Todos o0s pacientes ou seus responsdveis deverdo assinar o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE) permitindo sua participacdo no estudo.

Foram incluidos pacientes de ambos 0s sexos, entre 18 e 80 anos, com resultado positivo no
teste referéncia para SARS-CoV-2 (reacdo em cadeia da polimerase em tempo real, RT-PCR), que
estiveram internados no Hospital Estadual Sumaré Dr. Leandro Francheschini (HES), nho Ambulatério
gue atende a comunidade da UNICAMP (CECOM) ou nas Unidades Basicas de Saude de Paulinia. Os
pacientes foram divididos em dois grupos, sendo eles aqueles que apresentaram quadro grave/critico
da COVID-19 (n=40) e aqueles que apresentaram quadro leve/moderado (n=45). Eles foram

classificados quanto a idade, sexo, raca e comorbidades.

Para embasar a classificagdo da gravidade da COVID-19 apresentada pelos individuos, foram
utilizados os critérios estabelecidos pelo NIH (National Institutes of Health) . Os dados dos pacientes

incluidos foram coletados a partir dos prontuarios referentes a sua passagem pela unidade de saude.
Extracdo e quantificagdo dos microRNAs

Os miRNAs foram extraidos dos plasmas previamente obtidos durante a infecgdo com o Sars-
CoV-2. A extracao foi realizada utilizando o miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen, Cat No. 217184),

seguindo as instru¢des do fabricante.
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Apbs a extracdo dos miRNAs, o proximo passo foi realizar a sintese de DNA complementar
(cDNA) utilizando o TagManTM Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (Applied Biosystems, Cat No. /ID:
A28007) e, por fim, a RT-PCR utilizando o TagManTM Advanced miRNA Assays (Applied Biosystems,
Cat No./ID:A25576), usando a sonda especifica para o hsa-miR-185-5p. Além disso, também foi
realizada a RT-PCR do controle exdgeno cel-miR-39 para normalizacgéo.

Por fim, as expressoes relativas dos miRNAs foram obtidas através do método 2'2CT, onde ACT
= CTmiR-185-5p paciente — CT cel-miR-39 paciente.

Andélise dos resultados

Para a andlise estatistica, foi utilizado o Statistics Program for Social Science for Windows
(SPSS® 16.0, SPSS Inc, Chicago, IL, EUA). O nivel de significancia adotado para o estudo foi de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A tabela 1 abaixo mostra os dados demogréficos e clinicos dos pacientes, caracterizando-os de acordo com
sexo, idade, raca e comorbidades.

Tabela 1. Dados demogréficos e clinicos.

Pacientes leves e Pacientes graves p
moderados e criticos (n=40)
(n=45)

Idade (Média = SD) 42,0+11,8 54,7 +£14,2 0,002!
Sexo Feminino 25 (55,6%) 16 (40,0%) 0,31842

Masculino 20 (44,4%) 24 (60,0%)
Comorbidades Né&o 14 (66,7%) 7 (33,3%) 0,14642

Sim 31 (48,4%) 33 (51,6%)

Teste de Mann-Whitney; 2 Teste de Chi-square.

Ao analisar os valores de 2°2°T obtidos segundo a metodologia descrita anteriormente, observa-
se gue o hsa-miR-185-5p foi menos expresso em pacientes com o quadro grave/critico quando
comparado aos pacientes que manifestaram a doenca em sua forma leve/moderada. Esses resultados

encontram-se expressos na Figura 1.
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Figura 1. Expressoes relativas do hsa-miR-185-5p no plasma dos pacientes. Teste de Mann-Whitney.

CONCLUSOES:

Desta forma, pode-se concluir que o miR-185-5p é um potencial biomarcador de gravidade da
doenca do coronavirus 2019. Ademais, este microRNA pode ser um possivel alvo para o

desenvolvimento de terapias a serem utilizadas no tratamento da COVID-19 grave e critica.
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