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RESUMO

A ocorréncia de varizes primarias pode estar associada a idade, obesidade, nUmero de
gravidezes e postura em pé. Varizes também s&do mais prevalentes em pacientes com
antecedentes familiares de varizes, 0 que suscitou investigacdes genéticas em pacientes
com esta doenga. Somente 5 estudos avaliaram a expresséo de microRNAs (miRNAS) na
fisiopatologia da mesma, sendo 4 em veias varicosas e 1 no sangue. Entretanto, somente
em 1 destes estudos foi investigado todo o espectro de pacientes com varizes
(Classificagéo Clinical-Etiology-Anatomy-Pathophysiology, CEAP), mas sem grupo
controle.

Objetivo: O objetivo este estudo foi determinar e comparar o perfil global de expresséao
de microRNAs (miRNAs) em amostras de veias varicosas de pacientes com doenca
venosa cronica (DVC), classificadas desde CEAP 2 até CEAP 5, sendo um grupo CEAP
O, CO o controle (veias safenas excedentes usadas como enxertos).

Métodos: Os pacientes com DVC tinham todos varizes primarias, e diagnéstico clinico e
mapeamento duplex e foram submetidos a cirurgia de varizes por fleboextracdo da veia
safena magna. As veias safenas magnas foram divididas em 3 grupos: Grupo 1- CEAP
(C2 + C3), Grupo 2 (CEAP C4 + C5) e controles (C0) para analise da expresséo global
de miRNAs e analise histoldgica. A expressdo de miRNAs foi quantificada pela plataforma
GeneChip microRNA array (Thermo Fisher Scientific). Os miRNAs com expressao
aumentada ou diminuida nas veias de pacientes comparado com controles, foram
utilizados para analises de predicdo de genes-alvo e subsequentemente estes genes
foram mapeados em vias moleculares, através de ferramentas de bioinformatica.
Resultados: Um total de 153 miRNAs teve niveis desregulados de forma
estatisticamente significante no Grupo 1 vs. Controle (19 diminuidos e 134 aumentados)
e 120 miRNAs no Grupo 2 vs. Controle (14 diminuidos e 106 aumentados). Os miRNAs:
miR-23a-5p e mIiR-7977, estavam exclusivamente desregulados com niveis
significativamente aumentados nas amostras do Grupo 2, associados a classes de CEAP
mais graves. Outros miRNAs como miR-6753-5p e miR-6795-5p foram encontrados no
Grupo 1 regulando MMPs e TIMPs, importantes no remodelamento vascular. Além disso,
as amostras do Grupo 2 apresentaram espessuras significativamente maiores das veias
safenas nas analises histologicas.

Conclusdes: Nossos resultados séo inéditos em comparagdo com a literatura sobre

miRNA’s em DVC e nos levam a hipotetizar que a expressdo aumentada dos miRNAs:



miR-23a-5p e miR-7977 poderiam estar envolvidos em doengas venosas cronicas
clinicamente mais graves. Além disso, os mMiRNA's (miR-6753-5p e mIiR-6795-5p)
encontrados nas formas menos graves poderiam estar envolvidos na regulacao de MMPs
e TIMPs e nas alteracdes inflamatorias. Estudos futuros de validacao funcional destes
mMiRNAs e seus genes-alvo, sdo requeridos para elucidar como a alteracdo destes
MiRNAs e desregulagao das vias identificadas levariam ao desenvolvimento e progressao

de doencas venosa crénica de maior gravidade.

Palavras-chave: doenca venosa cronica; microRNA; veia safena magna; prognostico;

tratamento.



ABSTRACT

The occurrence of primary varicose veins may be associated with age, obesity, number
of pregnancies and standing posture. Varicose veins are also more prevalent in patients
with a family history of varicose veins, which has prompted genetic research into patients
with this disease. Only 5 studies have evaluated the expression of microRNAs (miRNAS)
in the pathophysiology of varicose veins, 4 in varicose veins and 1 in blood. However, only
1 of these studies investigated the full spectrum of patients with varicose veins (Clinical-
Etiology-Anatomy-Pathophysiology classification, CEAP), but without a control group.
Objective: The aim of this study was to determine and compare the global expression
profile of microRNAs (miRNAS) in varicose vein samples from patients with chronic venous
disease (CVD), classified from CEAP 2 to CEAP 5, with a CEAP O, CO group being the
control (surplus saphenous veins used as grafts).

Methods: The patients with CVD all had primary varicose veins, clinical diagnosis and
duplex mapping and underwent varicose vein surgery by phleboextraction of the great
saphenous vein. The great saphenous veins were divided into 3 groups: Group 1- CEAP
(C2 +C3), Group 2 (CEAP C4 + C5) and controls (CO) for analysis of the global expression
of mMiRNAs and histological analysis. The expression of miRNAs was quantified using the
GeneChip microRNA array platform (Thermo Fisher Scientific). The miRNAs with
increased or decreased expression in the veins of patients compared to controls were
used for target gene prediction analysis and subsequently these genes were mapped onto
molecular pathways using bioinformatics tools.

Results: A total of 153 miRNAs had statistically significant downregulated levels in Group
1 vs. Control (19 decreased and 134 increased) and 120 miRNAs in Group 2 vs. Control
(14 decreased and 106 increased). The miRNAs: miR-23a-5p and miR-7977, were
exclusively downregulated with significantly increased levels in Group 2 samples,
associated with more severe CEAP classes. Other miRNAs such as miR-6753-5p and
miR-6795-5p were found in Group 1 regulating MMPs and TIMPs, important in vascular
remodeling. In addition, Group 2 samples showed significantly greater saphenous vein
thickness in histological analyses.

Conclusions: Our results are unprecedented compared to the literature on miRNAs in CVD
and lead us to hypothesize that the increased expression of miRNAs: miR-23a-5p and
mMIiR-7977 could be involved in clinically more severe chronic venous diseases. In addition,

the miRNAs (miR-6753-5p and miR-6795-5p) found in less severe forms could be involved



in the regulation of MMPs and TIMPs and in inflammatory changes. Future functional
validation studies of these miRNAs and their target genes are required to elucidate how
the alteration of these miRNAs and deregulation of the identified pathways would lead to

the development and progression of more severe chronic venous diseases.

Keywords: chronic venous disease; microRNA; great saphenous vein; prognosis;

treatment.
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1 Introducéo

A doenca venosa cronica (DVC) é muito prevalente no mundo todo, acometendo
até 40% das mulheres e até 17 % dos homens?!. A DVC pode ser causada por episddio
prévio de trombose venosa profunda ou fistula arteriovenosa adquirida ou congénita® ou
pode estar relacionada com varizes primarias de membros inferiores®. No Brasil estima-
se prevaléncia de varizes em 47,6% da populacéo, sendo que 3,6% destes com DVC e
Ulceras de estase cicatrizadas ou abertas?. As Ulceras venosas séo de dificil tratamento
e provocam enormes constrangimentos para 0s pacientes e custos elevados de
tratamento no sistema de salde®~’.

Os pacientes com formas mais graves em geral sdao de baixo nivel
socioecondémico, com pouca formacéo escolar, com cerca de 64% deles apresentando
recorréncia das Uulceras, 49,2% com dificuldades para o trabalho e inatividade, com 75%
dos pacientes apresentando sobrepeso?.

Além da prevaléncia alta € uma doenca especialmente limitante para os pacientes
com dermatoesclerose e Ulceras, pois estas Ulceras séo de dificil cicatrizacdo, provocam
uma grande queda ha qualidade de vida e grande impacto econémico, com dificuldade de
obtencéo de empregos, auséncia no trabalho, inapeténcia e baixa autoestima. Em nosso
meio, o tempo médio desde o aparecimento das Ulceras venosas e o0 atendimento médico
é de 36 meses’, sendo que a primeira consulta para este problema ocorreu em média
apos 10 anos desde o aparecimento da mesma®. Em casuistica de nossa Instituicdo, as
Ulceras permanecem sem cicatrizacdo por 1 ano em 40,7% dos casos, por 1-5 anos em
29,1%, por 5-10 anos em 11,7% dos casos e por mais de 10 anos em 16,5% dos casos®.
No Brasil, a insuficiéncia venosa cronica foi a 142 causa de perda de salarios e 322 causa
de aposentadorias por doenga®®.

Estimativas de custo de diagnostico e tratamento desses pacientes chegam a 2,5
bilhdes de ddlares por ano nos Estados Unidos®. No Brasil, o SUS despende o
correspondente a ~72 milhdes de doélares americanos no tratamento de varizes dos
membros inferiores e Ulceras venosas®. Os pacientes com Ulceras venosas se aposentam
no Brasil em média com 54,8 anos de idade e o tempo médio de afastamento no trabalho
para tratamento das Ulceras é de 18,4 meses®. Além disso, a qualidade de vida dos
pacientes fica extremamente prejudicada’.

As diferentes apresentacfes clinicas da DVC foram uniformizadas na

Classificacdo CEAP (C = Clinical Class; E = Etiological classification; A = Anatomical
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classification; P= Pathophysiology)” A classificacdo clinica compreende: CEAP 0=
normal; CEAP 1 = Telangiectasias (até 1 mm) e veias reticulares (até 2 mm); CEAP 2 =
Veias Varicosas; CEAP 3 = Veias varicosas + edema; CEAP 4 = Veias varicosas +
dermatite de estase; CEAP 5 = Veias varicosas + Ulcera venosa cicatrizada; CEAP 6 =
Veias varicosas + Ulcera venosa aberta. Na Figura 1, abaixo, apresentamos exemplos de

cada classe clinica.

Figura 1- Exemplos de diferentes apresentacdes clinicas da DVC, de acordo
com a classificagédo CEAP.

Fonte: Porter e col. J Vasc Surg. 1995.

O fato da DVC ser mais prevalente em pacientes com antecedentes familiares de
varizes'?, suscitou uma série de investigacGes sobre mecanismos genéticos em sua
génese e alteracdes na expressédo de proteinas em casos com esta doenca''~*4. Gemmati
e cols'® verificaram uma associacdo entre o genétipo FPN1-8GG e risco de DVC (risco
4.3; IC 95% 1.6-12) e de Ulcera venosa (risco 4.98; IC 95% 1.82-14.9). Lee e cols.1®
identificaram 82 genes com expressdo aumentada na DVC, incluindo-se o gene BIFH3
relacionado ao fator de transformacgé&o do crescimento (TGF-3), da tubulina, lumican,

actinina, colageno tipo |, versican, actina e tropomiosina. Em revisao sistematica da
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literatural’ encontrou-se 38 estudos relevantes apontando importantes genes/proteinas
associados a DVC, tais como metaloproteinases, fatores de crescimento do endotélio
vascular (VEGF), FOXC2, hemocromatose e varios tipos de colageno. Esses achados
revelaram a importancia da pesquisa para identificacdo de genes implicados na DVC,
entretanto, ainda ha certa dificuldade em replicar os resultados em coortes especiais
destes pacientes?!!.

Para nosso conhecimento, poucos estudos avaliaram a expressdo de microRNAs
(miRNAS) na fisiopatologia da mesma. Cui e cols® relataram 14 miRNAs com alteracées
na expressao em veias safenas de 5 pacientes do sexo masculino com DVC e 5 controles
do mesmo sexo, dos quais 9 estavam com expressdo aumentada e 5 com expressao
diminuida. Esse estudo confirmou a expresséo alterada de 3 miRNAs (miR-34a , miR-
155 e miR-202). Entretanto, os autores restringiram-se a analise apenas de pacientes com
varizes moderadas (CEAP C 4). Os proprios autores enfatizaram, nas conclusfes do
estudo, a necessidade de ampliar o espectro de avaliacdo da doenca, incluindo-se
pacientes com varizes menos graves (CEAP C 3) e mais graves (CEAP C5-C6), além do
grupo C4 estudado. Em estudo de Anwar cols'®, foi identificada a expresséo diferencial
de 7 miRNAs, sendo que niveis aumentados de expressao dos miRNAs miR-4959, miR-
135a e miR-216a-5p foram destacados, pois regulam vias de sinalizacao que influenciam
diretamente a proliferagéo celular, uma caracteristica importante associada a doenga. Os
autores analisaram 8 casos com varizes (sem mencionar o CEAP) e 8 controles.
Biranvand e cols?® avaliaram em macréfagos de sangue total de 10 pacientes com varizes
e 10 normais (sem mencdo ao CEAP, sexo e idade), os niveis de expressao de alguns
RNAs néo codificadores (hcRNAs) e MMP9. Observaram pela reacéo de cadeia da polimerase
por transcricdo reversa (RT-gPCR) que o INcCRNA-GASS5, miRNA-661, miRNA-1202 e MMP9,
estavam envolvidos na doenca varicosa. J& o estudo de Cao e cols??, feito em 10 veias
varicosas extraidas cirurgicamente (sem mencionar a classificagdo CEAP) de pacientes
de ambos sexos com média de 63 anos de idade, comparados com 10 amostras
excedentes de veias safenas normais de pacientes submetidos a cirurgia de
revascularizacdo coronariana, concluiu que o miR-199a-5 poderia regular a alteracao do
fendtipo das células musculares lisas através do gene alvo FOXC2 durante a formacao
da veia varicosa. Huang e cols?? avaliaram 33 veias safenas de pacientes com varizes
(18 mulheres e 15 homens), com CEAP’s C3 (n=3), C4 (n=9), C5 (n=3) e C6 (n=18), sem
incluir grupo controle. Observaram que o miR-202 estava com expressao aumentada nos

tecidos varicosos, com diminuicdo da expressao do marcador de contracdo SM-22 alfa e
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aumento da expressao da vimentina e colageno I. O miR-202 afeta a transi¢ao fenotipica
das células musculares lisas, com alvo na expressdo do PGC-1alfa, o que poderia ser,
segundo os autores, um novo alvo para terapéutica das veias varicosas.

Em revisdo sistematica de Zalewski e cols®® foram identificados artigos que
mostraram a associagdo entre miRNAs e a doenga venosa cronica. Os autores desta
revisdo fizeram uma compilacdo de sete artigos, os quais descreveram cerca de 50
diferentes miRNAs expressos e que poderiam estar atuando como biomarcadores.

Em um estudo de metandlise realizado pelo nosso grupo??, foram apontados varios
mMiRNAs que poderiam estar envolvidos em alteragbes vasculares, incluindo-se varios
daqueles indicados na regulacao de fatores de crescimento e proteinas e associados em
estudos genéticos prévios de outros autores sobre DVC. Estes tipos de estudos podem
contribuir para a identificacdo de vias moleculares reguladas por miRNAs e com papel na
patogénese da doenca. Adicionalmente, miRNAs e genes-alvo regulados pelos miRNAs
podem representar biomarcadores com utilidade clinica no diagnéstico, prognéstico e
desenvolvimento de novos tratamentos beneficiando pacientes acometidos por DVC.

Em revisdo de Hosin e cols?*, foi demonstrada paralelamente a utilidade clinica de
mMiRNAs na diferenciacédo de pacientes com doenca arterial, comparando com individuos
nao afetados, inclusive para predicdo de eventos cardiovasculares. Na doenca arterial
coronariana, estudos similares apontaram novos caminhos para o diagndstico desta
doenca?>25.

Uma vez colocado o quadro de gravidade da insuficiéncia venosa cronica, é
importante continuar estudando o perfil genético das varias variantes clinicas da mesma.
Este tipo de estudo envolvendo aspectos genéticos das doencas, permitiu estabelecer
com relativa seguranca a probabilidade de desenvolvimento por exemplo do cancer de
mama, bem como seu prognoéstico . Estudos dessa natureza avaliando-se todas as
classes da insuficiéncia venosa cronica, mapeando-se os genes e mRNAs envolvidos e
detectando-se possiveis diferencas entre-classes, podem no futuro ajudar os sistemas
de saude a discriminar os pacientes com maior potencial de desenvolvimento de formas
mais graves da doenca e estabelecer politicas publicas de rastreamento, prevencéao,
diagndstico e tratamento direcionadas para esses casos, antecipando-se assim ao
aparecimento de formas mais graves e com complicacdes. Futuramente, kits diagnésticos
(patenteaveis) de custo reduzido, poderdo ser produzidos para esta deteccdo, em

beneficio dos pacientes.
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2 Objetivo

Determinar e comparar o perfil global de expressdo de miRNAs em VSM
insuficientes de pacientes portadores de doenca venosa cronica (DVC) em diferentes
graus de gravidade da doenca; CEAP C2 e C3 (menos graves), versus C4 e C5 (doenca
mais grave), em comparagdo com controles representados por excedentes de VSM

normais (CEAP CO0) de pacientes submetidos a restauragdes vasculares.

3 Delineamento Experimental e Metodologia Consideragdes Eticas

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Botucatu (NUmero do Parecer: 3.836.330).

4 Pacientes e métodos

4.1.Tipo de estudo, critérios de inclusdo e de excluséo

Foi realizado um estudo prospectivo transversal para avaliagao do perfil global de
expressao de miRNAs em tecido varicoso (VSM) de pacientes diagnosticados com
varizes primarias (diagnostico clinico e por meio do exame de ultrassom - mapeamento
duplex). Todos os pacientes foram recrutados sequencialmente no Servigo de Cirurgia
Vascular e Endovascular do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu
e do Hospital Regional de S. José dos Campos - SP.

Foram incluidos pacientes de ambos 0s sexos, com etiologia priméaria das
varizes,anatomia envolvendo a VSM e/ou veias superficiais, e /ou veias perfurantes, e
somente refluxo na classificagdo fisiopatoldgica.

Foram excluidos pacientes menores que 18 anos, na vigéncia de gravidez ou
puerpério, que tenham realizado cirurgias prévias, com diagnéstico de flebites, trombose
venosa profunda, etiologia congénita ou secundaria das varizes, envolvimento de veias
profundas, fisiopatologia por obstrucéo, e doencas inflamatérias, como: infeccdes graves,
celulites, linfangites, ou doencas crénicas associadas, em uso de medicagcdes perenes
para tratamento da DVC. Na classificacdo CEAP 6 a exclusdo foi feita por conta de
presenca de Ulcera aberta, que poderia portar infec¢cdes ou servir de porta de entrada

para as mesmas e provocar possiveis complicacdes na cirurgia convencional. Para o
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estudo de expressao de miRNA foram selecionados segmentos das veias com alteracdes
macroscopicas mais pronunciadas. Para o grupo controle foram recrutados pacientes >18
anos, ambos sexos, CEAP CO. Pacientes de todos grupos assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.

4.2. Grupos de estudo

Foram constituidos os seguintes grupos: Grupo Controle: CEAP CO (n=6); Grupo 1:
CEAP C2 + CEAP C3 (n=12) ; Grupo 2: CEAP C4 + CEAP C5 (n=9) . O tamanho da

amostra de cada grupo foi estimado tendo por base o estudo de Cui e cols sobre
miRNA em DVC*®, no qual uma amostra de 5 pacientes por grupo foi suficiente paratal. Por
conta da pandemia de Covid-19 néo foi possivel atingir completamente as metas de
tamanho amostral, notadamente para pacientes com CEAP C5.

Dados demograficos das pacientes foram compilados, incluindo idade, raca, CEAP
completo, historico familiar de doenca varicosa, atividade fisica, sintomas , tipo de
trabalho, numero de partos, uso de meia elastica e indice de massa corporal (IMC), co-
morbidades e medica¢gdes em uso. Resultados de exames laboratoriais de rotina para as
respectivas cirurgias foram também compilados. Foram feitas fotografias dos membros

inferiores acometidos com camera fotografica profissional ou do telefone celular.

4.3. Coleta das amostras/histologia

As porcOes mais alteradas das veias safenas magnas dos pacientes com varizes
foram colhidas logo apds a fleboextracdo das mesmas durante a cirurgia de varizes. As
veias safenas magnas dos pacientes utilizadas no grupo controle (CEAP 0) foram obtidas
somente de segmentos excedentes dessas veias durante cirurgias de enxertos para
reconstrucao arterial ou coronariana. As amostras de veias foram: lavadas em salina até
completa eliminacdo de residuos de sangue na luz e superficie das mesmas e
imediatamente fixadas em formalina neutra a 10%; uma parte representativa de cada
amostra foi utilizada para extragdo do RNA e outra parte emblocada em parafina em
cassetes apropriados para cortes dos slides e coloracdo dos exames histolégicos. Os
cassetes foram encaminhados para o VascLab em Berna, Suica. Foi usada a coloracéo
HE e Verhoeff-Van Gieson. As avalia¢des histoldgicas foram feitas no Laboratorio Vasc-

Path (Berna- Suica), sob superviséo do Patologista Vascular - Dr. Jan Janzen, analisando
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as alteracdes estruturais e espessamento das camadas adventicia, média e intima?"28,

4.4. Extracdo do RNA

Para extracdo do RNA, as veias foram trituradas com bisturi e passaram por trés
fases: a primeira fase teve como objetivo a digestdo com proteinase, a segunda fase o
isolamento do RNA total e a terceira fase a purificacdo do RNA. O RNA foi extraido
utilizando o kit RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE (otimizado para
extrair RNA de amostras fixadas em formalina). As amostras de RNA foram quantificadas
e avaliadas para qualidade utilizando o NanoDrop 8000 (Thermo Scientific).

4.5. Quantificacdo da expressao de miRNAs

A analise da expressdo de miRNAs no tecido varicoso das pacientes e controles
foi realizada utilizando-se a plataforma GeneChip® miRNA 4.0 Array (Affymetrix), que
contém sondas para todos os 2.588 miRNAs mapeados no genoma humano e anotados
no banco de dados de miRNAs, o miRBase (http://www.mirbase.org/). Essa plataforma
inclui sondas de miRNAs enddgenos (controles internos) as quais sdo necessarias para
normalizacdo dos resultados de expressao de miRNAs. Os experimentos seguiram 0
protocolo do fabricante (Affymetrix). Resumidamente, em uma primeira etapa, as
amostras foram submetidas a incorporacdo de uma cauda poli-A a extremidade 3’ da
molécula de RNA, seguido por um segundo passo de reac¢ao de ligacéo e biotinilacdo da
cauda 3’-poli A do RNA. O RNA entdo marcado com biotina foi hibridizado no cartucho —
plataforma GeneChip® miRNA 4.0 array, para cada amostra e detectado com o
conjugado Avidina-Peroxidase (Avidin-PE), que se liga ao RNA marcado com biotina com
forte afinidade. Os cartuchos de array de miRNA foram entéo colocados em bandejas no
forno de hibridizacéo e incubados a 48°C com rotagcéo de 60 rpm por 16 a 18 horas. Apos
a hibridizacdo, cada array foi preenchido com tampé&o que permitiu atingir a temperatura
ambiente antes da lavagem e da coloracdo. O procedimento de lavagem foi realizado na
estacdo de fluidos. Os passos de lavagem e coloracdo foram realizados utilizando o
roteiro de fluidos apropriado para os cartuchos. Os dados foram exportados para analises
posteriores, que foram realizadas utilizando o programa Expression Console (Affymetrix/
Thermo Fisher Scientific) para compactagédo, normalizacao e controle de qualidade dos

dad0529-30_29
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Figura 2- Equipamento Affimetrix e chips usados no presente estudo.

Fonte: thermofisher.com

4.6. Analises computacionais

Para a predicdo de genes-alvo de miRNAs, utilizamos o miRDIP
(https://ophid.utoronto.ca/mirDIP/)3°, uma ferramenta que inclui mais de 48,6 milhdes de
interacdes de genes alvo dos miRNAs. No mirDIP foi utilizado um critério de filtragem de
“very high” (top 1%) para a identificacdo de genes regulados pelos miRNAs identificados.
Para a identificagdo de vias, foi utiizada a ferramenta EnrichR

(https://maayanlab.cloud/Enrichr/)31-33,

4.7. Andlise bibliografica

Foi realizada adicionalmente uma pesquisa bibliografica de todos os miRNAs e
genes alvo identificados neste estudo, com o intuito de detectar potenciais comparacoes.
A estratégia de busca usada foi: “GENE” AND "chronic venous disease”, tendo sido
pesquisada na base de dados PubMed, WOS, LILACS, Scielo e nas citagdes dos artigos
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relacionados.

4.8. Analise histoldgica

As analises histopatolégicas foram feitas no Laboratério VascPath em Berna,
Suica, pelo Professor Jan Janzen, com o qual temos um acordo de cooperacéo
cientificainternacional. Os blocos de parafina com as amostras foram enviados para este
Laboratoério, onde foram feitos os cortes e coloracdo das laminas. As laminas foram
avaliadas pelo Prof. Jan Janzen através de protocolos apropriados?®3*. As camadas
intima, média e adventicia foram escrutinadas para espessamentos, alteracbes

morfologicas, inflamatérias e estruturais de seus tecidos constituintes.

4.9. Anélise estatistica

A analise estatistica foi realizada no programa Transcriptome Analysis Console
(TAC) (Affymetrix/Thermo Fisher Scientific), o qual possui ferramentas de andlise para
testes de qualidade da hibridizacdo (QC), normalizacdo dos dados com sondas controle
incluidas no array em plataforma integrada ao LIMMA (Linear Models for Microarray Data)
package® . Com este programa foi feita também a identificacdo de miRNAs com
expressao diferencial entre amostras clinicas versus controles (niveis de expressao = 2
para mais e para menos). Foi utilizado um valor de p<0,05. Aplicamos a correcéo de
Bonferroni para selecdo de miRNAs estatisticamente significativos (p<0,000019), bem
como a correcao de FDR (0,01 ou 1%) para diminuir a probabilidade de resultados falso-
positivos.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi aprovado pelo CEP -
FMB-Unesp (Anexo 1) .

5 Resultados
5.1. Dados demogréaficos e anatomopatoldgicos
Foram coletadas 34 amostras de veias de pacientes com varizes de membros

inferiores, sendo selecionados 28 de pacientes com DVC e 6 controles (Tabela 1). Os

casos CEAP- C5 foram menos frequentemente operados, por conta da alternativa de
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tratamento por meio de esclerosantes; além disso, devido ao cancelamento de todas
as cirurgias eletivas pela pandemia da COVID-19, ndo foi possivel coletar todas as
amostras CEAP 5, e ficaram faltando 3 amostras para completar o grupo inicialmente
proposto. Apesar do avanco da vacinacao durante a pandemia de Covid-19, persistiu o
cancelamento de cirurgias eletivas no periodo de coleta. A Figura 3 elenca os critérios

de incluséo, exclusdo e amostras selecionadas para o estudo.

Figura 3 - Critérios de inclusdo, exclusdo e amostras selecionadas para estudo.

[ 34 PACIENTES RECRUTADOS ]

7 PACIENTES NAO
PREENCHERAM
CRITERIOS DE
INCLUSAO

[ 27 (100%) PREENCHERAM CRITERIOS DE INCLUSAO ]

6 (22%) PACIENTES 21 (78%) PACIENTES
GRUPO CONTROLE GRUPO CEAP

6(22,3%) CEAP C2 |

6(22,3%) CEAPC3 |—

6(22,3%) CEAP C4  |—

3(11,1%) CEAPC5 |

Fonte: material elaborado pelo autor



Tabela 1- Dados clinicos dos pacientes selecionados para expressao de miRNA.

Caracteristica

Casos de Varizes (n=21)

Casos Controle (n=6)

Idade 29-68 48-78
Sexo: Masculino 0 (0%) 4 (67%)
Sexo: Feminino 21 (100%) 2 (33%)
Etnia: Branco 20 (95%) 6 (100%)
Etnia: Negro 1 (5%) 0 (0%)
CEAPII 6 NA
CEAP 1l 6 NA
CEAP IV 6 NA
CEAPV 3 NA
Controle NA 6
Sinais e Sintomas

Dor em Peso 13 (62%) NA
Dor de Outro Tipo 10 (48%) NA
Caimbras 13 (62%) NA
Pernas Inquietas 4 (19%) NA
Edema 8 (38%) NA
Formigamento 4 (19%) NA
Ulceras 2 (10%) NA
Pigmentacéo 5 (24%) NA
Dermatoesclerose 2 (10%) NA
Flebites 1 (5%) NA
Eczemas 2 (10%) NA
Erisipelas 1 (5%) NA
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Nevos/Aranhas 3 (14%) NA
Vasculares

Telangiectasias 6 (29%) NA
Veias Reticulares 8 (38%) NA
(2-3mm)

Corona Flebectasia 0 (0%) NA
Prejuizo Estético 7 (33%) NA
Prurido 2 (10%) NA
Antecedentes Pessoais

Obesidade 4 (19%) NA
Historico Familiar de 16 (76%) NA
Varizes

Multigesta (>2) 10 (48%) NA
TEP Prévio 1 (5%) NA
HAS 6 (29%) NA
DM com Insulina 3 (14%) NA
DM sem insulina 4 (19%) NA
Doencas 0 (0%) NA
Cardiovasculares

Cirurgia Prévia de 5 (24%) NA
Varizes

Tromboflebites Prévias 3 (14%) NA
Terapia Hormonal 4 (19%) NA
Posicéo Laboral: 1 (5%) NA
Sentada

Posicéo Laboral: Em pé 9 (43%) NA
Doenca Renal Cronica 0 (0%) NA

(DRC)
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Dislipidemia 6 (29%) 5 (83%)
Tabagismo 2 (10%) NA
Tabagismo Prévio 2 (10%) NA
Sedentarismo 3 (14%) NA
Atividade Fisica 2 (10%) NA

Moderada/lntensa

27
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5.2. Perfil de expressdo dos miRNAs

Das 34 amostras coletadas (28 com DVC e 6 controles) foram selecionadas 27
para analise do perfil de miRNA por conta da limitagdo do nimero de kits, ou seja, foram
selecionadas aquelas como maiores alteracbes da parede vascular (Figura 4). Para
analisar o perfil de microRNAs nos pacientes com doenga venosa cronica e com varizes,
essas 27 amostras foram divididas em 3 grupos: Grupo Controle (CEAP 0; n=6), Grupo
1 (CEAP 2 e CEAP 3; n=12), Grupo 2 (CEAP 4 e CEAP 5; n=9). A Figura 4 mostra

exemplos das classes CEAP.

Figura 4- Exemplos da classificacdo CEAP: A=C2; B= C3; C= C4 e D=C5.

Fonte: Fotos de pacientes feitas pelo autor e/ou colaboradores deste estudo.
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Utilizando um nivel de alteragdo (Fold change, FC) 22 e < -2 e Razé&o Falso
Negativo (False Discovery Rate, FDR) < 0,0001, foram identificados 153 miRNAs com
expressao diferencial significativa no Grupo 1 vs. Controle (19 com diminuicéo e 134 com
aumento de expressdo) (Tabela Suplementar 1) e 120 miRNAs com expressao
diferencial significativa no Grupo 2 vs. controle (14 com diminui¢do e 106 com aumento
de expressao) (Tabela Suplementar 2). Comparando os miRNAs com FC 22 e < -2 e
FDR = 0,0001, nos Grupos 1 e 2, identificamos que 117 deles eram comuns entre os
grupos; 36 exclusivos do Grupo 1 (G1) e 2 exclusivos do Grupo 2 (G2) (Figura5 e Tabela
2).

Figura 5. Diagrama de Venn, construido com a ferramenta Veen
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) ilustrando 0s miRNAs
diferencialmente expressos nos casos comparados com o controle. Foram
identificados 117 miRNAs comuns aos Grupos 1 e 2; 36 miRNAs exclusivos do

grupo 1 e 2 miRNAs exclusivos do grupo 2.

G1

G2

Fonte: material elaborado pelo autor

Tabela 2. miRNAs diferencialmente expressos nos grupos 1 (G1 - CEAP 2 e
CEAP 3) e grupo 2 (G2 - CEAP 4 e CEAP 5). FC: Fold change; FDR: False

Discovery Rate.


http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/

miRNAs exclusivos G1

miRNA ID Log2FC FDR P-val
hsa-miR-6750-5p -3,2 4,42E-06
hsa-mir-550a-1 -3,1 1,59E-05
hsa-mir-550a-2 -3,1 1,59E-05
hsa-mir-550a-3 -3,1 1,59E-05
hsa-miR-4706 -2,0 4,52E-06
hsa-miR-187-5p 2,1 0,0001
hsa-miR-6753-5p 2,1 2,73E-05
hsa-miR-373-5p 2,2 0,0001
hsa-miR-6511a-5p 2,3 6,39E-05
hsa-mir-423 2,3 2,59E-05
hsa-miR-6815-5p 2,3 1,01E-05
hsa-miR-4322 2,4 1,30E-05
hsa-miR-7106-5p 2,4 6,92E-05
hsa-miR-7112-5p 2,4 6,18E-05
hsa-miR-1914-3p 2,5 4,42E-05
hsa-miR-6845-5p 2,5 1,54E-06
hsa-miR-6785-5p 2,5 2,83E-05
hsa-miR-501-3p 2,6 2,89E-05
hsa-miR-4665-5p 2,6 3,22E-05
hsa-miR-6820-5p 2,6 5,82E-05
hsa-miR-500a-3p 2,7 6,37E-05
hsa-miR-504-3p 2,7 4,00E-05
hsa-miR-6860 2,8 2,72E-05
hsa-miR-6824-5p 2,9 1,26E-05
hsa-miR-532-5p 2,9 4,56E-05
hsa-miR-6795-5p 3,0 0,0001
hsa-miR-6781-5p 3,1 2,97E-06
hsa-miR-3177-3p 3,1 0,0001
hsa-miR-5739 3,1 3,80E-05
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hsa-miR-6746-5p 3,2 2,91E-05
hsa-miR-425-5p 3,3 0,0001
hsa-miR-4442 3,4 0,0001
hsa-miR-4667-5p 3,7 3,03E-06
hsa-miR-5195-3p 3,8 5,82E-05
hsa-let-7b-5p 3,9 6,97E-05
hsa-miR-133a-3p 3,9 0,0001
hsa-miR-423-5p 51 3,01E-06
MiRNAs exclusivos G2

miRNA ID Lo2FC FDR P-val
hsa-miR-7977 6,9 9,77E-05
hsa-miR-23a-5p 3,5 6,43E-05

5.3. Andlises computacionais

Conforme descrito em Meétodos, foiusada a ferramenta miRDIP

(https://ophid.utoronto.ca/mirDIP/) para predicdo de genes-alvo dos miRNAs. Essa

andlise foi focada nos miRNAs identificados como exclusivos de cada grupo (G1 e G2).

5.4. Resultados: Grupo 1 versus controle

Um total de 5999 intera¢gdes desses 36 miRNAs foi detectado exclusicamente
desregulado em amostras do Grupo 1 (Tabela Suplementar 3). Foram utilizados
estes genes para a predicdo de vias de sinalizacdo utilizando a ferramenta Enrichr

(https://maayanlab.cloud/Enrichr/).

Na Tabela 3, sdo destacadas as vias moleculares enriquecidas, identificadas
pelo KEGG Pathways 20213 e WikiPathways 202137 e que apresentam um potencial

papel na patogénese de doencas vasculares.


https://ophid.utoronto.ca/mirDIP/
https://maayanlab.cloud/Enrichr/

Tabela 3. Vias moleculares enriquecidas, para os genes-alvo dos miRNAs com

expressao diferencial exclusiva no Grupo 1 (CEAP 2 e 3).

Via molecular p-valor genes-alvo dos miRNAs que Fonte

participam davia

Wht 0.00007970 CAMK2B;GSK3B;CTBP2;CHDS; WikiPathway,
PRICKLEL;NKD1;LRP6;PPP3CA 2021
'MAPK9;MAPKS8;CCND2;FRAT?Z;
PPP3R2;PPP3CC;DVL3;CAMK2
G;WNT4;PRKCG;TCF7L2;FZD3;
TCF7L1;PRKCB;WNT3A,

CSNK1A1; WNT7B; CTNNBIP1,
NFATCS3; KREMEN1; AXINZ,;

NFATC2; PRKCA; NFATC1,;

CSNKI1E; SENP2; DKKZ,;

NFATC4; VANGL1; PLCBS;

VANGLZ2; DAAM1; DAAMZ;

NOTUM; PLCB1

signaling

0.0005478 PRKCG: MAP2K1: PRKCB: KEGG, 2021

pathway SPHK2; SRC; PXN; PIK3RS3;
NFATC2 ;PRKCA,; PIK3RZ,
PTGS2; PTK2; MAPK13;
CDC42; PPP3CA; NRAS;
PPP3CC; PPP3R2;
MAPKAPKS3; AKT2;
MAPKAPK2; MAPK1 ;KRAS;
MAPK3

VEGF signaling
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5.5. Resultados: Grupo 2 versus controle

Da mesma maneira, a predicdo de genes-alvo regulados pelos miRNAs
exclusivos do G2 foi realizada pelo miRDIP (Tabela Suplementar 4). Esta andlise
resultou em 353 genes regulados por 2 miRNAs. Os 353 genes foram utilizados em
analise in silico na base de dados EnrichR (https://maayanlab.cloud/Enrichr/) para
identificacao de vias moleculares.

Foram destacadas na Tabela 4, as vias moleculares enriquecidas, identificadas
pelo KEGG?3® e Pathways 2021%" e que apresentariam um potencial papel na
patogénese de doencas vasculares, salientando que os dois miRNAs identificados no

grupo 2 ja foram correlacionados com arteriosclerose e doencas cardiovasculares.

Tabela 4. Vias moleculares enriquecidas, para os genes-alvo dos miRNAs

com expressao diferencial exclusiva no Grupo 2 (CEAP 4 e 5).

Via p-valor genes-alvo do miR- genes-alvodo  Fonte
molecular 23a-5p miR-7977
RAS 0.0115 CDC42; NGFR; KDR; PLCGZ2; KEGG, 2021
signaling GRIN2A; GNGT2; ABL2; STK4;

CSF1; KSR1; IGF2; PLA2G6;

FGFR1 IGF1R
RAS 00162 cpca2; NGFR: KDR; PLCG2;  WikiPathway,
signaling GRIN2A; GNGT2;  ABL2; STK4; 2021

KSR1; FGFR1 PLA2G6;

IGF1R

ApGs a analise dos resultados completos, a pesquisa dos achados relevantes

ao grupo 2 é apresentada abaixo, com doenca grave (CEAP 4 e 5), por se tratar do
grupo mais relevante e de interesse a identificacdo futura de biomarcadores

diagnosticos, prognésticos e preditivos.
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5.6. Resultados da Pesquisa bibliogréafica

Foram pesquisados por meio de busca em bases de dados PubMed e citagdes
de artigos, todos os 153 miRNAs com expressao diferencial significativa no Grupo 1 e
os 120 miRNAs com expressao diferencial significativa no Grupo 2, com especial
atencdo para artigos relacionados a doenca venosa cronica. Na Tabela 5 foram
destacados miRNAs do Grupo 1 encontrados em comum na literatura. Na Tabela 6

foram destacados miRNAs do Grupo 2 encontrados em comum na literatura.

Tabela 5. Comparacéao entre os miRNA do Grupo 1 expressos no presente trabalho
com o0s observados em estudos prévios da literatura. (Setas para cima=

superexpressao e seta para baixo= subexpresséao)

Grupo 1

Referéncias mMiRNA Literatura Nossos
dados

Cui e cols. miR-127-3p 0 1

Zalewski e cols. miR-92a-3p ! 1

Zalewski e cols. miR-25-3p ! 1

Tabela 6. Comparacéao entre os miRNA do Grupo 2 desregulados no presente trabalho
com o0s observados em estudos prévios da literatura. (Setas para cima=

superexpressao e seta para baixo= subexpressao)

Grupo 2

Referéncias mMiRNA Literatura Nossos
dados

Cui e cols. miR-127-3p 1 1

Zalewski e cols. miR-92a-3p l 1

Zalewski e cols. miR-25-3p ! 1

Na Tabela 7 destacamos os genes mais frequentemente mencionados na

literatura em pesquisas envolvendo a doenga venosa cronica.



Tabela 7. Genes alvo dos miRNAs desregulados e possivel relagdo com doengas

cardio-vasculares.

Gene

Funcéao

MiRNA

ADAM10

Metaloproteinase responsavel
pela clivagem de proteinas,
como TNF-alfa e E-caderina.
Esta relacionada a

angiogénese.

miR-23a-5p

CLOCK

Regula expresséo de genes
relacionados a ciclo circadiano.
(Achado inédito, mas sem
aparente relacdo com doenca

cardiovascular)

miR-7977

CRP

Producao de marcador
inflamatorio C-reativa. E
frequentemente usada como
indicador de risco de doencas
cardiovasculares, como AVC e

infarto.

miR-7977

KCNHS8

Codifica para uma proteina
(HERG1) que é importante na
regulacdo do ritmo cardiaco e
pode estar associada a
disturbios cardiacos.

miR-7977

ADAMTS4

Metaloproteinase responsavel
pela quebra de moléculas de
proteoglicanos presentes na

matriz extracelular.

miR-7977
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KDR

Codifica para o receptor de
tirosina quinase VEGFR2,
proteina encontrada em células
endoteliais dos vasos
sanguineos. VEGFR2 é
importante na angiogénese e é
ativada pela ligacéo do fator de
crescimento endotelial vascular
(VEGF).

miR-7977

MTHFR

Supresséao da atividade de
protease em tecidos submetidos
a remodelacdo da matriz
extracelular. Producéo da
enzima metileno-tetra-hidro-
folato redutase, responsavel
pelo metabolismo do acido
folico e homocisteina.
Importante no metabolismo de
neurotransmissores como
serotonina, dopamina e
adrenalina. Hiperhomocistemia
esta relacionada com trombose

venosa

miR-7977
miR-4665-5p
miR-6511a-5p
miR-6750-5p
miR-7112-5p
miR-6820-5p

MMP2

Degradacao de colageno tipo
IV, um dos principais
componentes da matriz
extracelular (MEC).

MiR-6753-5p

TIMP2

Degradacao de colageno tipo
IV, um dos principais
componentes da matriz

extracelular (MEC).

MiR-6753-5p

CASP3

Ativacao de apoptose celular.

let-7b-5p




IGF1 Diferenciacao, proliferacdo e miR-425-5p
crescimento celular. mMiR-4665-5p
Sua expressao alterada parece  miR-6750-5p
estar relacionada a DVC.

SMAD?2 Atua com mediador de sinais do miR-532-5p
Fator Transformador de miR-3177-3p
Crescimento Beta TGF- [3. miR-6815-5p

Regula proliferacdo, apoptose e
diferenciacao celular.
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Em sintese, as redes de interacdo (Figura 6 e 7) demonstram os principais

genes alvo de cada miRNA exclusivo do Grupo 2. Nesta rede é possivel visualizar os

genes enriquecidos para a via de sinalizacdo RAS e também o0s genes mais citados

na literatura que implicam em processos importantes na fisiopatologia vascular.
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Figura 6- Rede de interagdo do miR-7977 e seus genes alvo.

PRODH2

L g ©

Fonte: Genemania (https://genemania.org)
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Figura 7- Rede de interacdo do miR-23a-5p e seus genes alvo.

Fonte: Genemania (https://genemania.org)
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5.7. Histologia

Para andlise da parede venosa foram estudadas todas as 34 amostras
coletadas e também, em separado, as amostras selecionadas (n=27). Os resultados
estdo nas Figuras 8 e 9. Na Figura 10 sdo mostrados exemplos de alteracdes

histologicas tipicas de cada grupo.

Figura 8 — Espessamento médio dos vasos (um) de todas as amostras (n=34) de
acordo com o0s grupos e andlise estatistica. A espessura total no Grupo 2 foi

significativamente maior que no Grupo 1 e sua razao foi menor que o controle.

intima Total vaso Razao
250~ 2000~ p=0.009 0.4+ |_|p:0'04
A
2004 1500 0.3
150
1000- 0.2-
100
- 500 0.1
0- 0- 0.0
G N @ N R
£ L L & & & Q°% &
CMIONGIRN CMCNASE & & &
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Figura 9 - Espessamento médio dos vasos (1um) de todas as amostras
(n=27) de acordo com os grupos e analise estatistica. A espessura total no
Grupo 2 foi significativamente maior que no Grupo 1 e sua razao foi menor

gue o controle.

AMOSTRAS SELECIONADAS PARA O PROJETO

intima Total vaso Razio
250- 20000 * I l**‘ 0.4+ *
200 T 1500 0.3
150
1000 0.2- T
100
5o 500 0.1-
0 T T 0- 0.0-
4V @ N v g s N W o " o
o O «©° o o O p=0,001 o o O p=0049
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Figura 10- Alteracdes histomorfologicas das veias safenas de acordo com a
classificagcdo CEAP. (A=CEAP C2; B= CEAP C3; C= CEAP C4; D= CEAP C5;
E e F = CO -controles). A- Hiperplasia nodular leiomiomatosa (seta), coloracéo
de Elastica-van-Gieson, 100 x. B- Edema na tunica média e adventicia
(seta/asterisco), coloracédo de Elastica-van-Gieson, 40 x. C- Edema na tunica
adventicia (asterisco), coloragéo de Elastica-van-Gieson, 100 x. D- Membrana
elastica interna fragmentada e fibrose subendotelial (seta/asterisco), coloracéao
de Elastica-van-Gieson, 100 x. E, F — Controle grupo com espessamento intimal

(asterisco). Coloracao Elastica-van-Gieson, 100 x.
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Discussao

Foi utilizada a ferramenta GeneChip® miRNA Array para a quantificacédo da
expressdo de miRNAs. Essa plataforma contém sondas especificas para todos os
2.588 mMIiRNAs mapeados no genoma humano e catalogados no miRBase
(http://lwww.mirbase.org/). Essa plataforma incorpora sondas de miRNAs enddgenos,
gue funcionam como controles internos e sado essenciais para a normalizacdo dos
resultados de expressdo de miRNAs. As vantagens desta tecnologia séo: (1)
Cobertura abrangente dos miRNAs mapeados no genoma humano, sendo capaz de
interrogar todas as sequéncias de mIRNAs maduros anotadas no miRBase
(https://www.mirbase.org); (2) Nao requer grande quantidade de amostra (necessario
apenas 13 ng de RNA total) e é otimizada para amostras fixadas em formalina; (3) O
software acoplado permite andlises de normalizagdo e analises com correcédo
estatistica; (4) A experiéncia em outros estudos tém mostrado resultados consistentes
e validados?®.

A variacdo nas técnicas laboratoriais e classificacdo clinica dos pacientes
diversa ou por vezes inexistente nos estudos prévios, poderiam explicar a diversidade
e resultados de regulagdo por vezes antagonicos encontrados pelos diferentes
autores preévios.

Em relacédo a fisiopatologia da DVC, a predisposicéo individual as doencas
venosas € influenciada por fatores genéticos e ambientais. Forca de cizalhamento
baixa e alteracdes da integridade endotelial, desencadeiam a expresséo de moléculas
de adeséo e ativacdo leucdcitos-endotelial, que iniciam uma resposta inflamatoria
caracterizada pela expressao de citocinas, quimiocinas e metaloproteinases de matriz.
Esses processos contribuem para a alteracdo na estrutura da parede venosa e para
a disfuncéo das valvulas, o que leva a dilatacéo e insuficiéncia venosa, hipertensao
venosa e perturbagcdo da microcirculagdo. O estado inflamatério persistente,
associado a atividade das metaloproteinases de matriz e a expressao de citocinas,
causa dano tecidual e degradacdo, resultando em alteracdes na pele e no

aparecimento de Ulceras venosas na perna® (Figura 11).
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Figura 11- Fisiopatologia da doencga venosa cronica.

Refluxo — A pressao hidrostatica
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3 de leucdcitos
L il
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Ulcera J e Inflamacao dérmica cronica
5 . '0.

Fonte: material elaborado pelo autor

As andlises histolégicas do presente trabalho mostraram espessuras
significativamente maiores das veias safenas do Grupo 2 (CEAP C4+C5). Esses
resultados mostraram que quanto mais graves as apresentacdes clinicas, mais
pronunciado foi o0 espessamento que ocorreu na parede das veias. A apresentacéo
clinica no Grupo 2 foi também correlacionada com alteracdes histologicas mais
graves, além do espessamento. O espessamento da parede de venosa poderia estar
associado a interacdo entre a hipertensdo venosa crénica e alteracdes inflamatorias
presentes nas formas mais graves da DVC.

A fibrose (espessamento da parede vascular) resulta de um desequilibrio entre
deposicao e remocao de componentes da matriz extracelular, sendo sua degradacao

mediada por metaloproteinases, e estas sao reguladas por inibidores fisiologicos
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(TIMPs)3®. As metaloproteinases da matriz (MMPS) consistem em mais de vinte tipos
e sao classificadas em quatro grupos distintos. O primeiro grupo € constituido pelas
colagenases intersticiais (MMP-1, MMP-8 e MMP-13), que tém a capacidade de
degradar os colagenos fibrilares 1, 1l e 11l. O segundo grupo inclui as gelatinases (MMP-
2 e MMP-9), que degradam o colageno amorfo e a fibronectina. O terceiro grupo é
composto pelas estromalisinas (MMP-3, MMP-7 e MMP-10), que sdo capazes de
degradar componentes da membrana basal, tais como colageno IV e V, laminina e
outras proteinas como a fibronectina. Por dltimo, as metaloproteinases do tipo
membrana (MT-MMP) degradam o colageno | e |lll, fibronectina, laminina,
entactina/nidogénio, tenascina e perlecan, além de ativarem outras MMPs38-40, A
interferéncia de miRNAs (miR-6753-5p e miR-6795-5p) desregulados neste processo
poderia resultar na desregulacdo de MMPs e TIMPs®,

Na fisiopatologia da DVC, a MMP2 e TIMP2 sdo comumente citados como
reguladores de manutencdo e degradacdo da parede vascular*l. O estudo de
Serralheiro et al*?. demonstrou que a expressdo genética de TIMP2 (inibidor da
metaloproteinase) estava diminuida em pacientes com DVC, quando comparada com
amostras controle. A expressdo de MMP2 estava aumentada em estagios avancados
de varizes*?. Nossos resultados mostraram os miRNA'’s (miR-6753-5p e miR-6795-5p)
estariam relacionados com MMP2 e TIMP2 pois regulariam a expressao em genes
com alvo nas MMP’s e TIMP’s, em estagios iniciais da DVC.

Além disso, os microRNAs sao conhecidos por regularem a expressao genética
pos-transcricionalmente!®. Dentre os miRNAs identificados como reguladores das
MMPs e TIMPs na DVC em nossos dados, o miR-6753-5p regula positivamente a
expressao de MMP2, enquanto o miR-6795-5p regula negativamente a expressao de
TIMP2. Como resultado disso, a desregulacdo da expressdo de MMP2 e TIMP2
aparentam ser fundamental na degradacdo e deposicdo de fibras de colageno e
elastina na parede venosa®®.

Uma variedade de citocinas oriundas de leucdcitos levaria a formacéao de
ambientes pro-inflamatorio e inflamatorio e ativaria as MMP . Esses ambientes
contribuiriam também na dilatagdo do musculo liso, relaxamento, protedlise e a
formacdo de Ulcera venosa.*® A perda da integridade da parede venosa e das valvulas
estariam intimamente relacionadas a modificacdes em células endoteliais, musculares
lisas e fibroblastos, que resultam em uma hipertensdo venosa ambulatéria

cronicas8444s,
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Na fisiopatologia da DVC séo achados importantes: o aumento dos mediadores
inflamatérios (ICAM1, fator de von Willebrand) e fatores de crescimento (TGF b1,
FGF-b), além de metaloproteinases da matrix?’. No presente estudo, foram
encontrados miRNA’s e genes regulados por eles envolvendo estes marcadores
(Tabela 6).

A resposta inflamatéria na DVC é mediada pela acdo coordenada de varios
tipos de células, incluindo leucocitos como macrofagos, mondcitos, linfécitos T e
mastocitos, juntamente com moléculas sinalizadoras como moduladores inflamatérios
e quimiocinas. A resposta inflamatéria também é caracterizada pela expresséo de
citocinas, ativacdo de vias reguladoras, fatores de crescimento e atividade de
metaloproteinases, que desempenham um papel importante na perpetuacdo da
inflamacao e nas alteracdes patoldgicas observadas na DVC#. Alguns dos achados
do presente trabalho, mostraram relacdo de miRNAs com alguns destes fatores,
favorecendo este processo (Tabela 6).

A cascata inflamatdria da DVC acarreta na sintetizacdo e proliferacdo de
citocinas, como por exemplo o fator transformador de crescimento 31 (TGF-p1), Fator
de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a), Interleucina 1 (IL-1) e muitos outros, provenientes
do processo inflamatério*®. Ortega et al*®. demonstraram uma série de alteracGes na
expressao de citocinas inflamatérias em pacientes que desenvolveram DVC durante
0 periodo gestacional, destacando-se: IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, IL-13 e TNF-a. No
presente estudo observou-se que as citocinas IL-10 e IL-13 apareceram expressas
conjuntamente ao mMiRNA let-7b-5p em casos menos graves de varizes. O miRNA let-
7b-5p ja foi relacionado anteriormente como um importante regulador da producéo de
macréfagos e um biomarcador potencial em insuficiéncias cardiacas*6-48,

Nas andlises de enriquecimento de vias moleculares do presente estudo, as
vias de sinalizagdo Wnt e VEGF foram encontradas associadas a miRNAs
desregulados nas amostras G1. A via Wnt, juntamente com as vias de sinalizacdo de
calcio e MAPK, foram relacionadas a patogénese da doenca venosa crénica*® quando
regulados por fragmentos de RNA derivados de tRNA(tRFs). A via VEGF exibe
propriedades angiogénicas e atua como um fator de prote¢&o vascular ao aumentar a
sintese de Oxido nitrico (NO) e prostaciclinas (PGI2), além de manter vias de
sinalizacdo antiapoptoticas para promover a integridade do endotélio. Essas a¢fes
resultam na inibicdo da proliferacdo de células musculares lisas e no aumento das

propriedades anti-inflamatérias e antitrombogénicas do endotélio®.
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Os miRNAs exercem um papel fundamental na regulagéo de genes alvo
especificos de DVC, incluindo varizes®. O aumento e a diminuicdo da expresséo
desses miRNAs podem ser um fator decisivo no desenvolvimento e progressao da
doenca, impactando em sua gravidade e evolugédo clinica®.

Por meio de aplicacdo da andlise de Clusters hierarquico®®, Cui et al.1®
identificaram um aumento significativo da expressdo do miR-127-3p, miR-34a, miR-
376a, miR-376¢c e miR-654-3p em pacientes com graus avancados de DVC. Outros
mMiRNAs (miR-34a, miR-155 e miR-202) com expressdo aumentada foram
descobertos por outros autores, através da técnica de RT-PCR (Reacdo em Cadeia
da Polimerase via Transcriptase Reversa)®*, os quais atribuiram um papel primordial
desses miRNA’s em processos bioldgicos e doengas vasculares, sendo possivel
também em DVC®. Confrontando esses dados com os do presente estudo,
demonstrou-se igualmente um aumento da expressao do miR-127-3p em todos 0s
estagios clinicos de DVC dos pacientes.

Utilizando banco de dados integrativo (mirDIP)3!, detectou-se genes alvo do
miR-7977 presentes em G2 (CEAP C4 e C5). Os genes KCNH8, ADAMTS-4, KDR,
MTHFR foram identificados como possiveis fatores de relevancia no processo de
desenvolvimento de varizes.>57 Esses genes podem desempenhar papéis criticos em
diferentes etapas do complexo mecanismo fisiopatolégico que leva a formacéo de
varizes®65” ADAMTS-4, junto a MMP-1, MMP-8 e ADAM-17 parecem estar envolvidas
no retardo da cicatrizacdo de feridas e em complicacdes irreversiveis de DVC>2,
Estudos recentes mostraram que o polimorfismo do gene MTHFR estaria
potencialmente associado com trombose venosa superficial®’°®.Ekim et al®
investigaram amostras de 98 pacientes com varizes por meio de técnica de reacao
em cadeia da polimerase (PCR), e concluiram que a coexisténcia do polimorfismo de
MTHFR, com o polimorfismo de Fator V de Leiden (FVL) e mutagcdo do gene da
protrombina (G20210A), poderiam influenciar o desenvolvimento de trombose venosa
profunda em tais pacientes. Em nossos dados, a enzima MTHFR esteve relacionada
como gene alvo dos miRNAs (miR-4665-5p, miR-6511a-5p, miR-6750-5p, MiR-6746-
5p, MiR-7112-5p, miR-6820-5p) no G1 e o mIRNA (miR-7977) no G2. Entre os genes
mais estudados em DVC, a mutacdo do gene FOXC2 foi frequentemente associada a
insuficiéncia das valvulas primarias em membros inferiores, considerando sua

importancia para o desenvolvimento e/ou manutencéo das mesmas®°.
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Limitacdes e pontos fortes

Constituem limitagdes do presente estudo a amostra reduzida e, em parte pela
pandemia de Covid-19, o numero de kits disponiveis. Além disso, deve-se mencionar
certa heterogeneidade das amostras com predominancia de pacientes do sexo
feminino para DVC e masculino para os controles. Finalmente, a falta de validacéo
dos resultados o qual devera ser objeto de estudos posteriores. Como pontos fortes
destacam-se o uso de técnica moderna e atual de detec¢do dos miRNAs, abrangéncia
de tipos clinicos, englobando pacientes com graus desde mais leves até mais graves
da doenca, bem como uso de grupo controle. Finalmente ressalte-se a comprovacao

da doenca venosa através do estudo histolégico das veias.

Conclusao

Em conclusdo, os miRNAs desregulados encontrados exclusivamente na
doenca menos avancada podem influenciar na modulacdo da expressédo de genes
envolvidos na regulagdo da matriz extracelular, em processos inflamatoérios e em vias
de sinalizagdo implicadas na remodelacdo vascular. Além disso, os MIRNAs
desregulados encontrados exclusivamente na doenca mais avancada foram
associados um papel na regulacao de genes enriquecidos para uma via de sinalizacéo

relacionada a proliferacéo, sobrevivéncia e crescimento celular.
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APENDICES

APENCICE A - Tabela Suplementar 1

Fold

Transcript ID G1 Avg (log2) | C Avg (log2) |Change P-val FDR P-val

hsa-miR-4487 4,91 11,2 -77,86| 1,79E-13 1,49E-10
hsa-mir-6722 5,48 8,19 -6,54| 3,56E-11 8,43E-09
hsa-miR-6732-5p 8,2 11,05 -7,22| 5,45E-11 1,25E-08
hsa-miR-6846-5p 7,22 10,29 -8,38| 5,24E-10 7,33E-08
hsa-miR-378h 4,44 8,17 -13,25| 1,36E-09 1,58E-07
hsa-mir-320e 6,8 9,98 -9,04| 2,04E-09 2,18E-07
hsa-miR-4508 9,29 11,3 -4,04| 3,36E-09 3,18E-07
hsa-miR-4743-5p 9,05 11,76 -6,56| 6,20E-09 5,55E-07
hsa-miR-1226-5p 5,61 8,09 -5,56| 7,00E-09|  6,04E-07
hsa-miR-8075 7,13 10,67 -11,67| 1,13E-08|  8,99E-07
hsa-miR-6750-5p 3,33 6,49 -8,89| 7,07E-08 4,42E-06
hsa-miR-4706 5,94 7,93 -3,98| 7,30E-08 4,52E-06
hsa-miR-455-3p 6,77 8,73 -3,88| 2,06E-07 1,13E-05
hsa-miR-7110-5p 6,32 8,46 -4,4| 2,56E-07 1,36E-05
hsa-mir-550a-1 3,35 6,46 -8,62| 3,21E-07 1,59E-05
hsa-mir-550a-2 3,35 6,46 -8,62| 3,21E-07 1,59E-05
hsa-mir-550a-3 3,35 6,46 -8,62| 3,21E-07 1,59E-05
hsa-miR-4492 6,71 8,82 -4,31| 3,28E-07 1,61E-05
hsa-miR-6511b-5p 5,14 7,11 -3,94| 1,33E-06 5,18E-05
hsa-miR-222-3p 7,82 1,03 110,42 | 5,45E-18 3,62E-14
hsa-miR-195-5p 7,76 1,19 95,15| 5,44E-16 1,80E-12
hsa-miR-140-3p 8,12 2,16 62,54 | 1,03E-14 1,70E-11
hsa-miR-99a-5p 8,21 1,58 99,2 | 8,94E-15 1,70E-11
hsa-miR-181a-5p 6,52 1,35 35,88 | 4,62E-14 5,36E-11
hsa-miR-28-3p 6,81 1,01 55,82| 4,85E-14 5,36E-11
hsa-miR-103a-3p 8,86 2,37 90,37| 1,03E-13 9,79E-11
hsa-miR-342-3p 8,13 2,06 67,27 | 2,07E-13 1,53E-10
hsa-miR-151a-5p 8,38 2,22 71,18 | 2,52E-13 1,67E-10
hsa-miR-378a-3p 7,56 1,93 49,56 | 2,86E-13 1,72E-10
hsa-miR-143-5p 7 0,88 69,52| 3,27E-13 1,81E-10
hsa-miR-22-3p 7,74 1,32 85,45| 3,55E-13 1,81E-10
hsa-miR-93-5p 6,62 0,85 54,44 | 4,81E-13 2,28E-10
hsa-miR-361-5p 8,27 1,53 107,27 | 7,47E-13 3,30E-10
hsa-miR-199a-3p 7,7 0,94 109| 1,48E-12| 5,77E-10
hsa-miR-199b-3p 7,7 0,94 109| 1,48E-12 5,77E-10
hsa-miR-27b-3p 8,88 2 117,74 2,91E-12 1,01E-09
hsa-miR-100-5p 9,09 1,53 188,42 | 2,87E-12 1,01E-09




hsa-miR-15b-5p 6,69 1,52 35,96| 3,80E-12|  1,26E-09
hsa-miR-4788 5,79 0,97 28,09| 5,27E-12|  1,66E-09
hsa-miR-28-5p 6,49 1,15 40,34| 9,09E-12|  2,74E-09
hsa-miR-3124-5p 4,31 1,13 9,03| 1,10E-11|  3,17E-09
hsa-miR-132-3p 5,48 1,2 19,45| 1,34E-11|  3,69E-09
hsa-miR-221-3p 6,86 1,39 44,19| 1,46E-11|  3,87E-09
hsa-miR-107 8,34 2,66 51,3| 2,12E-11|  5,40E-09
hsa-let-7i-5p 8,81 1,49 159,83 | 2,91E-11|  7,15E-09
hsa-miR-30d-5p 6,05 1,38 25,39| 5,73E-11|  1,27E-08
hsa-miR-23b-5p 5,06 1,05 16,1| 1,01E-10|  2,15E-08
hsa-miR-193a-5p 7,44 3,17 19,32| 1,33E-10|  2,65E-08
hsa-miR-574-3p 7,28 2,16 34,63| 1,40E-10|  2,65E-08
hsa-miR-17-5p 6,37 1,26 34,67| 1,40E-10|  2,65E-08
hsa-let-7g-5p 7,63 1,19 86,86| 1,35E-10|  2,65E-08
hsa-miR-193b-5p 5,34 1,46 14,68| 1,56E-10|  2,79E-08
hsa-miR-25-3p 5,75 0,7 32,98| 1,52E-10|  2,79E-08
hsa-let-7e-5p 11,01 2,38 396,57| 1,97E-10|  3,43E-08
hsa-miR-6889-5p 5,09 1,65 10,81| 2,77E-10|  4,71E-08
hsa-miR-181b-5p 5,59 1,42 17,99| 3,52E-10|  5,83E-08
hsa-miR-126-3p 7,05 2,06 31,79| 3,71E-10|  5,98E-08
hsa-miR-27a-3p 7,93 2,45 44,57| 3,78E-10|  5,98E-08
hsa-miR-185-5p 5,96 1,62 20,24| 4,81E-10|  7,08E-08
hsa-miR-152-3p 5,94 1,11 28,55 4,74E-10|  7,08E-08
hsa-miR-139-3p 4,09 1,19 7,44| 530E-10|  7,33E-08
hsa-miR-30a-5p 5,65 1,15 22,61| 5,26E-10|  7,33E-08
hsa-miR-744-5p 7,11 3,03 16,93| 7,26E-10|  9,63E-08
hsa-miR-3195 6,55 1,37 36,3| 7,78E-10|  9,93E-08
hsa-miR-4634 5,46 2,62 7,17| 8,66E-10|  1,08E-07
hsa-miR-99b-5p 9,12 1,48 199,13 | 8,81E-10|  1,08E-07
hsa-miR-497-5p 5,57 0,99 24,06| 1,28E-09|  1,54E-07
hsa-miR-125a-5p 10,46 1,99 355,62| 1,35E-09|  1,58E-07
hsa-miR-423-3p 5,72 0,99 26,61| 1,53E-09|  1,75E-07
hsa-miR-92b-3p 5,3 1,19 17,34| 1,62E-09|  1,82E-07
hsa-miR-30c-5p 7,53 0,99 93,01| 1,97E-09|  2,14E-07
hsa-miR-191-5p 8,8 3,33 44,14| 2,14E-09|  2,25E-07
hsa-miR-130a-3p 5,48 0,91 23,77| 2,27E-09|  2,35E-07
hsa-miR-2110 4 1,12 7,33| 2,59E-09| 2,53E-07
hsa-miR-1307-3p 5,32 2,92 5,27| 2,75E-09|  2,65E-07
hsa-miR-106a-5p 6,27 1,47 27,91| 3,72E-09|  3,48E-07
hsa-miR-505-5p 4,08 1,06 8,08| 5,74E-09|  5,21E-07
hsa-miR-92a-3p 9,63 2,95 102,44 | 6,52E-09| 5,77E-07
hsa-miR-378i 4,11 1,33 6,85| 7,01E-09|  6,04E-07
hsa-miR-139-5p 6,1 1,11 31,72| 7,25E-09|  6,16E-07
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hsa-miR-29a-3p 6,67 1,38 39,11| 1,01E-08|  8,50E-07
hsa-miR-675-5p 3,87 0,98 7,4| 1,09-08|  8,90E-07
hsa-miR-23a-3p 11,92 5,26 100,67 | 1,09E-08|  8,90E-07
hsa-miR-214-3p 9,57 3,23 81,15| 1,14E-08|  8,99E-07
hsa-let-7d-5p 10,31 3,42 118,85 1,14E-08|  8,99E-07
hsa-miR-23b-3p 12,27 5,07 147,77 1,20E-08|  9,36E-07
hsa-miR-125a-3p 4,65 1,05 12,08| 1,41E-08|  1,09E-06
hsa-miR-16-5p 8,51 3,43 33,91| 1,44E-08| 1,10E-06
hsa-miR-3135b 7,11 2,71 21,21 1,55E-08|  1,15E-06
hsa-miR-193b-3p 6,38 1,49 29,53| 1,77E-08|  1,31E-06
hsa-miR-6723-5p 4,67 1,5 8,98| 1,97E-08| 1,43E-06
hsa-miR-6845-5p 3,7 1,22 557| 2,14E-08|  1,54E-06
hsa-miR-151b 6,01 1,01 31,88| 3,01E-08| 2,12E-06
hsa-miR-125b-5p 11,35 4,76 96,9| 3,40E-08| 2,35E-06
hsa-miR-30a-3p 5,68 1,03 25,1| 3,70E-08|  2,53E-06
hsa-mir-361 5,84 3,41 541| 4,24E-08| 2,87E-06
hsa-miR-5572 4,97 1,91 8,38| 4,29E-08| 2,87E-06
hsa-miR-6781-5p 6,12 3,07 8,29| 4,48E-08| 2,97E-06
hsa-miR-423-5p 8,13 3,08 33,16| 4,58E-08|  3,01E-06
hsa-miR-4667-5p 5,13 1,41 13,14| 4,66E-08|  3,03E-06
hsa-miR-26a-5p 11,2 4,77 86,39| 5,40E-08|  3,48E-06
hsa-miR-6861-5p 4,66 1,24 10,71| 6,27E-08|  3,96E-06
hsa-miR-652-3p 4,52 1,1 10,7| 7,87E-08|  4,83E-06
hsa-miR-378c¢ 5,12 1,01 17,23| 1,03E-07| 6,22E-06
hsa-miR-3188 5,53 1,57 15,62| 1,52E-07| 8,72E-06
hsa-miR-151a-3p 5,21 1,19 16,17| 1,69E-07|  9,58E-06
hsa-miR-6815-5p 3,33 1,03 4,91| 1,80E-07| 1,01E-05
hsa-miR-324-5p 4,88 1,62 9,63| 1,84E-07| 1,02E-05
hsa-miR-6824-5p 5,17 2,29 7,37| 2,34E-07|  1,26E-05
hsa-miR-24-3p 10,86 7,14 13,15| 2,33E-07|  1,26E-05
hsa-miR-4322 4,13 1,77 515| 2,43E-07|  1,30E-05
hsa-miR-5100 11,38 3,35 262,18| 2,60E-07| 1,37E-05
hsa-miR-199a-5p 6,15 1,22 30,53| 2,67E-07|  1,38E-05
hsa-miR-210-3p 3,98 1,13 7,24| 2,93E-07|  1,49E-05
hsa-miR-1185-2-3p 4,87 1,79 8,46| 3,20E-07|  1,59E-05
hsa-miR-145-5p 13,77 10,3 11,12| 3,65E-07| 1,75E-05
hsa-miR-1185-1-3p 4,9 1,47 10,79| 5,10E-07|  2,39E-05
hsa-let-7a-5p 11,94 5,21 105,97 | 5,23E-07|  2,39E-05
hsa-mir-423 3,8 1,51 4,88| 5,69E-07|  2,59E-05
hsa-miR-6860 3,83 1 7,11| 6,28E-07|  2,72E-05
hsa-miR-143-3p 11,31 7,58 13,21| 6,03E-07|  2,72E-05
hsa-miR-6753-5p 4,11 1,99 4,35| 6,34E-07|  2,73E-05
hsa-miR-6785-5p 4,55 2,02 576| 6,61E-07|  2,83E-05
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hsa-miR-501-3p 3,7 1,1 6,03| 6,79E-07|  2,89E-05
hsa-miR-6746-5p 4,46 1,3 8,93| 6,92E-07|  2,91E-05
hsa-miR-4665-5p 5,27 2,65 6,12| 7,73E-07|  3,22E-05
hsa-miR-5739 6,02 2,88 8,83| 9,35E-07|  3,80E-05
hsa-miR-504-3p 5,16 2,46 6,47| 9,96E-07|  4,00E-05
hsa-miR-1914-3p 3,43 0,97 552| 1,11E-06|  4,42E-05
hsa-miR-532-5p 3,91 0,97 7,69| 1,15E-06|  4,56E-05
hsa-let-7c-5p 12,79 7,29 45,02| 1,35E-06| 5,22E-05
hsa-miR-3187-3p 4,42 1,37 8,29| 1,43E-06| 5,48E-05
hsa-miR-6820-5p 4,85 2,21 6,22| 1,55E-06| 5,82E-05
hsa-miR-5195-3p 5,24 1,42 14,19| 1,55E-06|  5,82E-05
hsa-miR-10b-5p 5,13 0,97 17,83 | 1,63E-06|  6,03E-05
hsa-miR-7112-5p 3,7 1,29 533| 1,69E-06| 6,18E-05
hsa-miR-500a-3p 3,91 1,23 6,41| 1,75E-06| 6,37E-05
hsa-miR-6511a-5p 4,65 2,37 4,87| 1,76E-06|  6,39E-05
hsa-miR-7106-5p 4,2 1,81 524| 1,94E-06| 6,92E-05
hsa-let-7b-5p 13,24 9,35 14,85| 1,97E-06|  6,97E-05
hsa-miR-127-3p 3,67 0,74 7,64| 2,04E-06|  7,20E-05
hsa-miR-3176 5,76 1,08 25,59| 2,32E-06|  8,14E-05
hsa-miR-187-5p 3,24 1,18 4,17| 3,15E-06 0,0001
hsa-miR-373-5p 3,5 1,26 4,73 | 3,69E-06 0,0001
hsa-miR-29b-2-5p 3,67 1,23 5,44 | 3,97E-06 0,0001
hsa-miR-6795-5p 4,35 1,34 8,07| 3,43E-06 0,0001
hsa-miR-3177-3p 4,28 1,2 8,44| 4,41E-06 0,0001
hsa-miR-615-3p 4,12 0,88 9,44| 4,56E-06 0,0001
hsa-miR-425-5p 4,38 1,04 10,13 | 4,90E-06 0,0001
hsa-miR-20a-5p 4,57 1,18 10,49 | 4,08E-06 0,0001
hsa-miR-4442 4,5 1,09 10,6| 3,24E-06 0,0001
hsa-miR-133a-3p 4,88 0,95 15,21 3,84E-06 0,0001
hsa-miR-7975 7,73 1 106,45 | 4,45E-06 0,0001
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APENDICE B - Tabela Suplementar 2

Fold

Transcript ID G2 Avg (log2) | C Avg (log2) | Change P-val FDR P-val

hsa-miR-222-3p 7,58 1,03 93,87 | 1,66E-17 1,10E-13
hsa-miR-195-5p 7,93 1,19 106,73 | 2,78E-15 9,23E-12
hsa-miR-99a-5p 7,93 1,58 81,46 | 2,01E-14 4,45E-11
hsa-miR-140-3p 8,12 2,16 62,16 | 4,61E-14 7,64E-11
hsa-miR-28-3p 6,7 1,01 51,55| 8,14E-14 1,08E-10
hsa-miR-181a-5p 6,5 1,35 35,48 | 2,61E-13 2,47E-10
hsa-miR-143-5p 7,12 0,88 75,65 | 2,46E-13 2,47E-10
hsa-miR-342-3p 7,94 2,06 59,07 | 3,43E-13 2,84E-10
hsa-miR-4487 4,91 11,2 77,88 | 5,09E-13 3,75E-10
hsa-miR-103a-3p 8,91 2,37 93,05 | 6,82E-13 4,52E-10
hsa-miR-22-3p 8,01 1,32 103,26 | 1,01E-12 6,08E-10
hsa-miR-378a-3p 7,59 1,93 50,67 | 1,14E-12 6,16E-10
hsa-miR-151a-5p 8,02 2,22 55,69 | 1,21E-12 6,16E-10
hsa-miR-361-5p 8,1 1,53 95,15| 1,64E-12 7,79E-10
hsa-miR-199a-3p 7,91 0,94 125,77 | 2,65E-12 1,10E-09
hsa-miR-199b-3p 7,91 0,94 125,77 | 2,65E-12 1,10E-09
hsa-miR-93-5p 6,12 0,85 38,69 | 6,72E-12 2,47E-09
hsa-miR-100-5p 9,08 1,53 187,95 | 6,50E-12 2,47E-09
hsa-miR-27b-3p 9,07 2 133,81 1,04E-11 3,63E-09
hsa-miR-28-5p 6,19 1,15 32,92 | 2,44E-11 8,09E-09
hsa-miR-221-3p 6,87 1,39 44,57 | 2,66E-11 8,41E-09
hsa-miR-15b-5p 6,31 1,52 27,54 | 3,98E-11 1,20E-08
hsa-miR-30d-5p 5,9 1,38 22,86 | 8,24E-11 2,37E-08
hsa-let-7i-5p 9 1,49 181,33 | 9,04E-11 2,50E-08
hsa-miR-107 8,37 2,66 52,27 | 9,86E-11 2,62E-08
hsa-let-7g-5p 7,58 1,19 83,46 | 1,68E-10 4,29E-08
hsa-miR-132-3p 5,02 1,2 14,15| 1,82E-10 4,31E-08
hsa-miR-23b-5p 4,89 1,05 14,31 | 1,82E-10 4,31E-08
hsa-miR-193a-5p 7,58 3,17 21,18 | 2,00E-10 4,58E-08
hsa-miR-574-3p 7,04 2,16 29,42 | 3,07E-10 6,79E-08
hsa-miR-25-3p 5,63 0,7 30,51 | 3,81E-10 8,14E-08
hsa-miR-30a-5p 5,84 1,15 25,81 | 5,65E-10 1,17E-07
hsa-miR-3124-5p 3,66 1,13 5,77 | 6,62E-10 1,30E-07
hsa-miR-27a-3p 8,08 2,45 49,54 | 6,86E-10 1,30E-07
hsa-let-7e-5p 11 2,38 392,09| 6,76E-10 1,30E-07
hsa-miR-4788 5,2 0,97 18,64 | 7,74E-10 1,39E-07
hsa-miR-30c-5p 7,29 0,99 78,94 | 7,60E-10 1,39E-07
hsa-miR-139-3p 3,86 1,19 6,36 | 8,06E-10 1,41E-07
hsa-miR-17-5p 5,88 1,26 24,6 | 1,00E-09 1,67E-07
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hsa-miR-3195 6,86 1,37 44,73 | 1,22E-09 1,97E-07
hsa-miR-152-3p 6,01 1,11 29,91 | 1,39E-09|  2,20E-07
hsa-miR-744-5p 7,19 3,03 17,93 | 1,51E-09|  2,33E-07
hsa-miR-423-3p 5,75 0,99 27,17| 1,61E-09|  2,42E-07
hsa-miR-126-3p 7,06 2,06 32,05| 1,65E-09|  2,43E-07
hsa-miR-99b-5p 8,79 1,48 158,46 | 1,71E-09|  2,44E-07
hsa-miR-125a-5p 10,73 1,99 429,83 | 1,73E-09|  2,44E-07
hsa-miR-181b-5p 5,17 1,42 13,44 | 2,21E-09|  2,99E-07
hsa-miR-193b-5p 5,35 1,46 14,83 | 2,59E-09|  3,43E-07
hsa-miR-130a-3p 5,21 0,91 19,69 | 2,71E-09|  3,53E-07
hsa-miR-6732-5p 8,59 11,05 549 | 501E-09|  6,27E-07
hsa-mir-6722 6,1 8,19 4,25/ 5,31E-09|  6,35E-07
hsa-miR-6889-5p 4,94 1,65 9,79 | 5,22E-09|  6,35E-07
hsa-miR-92b-3p 5,41 1,19 18,6 | 5,36E-09|  6,35E-07
hsa-miR-4508 9,3 11,3 4,02| 7,21E-09|  8,24E-07
hsa-miR-4634 5,61 2,62 7,96 | 9,05E-09 1,02E-06
hsa-miR-191-5p 8,21 3,33 29,52 | 1,01E-08 1,09E-06
hsa-miR-505-5p 3,71 1,06 6,28 | 1,57E-08 1,67E-06
hsa-miR-6846-5p 7,59 10,29 6,52 | 1,83E-08 1,90E-06
hsa-miR-92a-3p 9,42 2,95 88,56 | 1,81E-08 1,90E-06
hsa-miR-30a-3p 5,53 1,03 22,58 2,14E-08|  2,18E-06
hsa-miR-185-5p 5,71 1,62 17,02 | 2,49E-08|  2,46E-06
hsa-miR-193b-3p 6,29 1,49 27,93| 2,46E-08|  2,46E-06
hsa-miR-1307-3p 4,98 2,92 4,16 | 2,74E-08|  2,59E-06
hsa-miR-2110 3,94 1,12 7,07 | 2,71E-08|  2,59E-06
hsa-miR-497-5p 5,64 0,99 25,19| 3,02E-08|  2,82E-06
hsa-let-7d-5p 10,4 3,42 126,56 | 3,20E-08|  2,94E-06
hsa-miR-139-5p 5,22 1,11 17,3| 3,39E-08|  3,08E-06
hsa-miR-23a-3p 11,82 5,26 93,82| 3,56E-08|  3,19E-06
hsa-miR-106a-5p 6,12 1,47 25,16 | 3,66E-08|  3,24E-06
hsa-miR-378h 4,81 8,17 10,27 | 3,83E-08|  3,34E-06
hsa-miR-3135b 7,27 2,71 23,67 | 3,99-08|  3,39E-06
hsa-miR-214-3p 9,5 3,23 77,01| 3,96E-08|  3,39E-06
hsa-miR-125b-5p 11,31 4,76 93,93| 4,62E-08|  3,78E-06
hsa-mir-361 5,74 3,41 5,03 | 4,98E-08|  3,79E-06
hsa-miR-23b-3p 12,2 5,07 139,88 | 4,75E-08|  3,79E-06
hsa-miR-29a-3p 6,53 1,38 35,59| 5,51E-08|  4,16E-06
hsa-miR-378i 3,89 1,33 5,87 | 6,76E-08|  5,04E-06
hsa-miR-7110-5p 6,08 8,46 5,19 | 7,05E-08|  5,13E-06
hsa-miR-1226-5p 5,93 8,09 4,45 7,23E-08|  5,21E-06
hsa-miR-16-5p 8,49 3,43 33,29/ 8,24E-08|  5,81E-06
hsa-miR-423-5p 8,3 3,08 37,3| 1,12E-07|  7,71E-06
hsa-miR-1185-2-3p 5,52 1,79 13,3| 1,33E-07|  8,58E-06
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hsa-miR-199a-5p 6 1,22 27,45| 1,38E-07 8,81E-06
hsa-miR-151b 5,72 1,01 26,08 | 1,42E-07 9,00E-06
hsa-miR-1185-1-3p 5,4 1,47 15,28 | 1,53E-07 9,34E-06
hsa-miR-4743-5p 9,53 11,76 4,68 | 1,70E-07 9,99E-06
hsa-miR-26a-5p 11,29 4,77 92,04 | 1,81E-07 1,05E-05
hsa-miR-4492 6,61 8,82 4,63 | 2,00E-07 1,15E-05
hsa-miR-5100 11,64 3,35 313,9| 2,14E-07 1,21E-05
hsa-miR-378c 4,73 1,01 13,12 | 2,20E-07 1,23E-05
hsa-miR-652-3p 4,15 1,1 8,26 | 2,50E-07 1,39E-05
hsa-mir-320e 7,46 9,98 5,73 | 2,60E-07 1,41E-05
hsa-miR-125a-3p 4,38 1,05 10,03 | 2,83E-07 1,53E-05
hsa-miR-127-3p 4,14 0,74 10,55 | 2,91E-07 1,55E-05
hsa-miR-455-3p 6,52 8,73 4,63 | 4,62E-07 2,41E-05
hsa-miR-324-5p 4,44 1,62 7,08 | 5,15E-07 2,67E-05
hsa-miR-210-3p 4,17 1,13 8,22 | 5,40E-07 2,78E-05
hsa-miR-151a-3p 4,45 1,19 9,54| 7,89E-07 3,96E-05
hsa-miR-10b-5p 4,9 0,97 15,27 | 8,26E-07 4,12E-05
hsa-miR-6723-5p 4,6 1,5 8,57 | 8,91E-07 4,31E-05
hsa-miR-3188 5,53 1,57 15,61 | 1,04E-06 4,98E-05
hsa-miR-675-5p 3,33 0,98 5,09| 1,05E-06 5,03E-05
hsa-miR-8075 7,7 10,67 7,82 | 1,09E-06 5,16E-05
hsa-miR-7975 8,14 1 141,15| 1,10E-06 5,16E-05
hsa-miR-5572 4,7 1,91 6,96 | 1,26E-06 5,64E-05
hsa-miR-145-5p 13,43 10,3 8,73 | 1,28E-06 5,64E-05
hsa-let-7a-5p 12,06 5,21 115,15| 1,28E-06 5,64E-05
hsa-miR-24-3p 10,76 7,14 12,32 | 1,34E-06 5,83E-05
hsa-miR-23a-5p 4,7 1,24 10,97 | 1,48E-06 6,43E-05
hsa-miR-20a-5p 4,98 1,18 13,96 | 1,51E-06 6,48E-05
hsa-miR-29b-2-5p 3,92 1,23 6,46 | 1,66E-06 7,11E-05
hsa-miR-6511b-5p 5,12 7,11 3,98 | 1,75E-06 7,43E-05
hsa-miR-143-3p 11,31 7,58 13,2 | 2,25E-06 9,27E-05
hsa-miR-7977 9,55 2,7 115,97 | 2,39E-06 9,77E-05
hsa-miR-3187-3p 4,49 1,37 8,69 | 2,56E-06 0,0001
hsa-miR-6861-5p 4,44 1,24 9,23 | 3,62E-06 0,0001
hsa-miR-615-3p 4,54 0,88 12,6 | 3,60E-06 0,0001
hsa-miR-3176 51 1,08 16,16 | 3,45E-06 0,0001
hsa-let-7c-5p 12,82 7,29 46,16 | 3,83E-06 0,0001
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APENDICE C - Tabelas Suplementares 3 e 4

Devido ao grande volume de dados, as tabelas suplementares 3 e 4 podem
ser acessadas no seguinte link:

https://drive.gooqgle.com/drive/folders/1xgMM3gtduOyjZZUeleKdDSO0-
gSvFZwD1?usp=drive link
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https://drive.google.com/drive/folders/1xgMM3gtduOyjZZUeIeKdDS0-gSvFZwD1?usp=drive_link
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ANEXO 1
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) aplicado aos

participantes da pesquisa.

As Varizes de Membros Inferiores, por serem mais frequentes entre
familiares, podem estar ligadas a fatores genéticos. De fato, ja existem alguns
estudos apontando determinados genes neste tipo de acometimento. A
atividade dos genes, por outro lado, pode ser regulada por moléculas
conhecidas como microRNAs, as quais geralmente reprimem genes
associados a doenca. O objetivo de nossa pesquisa serd encontrar quais
destes reguladores (microRNAs) estdo associados a esta doenca em
comparagao com veias normais sem varizes. Sendo assim solicitamos que
nos seja permitido analisarmos um fragmento de sua veia safena retirada
durante a cirurgia de varizes (em pacientes com varizes) ou de sobra de veia
normal retirada para servir de ponte para cirurgia de restauragao vascular
(em pacientes com doenca arterial e com dor de repouso, Ulceras e
gangrenas). Os resultados deste trabalho poderdo trazer informacoes
importantes para melhora nosso conhecimento sobre o diagnéstico, para
aprimorar o tratamento e identificar e prevenir chances de complicacdes desta
doenca. Os dados sobre sua doenca, as veias e os resultados serao sigilosos
e os resultados deverdo ser publicados em revista médica de ampla

divulgacéo.
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ANEXO 2

Parecer Consubstanciado do CEP — Emenda de inclusdo do discente como
pesquisador no projeto.

R e
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Perfil de microRMA comparative em pacientes com diferentes graus de insuficiéncia
venosa cronica

Pesquisador: Winston Bonetti Yoshida

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
&tica por parte da CONEP;);

Versdo: 5

CAAE: 90125018.0.0000.5411

Instituigdo Proponente: Departamento de Cirurgia e Ortopedia

Patrocinador Principal: UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO MESQUITA FILHO

DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 6.185.687

Apresentacdo do Projeto:

Trata-se de emenda com a finalidade de inclusao do pesquisador Leonardo de Oliveira Pimentel,
regularmente matriculado no Programa de Pés-Graduagdo em Cirurgia e Medicina

Translacional (CMT210081), mestrado académico.

Resumao:

A ocorréncia de varizes primarias pode estar associada 4 idade, obesidade, nimero de gravidezes e postura
em pé&. As varizes sdo mais prevalentes também em pacientes com antecedentes familiares de varizes, o
gue suscitou uma série de investigagdes sobre mecanismos genéticos em sua génese e alteragbes na
expressdo de proteinas em pacientes com esta doenga. Somente dois estudos avaliaram a influéncia da
expressdo de moléculas reguladoras da expressao génica como os microRNAs (miRMAs) na fisiopatologia
da mesma. Entretanto, estes estudos analisaram apenas pacientes com varizes moderadas (Classificagao
Clinical-Etiology-Anatomy-Pathophysiology, CEAP=4). Portanto, ainda ha necessidade de

ampliar o espectro de avaliagao dessa patologia, incluindo-se pacientes com varizes de diferentes graus de
gravidade da doeng¢a. Sendo assim, propomos determinar & comparar o perfil global de expressao de
miRNAs em amosiras de varizes de pacientes com insufici&ncia venosa crdnica e com
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varizes desde CEAP 3-4 até CEAP 5-6. Serdo selecionados 10 pacientes (cinco com doenga classificada
em CEAP 3-4 e cinco CEAP 5-6) com varizes primarias, todos com diagndstico clinico e de mapeamento
duplex e submetidos a cirurgia de varizes. Desses pacientes, amostras de veias safenas magnas varicosas
serdo obtidas e utilizadas para andlise da expressao de miRNAs. A expressao global de miRNAs sera
determinada utilizando a plataforma GeneChip microRNA array (Thermo Fisher Scientific). Os miRNAs com
expressio anormal serdo mapeados em vias moleculares potencialmente associadas ao desenvolvimento e
progressao da doenca. Estudos como esse podemn ter importantes implicagdes futuras sobre o progndstico e
na identificagao de novas estratégias de tratamento dos pacientes.

Hipdtese:

Haveria vias moleculares reguladas por miRNAs e com papel na patogénese da doencga. Adicionalmente,
miRMAs & genes-alvo regulados pelos miRNAs podem representa biomarcadores com utilidade clinica no
diagndstico, progndstico e tratamento de pacientes acometidos por VC

Metodologia Proposta:

Consideragties Eticas: Esse projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Bolucatu e sera iniciado apds a sua aprovacao.Pacientes e Amostras- Tipo de estudo, critérios
de inclusao e de exclusdo: Propomos realizar um estudo transversal para avaliagao do perfil global de
expressio de miRMNAs em tecido varicoso de pacientes diagnosticados com varizes primarias (diagndstico
clinico e por meio do exame de ultrassom - mapeamento diplex). Todos pacientes serdo recrutados no
Servigo de Cirurgia Vascular e Endovascular do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu. Serdo incluidos pacientes do sexo feminino (devido a maior prevaléncia da doenga em mulheres e
para a obtengdo de grupos homogéneos de estudo), com etiologia primaria das varizes, anatomia
envolvendo veias superficiais, em especial a veia safena magna e veias perfurantes, e somente refluxo na
classificagao fisiopatoldgica.Serdo excluidos pacientes menores que 18 anos, gue tenham realizado
cirurgias prévias, com diagnostico de flebites, trombose venosa profunda, etiologia congénita ou secundaria
das varizes, envolvimanto de

veias profundas, obstrucdo na fisiopatologia, & doengas inflamatdrias, infecgdes graves, celulites, linfangites,
ou doengas cronicas associadas, em uso de medicagbes perenes para tratamento da IWC. Na classificagao
CEAP & as Ulceras venosas deverfo estar livre de infe¢io ativa. Grupos de estudoAs pacientes serio
divididas em 2 grupos de 5 pacientes cada, de acordo com a
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classificagao CEAP: Grupo 1- CEAP 3 e 4; Grupo 2- CEAP 5 e 6. Um grupo de 5 pacientes sem doencga
varicosa servira de controle. As pacientes dos trés grupos (1, 2 e controle) serdo pareadas por idade.O
tamanho da amostra de cada grupo fol estimado tendo por base o Unico estudo sobre miRNA em IVC14, no
qual uma amostra de 5 pacientes por grupo foi suficiente para tal.Dados demograficos das pacientes serdo
compilados, incluindo idade, raga, CEAP completo, histérico familiar de doenga varicosa, atividade fisica,
tipo de trabalho, ndmero de partos, uso de meia elastica e indice de massa corporal (IMC). Resultados de
exames laboratoriais de rotina para as respectivas cirurgias serdo também compilados. Serdo feitas
fotografias dos membros inferiores acometidos com camera fotografica profissional. Coleta das
amostras/histologiaAs porgdes mais varicosas das veias safenas magnas das pacientes com varizes serao
colhidas logo apds a fleboextragio das mesmas durante a cirurgia de varizes. As veias safenas magnas das
pacientes utilizadas no grupo controle serao obtidas somente de sobras (quando houver) dessas veias
durante cirurgias de enxertos para reconstruggdo arterial. As amostras de velas serdo lavadas em salina até
completa eliminagao de residuos de sangue na luz e superficie das mesmas, imediatamente colocadas em
criotubos, identificadas com ecddigos numéricos e armazenadas em freezer a -80°C. Amostras de cada
espécimen serado fixadas em formol neutre a 10% e enviadas para exame histolégice |, utilizando as
coloragdes HE, Mallory, Verhoeff-Van Gieson e tricromio de Masson. As avaliagtes histoldgicas serdo feitas
no Laboratdrio Vasc-Path ( Bernma- Suiga), sob supervisdo do Patologista Vascular - Dr. Jan Janzen |
analisando as alteragdes estruturais das camadas adventicia, média e intima. Extracdo do RNAPara
extracdo do RNA as veias descongeladas serdo tratadas de forma a se retirar mecanicamente as camadas
adventicia e intima, restando somente a camada meédia. As amostras serao congeladas em nitrogénio
liquide e homogeneizadas em com uso de pistilo e graal. O RNA sera exiraldo utilizando o método padréo
do Trizol17 .As amostras de RNA serao quantificadas e avaliadas quanto & qualidade utilizando o NanoDrop
8000 (Thermao Scientific), disponivel no laboratdrio de pesquisa.Quantificagio da expressao de miRNAsA
anglise da expressio de miRMNAs sera realizada utilizando a plataforma GeneChip® miRNA 4.0 Array
(Affymetrix), que contém sondas pa.

Critério de Inclusao:

Serao incluidos pacientes do sexo femninino (devido a maior prevaléncia da doenga em mulheres e para a
obtengfio de grupos homogéneos de estudo), com etiologia priméria das varizes, anatomia envolvendo veias
superficiais, em especial a veia safena magna e veias perfurantes, e somente refluxe na classificagao
fisiopatoldgica.
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Critério de Exclusao:

Seréo excluidos pacientes menores que 18 anos, que tenham realizado cirurgias prévias, com diagnéstico
de flebites, trombose venosa profunda, etiologia congénita ou secundaria das varizes, envolvimento de veias
profundas, obstrucdo na fisiopatologia, e doengas inflamatdrias, infecgdes graves, celulites, linfangites, ou
doencas crdnicas associadas, em uso de medicac¢bes perenes para tratamento da IVC. Na classificagéo
CEAP 6 as llceras venosas deverdo estar livre de infe¢ao ativa.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

O objetivo & determinar e comparar o perfil global de expressao de miRNAs em varizes de pacientes com
insuficiéncia venosa crénica (IVC) e com diferentes graus de gravidade da doenga; CEAP 3-4 e 5-6.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos:
Minimos.

Beneficios:

Os beneficios serao a melhor compreenséo da fisiopatologia da doenca estudada.

Comentarios e Consideracées sobre a Pesquisa:

Trata-se de emenda com a finalidade de inclusdo do pesquisador Leonardo de Oliveira Pimentel,
regularmente matriculado no Programa de Pés-Graduagao em Cirurgia e Medicina

Translacional (CMT210081), mestrado académico, sem alteragdes de metodologia e objetivos.
Consideracoes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:

Todos os termos obrigatérios foram apresentados anteriormente e na emenda foi apresentado carta de
justificativa de emenda.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Ap6s andlise em REUNIAQ, o Colegiado deliberou APROVACAQO da EMENDA apresentada.
Consideragdes Finais a critério do CEP:

Conforme deliberago do Colegiado, em REUNIAO do Comité de Etica em Pesquisa

FMB/UNESP, a EMENDA apresentada encontra-se APROVADA.

Ao final da execugao da pesquisa, o Pesquisador devera enviar o Relatério Final de Atividades, na forma de
Notificagao, via Plataforma Brasil.
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Alenciosamente,

Comité de Etica em Pesquisa FMB/UNESP

» FACULDADE DE MEDICINA DE
BOTUCATU (FMB)

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

KRBroa ™
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Tipo Documento Arguiva Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_216023] 12/06/2023 Aceito
do Projeto 2 E3.pdf 15:05:40
Outros CartadeEmenda2 pdf 12/06/2023 |Winston Bonetti Aceito

15:00:56 | Yoshida
Recurso Anexado miRNAvarizesSJC. pdf 0412/2019 |Winston Bonetti Aceito
pelo Pesguisador 16:35:08 |Yoshida
Outros Oficio_emenda.pdf 11/07/2019 |Winston Bonetti Aceito
09:35:27 |Yoshida
Declaragao de Declaracao_ameostras. pdf 11/07/2018 |Winston Bonetti Aceito
Manuseio Material 14:03:13 | Yoshida
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Biorepositdrio [
|Biobanco
TCLE [/ Termos de  |tcle_alterado.docx 11/07/2018 |Winston Bonetti Aceito
Assentimento / 14:02:47 |Yoshida
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto Winston_pdf 21/06/2018 |Winston Bonetti Aceito
08:45:14 |Yoshida
Outros anuencia_eap.pdf 07/05/2018 |Winston Bonetti Aceito
15:06:41 | Yoshida
Projeto Detalhado / |miRNAs_varizes_ja18.docx 02/02/2018 |Winston Bonetti Aceito
Brochura 09:37:55 |Yoshida
Investigador
Orcamento miRNA_varizes_budget.docx 01/02/2018 |Winston Bonetti Aceito
17:11:37 | Yoshida
TCLE / Termos de | TCLE_miRNA_varizes.docx 01/02/2018 |Winston Bonetti Aceito
Assentimento / 16:56:03 |Yoshida
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Situacdo do Parecer:
Aprovado
MNecessita Apreciacdo da CONEP:
MNao
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Enderego:

FACULDADE DE MEDICINA DE

BOTUCATU (FMB)

BOTUCATU, 17 de Julho de 2023

Chacara Butignolli , s/n

Bairro: Rubido Junior
Municipio: BOTUCATU

UF: SP
Telefone:

(14)3880-1609

Assinado por:

Trajano Sardenberg
(Coordenador(a))

CEP: 18.618-970

E-mail: cep@fmb.unesp.br
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