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(57) Resumo: PAINEL DE microRNAs CIRCULANTES PARA DETEC(;AO PRECOCE DE
OSTEOARTRITE TIBIOTARSICA EM EQUINOS E USO. A presente invencgéo se refere a um painel de
microRNAs circulantes, que compreende cinco microRNAs: eca-miR-451 (SEQ ID NO: 01) eca-miR-191
(SEQ ID NO: 02), eca-miR-486-5p (SEQ ID NO: 03), eca-miR-106b (SEQ ID NO: 04), e eca-miR-19b
(SEQ ID NO: 05), cuja expressdo aumentada, detectada no sangue venoso equino, corresponde ao
diagnéstico precoce de equinos com osteoartrite tibiotarsica, assim, a invencdo também se refere ao
uso do painel de microRNAs para detec¢éo precoce das alteragbes da regulagdo da expressdo génica
em artropatias de equinos, utilizando sangue venoso do animal como amostra, antes mesmo do
aparecimento de sinais radiograficos ou sinais de dor na articulacdo. Portanto, os cinco miRNAs
identificados no sangue equino servem como biomarcadores ndo-invasivo sistémico e de deteccdo
precoce para artropatias tibiotarsicas, sendo clinicamente aplicavel na triagem de pacientes.
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PAINEL DE microRNAs CIRCULANTES PARA DETECCAO PRECOCE DE
OSTEOARTRITE TIBIOTARSICA EM EQUINOS E USO

BREVE DESCRICAO

[001] Trata a presente solicitacdo de patente de invencdo de um “PAINEL DE
microRNAs CIRCULANTES PARA DETEC(;AO PRECOCE DE OSTEOARTRITE
TIBIOTARSICA EM EQUINOS E USO”, que se refere a um painel de microRNAs
circulantes, mais especificamente, eca-miR-451, eca-miR-191, eca-miR-486-5p, eca-
miR-106b, e eca-miR-19b, a ser empregado para detecgdo precoce de osteoartrite
tibiotarsica em equinos de maneira ndo-invasiva e sistémica, a partir de amostras de
sangue venoso equino.

CAMPO DE APLICACAO

[002] A presente invencao pertence a secao de quimica ao campo de engenharia
genética, mais especificamente, ao campo de processos de medicdo ou ensaio
envolvendo acidos nucleicos; bem como a secéo de necessidades humanas, ao campo
da veterinaria, ao campo de diagndstico e identificacdo, por se referir a um painel de
microRNAs circulantes a ser empregado para deteccdo precoce de osteoartrite
tibiotarsica em equinos.

CONVENCIMENTO

[003] A expressdo desregulada de microRNAs especificos (miRNAS) no sangue é
conhecida como biomarcadores diagndsticos promissores para diagnoéstico de algumas
enfermidades. Evidéncias recentes demonstram que miRNAs na circulacdo podem
refletir o estado de enfermidades presentes, podendo ser considerados como
biomarcadores diagndésticos promissores e fontes potenciais para analisar o papel dos
miRNAs em disturbios articulares.

[004] Novos métodos para obtencdo de amostras de tecido sinovial estdo se tornando
mais amplamente disponiveis e, consequentemente, gerando resultados que
avancaram no desenvolvimento de alvos terapéuticos e identificacdo de biomarcadores

de resposta a terapias.
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[005] A partir da identificacdo de miRNAs em artropatias de equinos, pode-se criar
modelos para estudar as vias de sinalizacdo comuns a enfermidades articulares em
humanos, as quais, a longo prazo, podem acelerar o desenvolvimento de medidas
terapéuticas para estas em ambas as espécies. Concentracdes de miRNAs presentes
em plasma e liquido sinovial de pacientes demonstram indicios de que h& correlacédo
entre os MiIRNAs de fluidos sinoviais e do plasma, evidéncias recentes demonstram
que

mMiRNAs na circulacdo podem refletir o estado de enfermidades presentes, podendo ser
considerados como biomarcadores diagnosticos promissores e fontes potenciais para
analisar o papel dos miRNAs em disturbios articulares.

[006] Disturbios articulares em equinos, especialmente em equinos atletas, causam
grande sofrimento aos animais, além de representarem grandes perdas econfmicas e
implicarem na retirada precoce dos animais das atividades atléticas (Sotelo, 2019:
Avaliacdo dos efeitos in vitro do Dimetilsulféxido em células sinoviais de equinos e de
sua utilizacdo intra-articular como tratamento para sinovite aguda). O diagndstico
precoce de disturbios dessa natureza promove melhoria na qualidade de vida do
animal e aumenta as chances de sucesso nos tratamentos empregados.

[007] Convencionalmente, segundo Delchiaro e colaboradores (2020: Condromalacia
na articulacao tibio tarsica das trocleas em equino — Relato de caso), o diagnéstico de
disturbios articulares séo baseados principalmente em achados clinicos, radiograficos
e ultrassonograficos, podendo, eventualmente serem realizados exames
complementares, tais como artroscopia e a artrocentese, 0s quais, através de analises
qguimicas, citolégicas e de cultura do liquido sinovial, podem contribuir para o
diagnéstico das enfermidades articulares, sendo elas sépticas ou inflamatdrias (Kaser-
Hotz e Veltschi, 2006: Diagnostic Medical Imaging. In: Auer and Stick).

[008] Nesse contexto, a presente invencao disponibiliza um painel com identificacdo de
cinco miRNAs (eca-miR-451, eca-miR-191, eca-miR-486-5p, eca-miR-106b, e eca-miR-
19b) no sangue venoso equino, cuja expressdo aumentada corresponde ao diagndstico
precoce de equinos com osteoartrite tibiotarsica. O painel com os cinco miRNAs

identificados no sangue equino serve como biomarcador ndo-invasivo sistémico e de

Petico 870210114127, de 08/12/2021, pég. 12/27



3/14

deteccdo precoce para artropatias tibiotarsicas, podendo ser clinicamente aplicavel na
triagem de pacientes.

[009] A principal aplicacdo da presente invencéo é o diagnostico precoce de artropatias
tibiotarsicas em equinos, tendo em vista que o desenvolvimento de terapias
direcionadas aos miRNAs relacionados a doengas, usando inibidores de miRNA para
destruir miRNAs sobre-expressos em sua forma madura ou precursora € uma
abordagem bastante promissora.

[010] Estudos baseados na terapia “anti-miRNA” ja demonstram resultados positivos no
tratamento de doencas articulares humanas, impedindo a destruicdo das articulagdes e
atenuando a progresséo da enfermidade. Atletas humanos e equinos poderéo vir a se
beneficiar de novos tratamentos, assim, o desenvolvimento de modelos experimentais
seguros na espécie equina pode ser util para testar novas terapias, pois ambas as
espécies desenvolvem atividades esportivas e enfermidades semelhantes. Portanto, a
presente invengdo contribui de maneira positiva para o0 desenvolvimento e
aperfeicoamento do campo técnico, corroborando com sua inventividade.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

[011] Atualmente, estdo disponiveis no estado da técnica algumas anterioridades que
se referem ao uso de miRNA como biomarcadores que auxiliam no diagndstico de
algumas patologias. No entanto, nenhuma delas, associadas ou né&o, resolvem o
problema técnico do campo da utilidade, relacionado a deteccdo de micro RNAs
circulantes e seu emprego para diagnéstico in vitro de distlrbios articulares em
equinos, o que € possibilitado pelo painel de microRNAs pleiteado na presente
invencado, conforme observado a seguir.

[012] Castanheira e coloboradores (2021), em "Equine synovial fluid small non-coding
RNA signatures in early osteoarthritis”, preconizam que estagios iniciais da osteoartrite
seriam capazes de alterar a expressdo de sncRNAs, facilitando a compreensao da
patogénese subjacente e potencialmente fornecer biomarcadores precoces. Para testar
sua hipotese, o grupo realizou o sequenciamento do RNA, a partir de amostra do
liquido sinovial das articulacbes metacarpofalangicas dos cavalos controle e com

osteoartrite inicial. Um grupo de sncRNAs expressos diferencialmente foi selecionado
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para validacdo adicional por qRT-PCR, em seguida, foi promovida uma analise de
bioinformatica, a fim de identificar alvos putativos dos microRNAs diferencialmente
expressos e para explorar associacfes potenciais com processos biolégicos
especificos. Apds a analise, o grupo concluiu que, os sncRNAs do liquido sinovial
podem ser usados como biomarcadores moleculares para doencas precoces em
articulacbes osteoartriticas equinas e que a caracterizagdo dessas mudancas
moleculares dinamicas pode fornecer novos insights sobre o processo e mecanismo de
desenvolvimento de osteoartrite precoce, o que € fundamental para o desenvolvimento
de novas abordagens terapéuticas.

[013] Antunes e colaboradores (2019), em “On the road to biomarkers: developing a
robust system for miRNA evaluation in equine blood and synovial fluid”, tiveram como
objetivo desenvolver um método robusto e reprodutivel para o isolamento de miRNA do
fluido sinovial equino e plasma sanguineo para, posteriormente, ser utilizado no
sequenciamento de RNA de cavalos com doenca articular. Para tanto, o liquido sinovial
e 0 sangue foram coletados de cavalos submetidos a artroscopia articular de cavalos
com OA ou OC. O fluido sinovial foi centrifugado para sedimentar quaisquer células ou
fragmentos. O sobrenadante foi congelado rapidamente e armazenado a -80°C. O
sangue equino foi centrifugado em vacutainers revestidos com EDTA. O sobrenadante
foi entdo congelado rapidamente e armazenado a -80°C. O miRNA foi extraido do
plasma sanguineo e do fluido sinovial usando o kit avancado Qiagen Serum / Plasma
de acordo com as instrucfes do fabricante. O RNA spike-in da Qiagen foi adicionado
ao tampao de lise durante cada extracdo. O liquido sinovial foi isolado no estado puro
ou diluido (1:1). O miRNA foi revertido transcrito usando Qiagen LNA RT kit com outro
conjunto de Qiagen spike-in RNAs utilizados. A analise de qPCR foi realizada no cDNA
resultante para avaliar os controles de pico utilizados (UniSp2, UniSp4, UniSp6, cel-
miR-39) e miR-132, miR-146a, miR-16, miR-223. O miRNA isolado foi usado para
preparar bibliotecas de miRNA para sequenciamento de RNA usando o Qiagen QlAseq
MIRNA Library Kit de acordo com as instru¢des do fabricante. As bibliotecas resultantes
foram submetidas a analise de bioanalisador usando um chip de DNA de alta
sensibilidade em um bioanalisador Agilent 2100. A partir dos resultados prelimares e da
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avaliagdo de qualidade, o grupo acredita ter estabelecido um método robusto de
isolamento de RNA tanto no liquido sinovial equino quanto no plasma, possibilitando a
preparacao de bibliotecas para realizar o sequenciamento de miRNA em cavalos OA e
OC versus controles saudaveis para estabelecer uma coorte de miRNAs
diferencialmente expressos em cavalos com doenga articular.

[014] Zhang e colaboradores (2017), em "Role of MicroRNA in Osteoarthritis”, fizeram
uma revisao bibliografica com o objetivo de destacar o papel do miRNA na regulacéo
da expressao génica em condrdécitos articulares e sua importancia na patogénese da
osteoartrite, com uma discussao sobre o potencial do miRNA como um novo
biomarcador e alvo terapéutico para osteoartrite.

[015] Hollis e Starkey (2018), em “MicroRNAs in equine veterinary science”, também
fizeram uma revisdo, na qual resumiram como os microRNAs modulam a expressao
génica e explicaram a nomenclatura dos microRNAs. Além disso, discutiram as
aplicacdes potenciais de microRNAs no diagnostico e tratamento de doencas em
equinos no contexto da soma do conhecimento atual sobre a expressdo de microRNAs
em tecidos de equinos normais e doentes.

[016] As quatro anterioridades inicialmente apresentadas compreendem publicacdes
cientificas que relatam a importancia e o uso de microRNAs especificos como
biomarcadores para diversas finalidades, especialmente, relacionadas a osteoartrite e
com o uso desses em equinos. No entanto, nenhuma das anterioridades menciona o0s
mMiRNAs que compreendem a presente invengdo, nem o uso desses cinco MiRNAs
para obtencdo de um painel para deteccdo de disturbios articulares, o qual é
empregado para deteccdo precoce de osteoartrite tibiotarsica em equinos de maneira
nao-invasiva e sistémica, a partir de amostras de sangue venoso equino.

[017] Unger e colaboradores (2021), em “Diagnostic potential of three serum
microRNAs as biomarkers for equine sarcoid disease in horses and donkeys”,
avaliaram eca-miR-331, eca-miR-100 e eca-miR-1 como biomarcadores séricos para
doenca sarcoide equina (SE). Para tanto, a expressao de eca-miR-331, eca-miR-100 e
eca-miR-1 séricos em equideos afetados por SE foi comparada ao controle pareado

por idade, sexo e racga livre de tumor cavalos e burros com outros tumores de pele
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usando PCR quantitativo de transcricao reversa (reagcdo em cadeia da polimerase) para
quantificacdo relativa de miRNA. Influéncias de varidveis bioldgicas, pré-analiticas e
clinicas na expressdo de miRNA foram examinadas. As andlises da curva de
caracteristicas do operador receptor (ROC) foram usadas para determinar as
diferencas na expressdo de miRNA entre os grupos. Os resultados das analises
demonstraram que a expressdo de eca-miR-100 foi afetada pela idade (P = 0,003) e a
expressdo de eca-miR-100 e eca-miR-1 foi afetada pela hemolise (ambos P <0,001).
Eca-miR-331 néo foi afetado por variacdo biolégica, hemolise, tipo de ES e gravidade
da doenca. As concentragfes de Eca-miR-331 foram maiores nos afetados por SE em
comparagao com os controles sem tumor (P = 0,002). A analise da curva ROC indicou
uma éarea sob a curva de 0,65 (P = 0,002) com uma sensibilidade de 60%,
especificidade de 71% e razbes de verossimilhanca positivas e negativas de 2,1 e 0,56,
respectivamente, para diagnosticar ES. A expressao de Eca-miR-331 n&o discriminou
entre cavalos com SE e outros tumores de pele. A expressao de eca-miR-100 e eca-
miR-1 ndo foi diferente entre os grupos. Assim, 0s pesquisadores concluiram que, a
expressao seérica de eca-miR-331 ndo é sensivel nem especifica o suficiente como um
anico biomarcador SE. Se combinado com outros miRNAs, pode ser util para o
diagndstico de SE. Ainda que a anterioridade faca referéncia ao eca-miR-451, ele foi
descrito como biomarcador para sarcoidose equina, portanto, tendo em vista se tratar
de uma aplicacdo diferente da descrita na presente invencédo, a anterioridade nao
antecipa o uso do biomarcador nem seu emprego no painel de microRNAs circulantes.

[018] Oliveira Jr. e colaboradores (2021), em “Effects of endurance racing on horse
plasma extracellular particle miRNA”, avaliaram os efeitos de corrida de resisténcia de
160 km sobre as particulas extracelulares de plasma de cavalos e sua populacdo de
miRNA. Para tanto, o plasma de cinco cavalos arabes durante cinco momentos de uma
prova de resisténcia foi analisado. Particulas extracelulares foram purificadas do
plasma e caracterizadas por microscopia eletrénica, sensor de pulso resistivo (QNano)
e Western blotting. RNAs pequenos foram purificados a partir de plasma de cavalo e o
sequenciamento foi realizado. As corridas de resisténcia aumentaram a concentracao e

o diametro médio das particulas extracelulares, em comparacdo com antes da corrida.
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O Western blotting mostrou uma alta concentracdo de proteinas das vesiculas
extracelulares duas horas apés a corrida, que retornou a linha de base quinze horas
apos a corrida. A analise de expressao diferencial de microRNA revelou niveis
crescentes de eca-miR-486-5p durante e apds a corrida, e niveis decrescentes de eca-
miR-9083 apos o final. Assim, o estudo adicionou novos dados sobre a variacdo nas
concentragbes plasmaticas de particulas extracelulares apoOs exercicios de longa
distancia e trouxe novos insights sobre os papéis dos miRNAs derivados do exercicio,
durante exercicios de resisténcia e de baixa intensidade. Apesar de a anterioridade
mencionar que o eca-miR-486-5p é observado com maior expressdo em equinos de
competicdes de resisténcia, ndo é citado seu uso para deteccdo precoce de distarbios
articulares, como observado na presente invencdo, portanto, a anterioridade n&o
antecipa a matéria pleiteada.

[019] Niwane e colaboradores (2021), em “miR-486-5p: A Prognostic Biomarker for
Chronic Myeloid Leukemia”, analisou alteracBes na expressdo de miR-486-5p em
pacientes com Leucemia Mieldide Crénica (LMC). Os resultados indicaram que a
expressdo do miR-486-5p foi significativamente regulada positivamente nas células
K562 ap0s a exposicdo ao imatinibe, em comparacdo com as ceélulas K562 n&o
tratadas (valor p = 0,047). As do grupo suportam o papel supressor de tumor de miR-
486-5p na LMC. A regulacdo negativa da expressdo do miR-486-5p pode ser
criticamente importante na progressao da doenca em pacientes com LMC. A regulacéo
positiva da expressdo de miR-486-5p em células K562 de exposi¢cdo pos-imatinibe e
pacientes com LMC apé6s 12 meses de tratamento com imatinibe sugere um papel
efetor onco-supressor de miR-486-5p na via de sinalizacdo BCR-ABL a jusante. Assim,
0 miR-486-5p pode ser explorado como um novo biomarcador para a detec¢éo precoce
de LMC. Embora a anterioridade faca referéncias ao eca-miR-486-5p, ele é citado
como biomarcador para prognoéstico de neoplasias malignas, como leucemia mieloide
cronica, ndo sendo relatado seu uso veterinario, portanto, a anterioridade ndo antecipa
a matéria pleiteada.

[020] Também estdo presentes no atual estado da técnica as anterioridades
JP2016025853, intitulada “Micro RNA-based methods and compositions for diagnosing
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and treating solid cancers” e a EP1937845B1, intitulada “Micro-RNA-based methods
and compositions for the diagnosis, prognosis and treatment of breast cancer”, as quais
compreendem invencdes na area de microRNAs e procedimentos e métodos de
diagnéstico, prognadstico e tratamentos de neoplasias malignas, como cancer de mama,
sem no entanto mencionar o uso veterinario de microRNAs ou ainda para o diagndstico
prematuro de distarbios articulares e que, portanto, ndo antecipam a presente
invencao.

[021] A anterioridade BRPI0920582A2, intitulada "Biomarcadores e métodos de
deteccdo e tratamento da dor espinhal e de articulacdo”, descreve biomarcadores,
incluindo complexos de fibronectina-agrecano isolados que se correlacionam com dor e
inflamacédo de espinha ou articulagdo e métodos para sua deteccdo. Sdo também
fornecidos métodos para identificar locais de tratamento na espinha ou articulacdo para
tratamento de dor e inflamacéo por detectar a presenca de, ou niveis aumentados de,
complexo de fibronectina-agrecano, além de métodos para tratar dor e inflacdo de
espinha ou articulacdo. Ainda que a anterioridade se refira a biomarcadores para
deteccdo e tratamento na espinha ou articulacdo, ela ndo menciona 0s cinco
biomarcadores empregados na presente inven¢do, portanto, ndo antecipa a matéria
pleiteada.

[022] A anterioridade KR102070969B1, intitulada "A marker for the identification of
pain”, descreve um microRNA como um marcador para determinar objetivamente o
grau de dor que pode ser negligenciado pela sensacdo subjetiva e para determinar ou
prever sua gravidade. Assim, a anterioridade se refere a um marcador para predizer a
dor, um kit e/ou a uma composicao de predicdo que compreende um agente para medir
o nivel de expressdo de hsa-mir-1285-3p. Ainda que a anterioridade empregue a
tecnologia de microRNA, ela ndo descreve os mesmo miRNA utilizados na presente
invencao para deteccao de disturbios articulares em equinos, assim como néo antecipa
a associacdo de cinco miRNA para a obtencdao de um painel de microRNA circulantes
para detecGcao precoce osteoartrite tibiotarsica em equinos.

[023] A anterioridade US6589755B1, intitulada "Assay for quantifying arthritic

conditions", se refere a fragmentos de proteina de baixo peso molecular que séo
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produtos de degradacdo de COMP e tém um peso molecular de cerca de 14-33
quilodaltons e anticorpos policlonais e monoclonais para o novo fragmento de COMP e
outros fragmentos de COMP conhecidos de molecular peso 67-80 kDa e 150-250 kDa,
e fragmentos de trombospondina (coletivamente referidos como "ADP"), bem como um
ensaio para medir o nivel de ADP que compreende: (1) incubar uma amostra de fluido
corporal, que foi obtida a partir de um paciente com artrite, em condi¢des redutoras ou
nao redutoras; (2) incubar a amostra de fluido corporal com um anticorpo anti-ADP; e
(3) medir o nivel de anticorpo anti-ADP ligado na amostra de fluido corporal. Também é
divulgado um ensaio para medir a propor¢cdo de ADP para KS como uma medida de
diagnéstico de doenca artritica. Tendo em vista que a anterioridade ndo menciona o
emprego dos cinco miRNA utilizados na presente invencdo, a anterioridade nao
antecipa a matéria pleiteada.

[024] Ainda que estejam presentes no atual estado da técnica diversas anterioridades
que se referem ao emprego de microRNAs como biomarcadores, especialmente para
osteoartrite e de uso veterinario, nenhuma delas resolve o problema técnico resolvido
pela presente invencdo: a deteccdo de microRNAs circulantes e consequente
diagnéstico in vitro de distlrbios articulares em equinos; o que corrobora com sua
inventividade e contribuicdo ao campo técnico, uma vez que, em nenhuma das
anterioridades sdo mencionados os miRNAs descritos na presente invencdo como
marcadores da doenca.

OBJETIVO DA INVENQAO

[025] A presente invengdo tem como objetivo disponibilizar um painel de miRNA a ser
utilizado para deteccdo precoce de artropatias tibiotarsicas em equinos, a partir da
identificacdo de cinco miRNAsS no sangue venoso equino.

DA INVENCAO

[026] A presente invencdo descreve um painel com identificacdo de cinco miRNAs
(eca-miR-451, eca-miR-191, eca-miR-486-5p, eca-miR-106b, e eca-miR-19b) no
sangue Vvenoso equino, cuja expressdao aumentada corresponde ao diagnéstico
precoce de equinos com osteoartrite tibiotarsica. O painel com os cinco miRNAs

identificados no sangue equino serve como biomarcador ndo-invasivo sistémico e de
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deteccdo precoce para artropatias tibiotarsicas, podendo ser clinicamente aplicavel na

triagem de pacientes.
VANTAGENS DA INVENCAO

[027] A presente invencdo apresenta como principais vantagens:

v

Disponibilizar uma solugéo alternativa e superior as existentes para diagndsticos
por deteccdo de biomarcadores de distarbios articulares em equinos, com
processo mais rapido e de custo reduzido;

Disponibilizar um painel de miRNA que possibilita a identificacdo de cinco
MIiRNAS no sangue venoso equino, cuja expressao aumentada corresponde ao
diagndstico precoce de equinos com osteoartrite tibiotarsica;

Disponibilizar um painel de miRNA que possibilita a deteccdo dos biomarcadores
para artropatias tibiotarsicas de maneira ndo-invasiva, sistémica e
precocemente;

Disponibilizar uma painel de miRNA que possibilita a deteccdo precoce das
alteracbes da regulacdo da expressdo génica em artropatias de equinos,
utilizando sangue venoso, antes mesmo do aparecimento de sinais radiograficos

ou sinais de dor na articulagéo.

DESCRICAO DAS SEQUENCIAS BIOLOGICAS

[028] A fim de possibilitar melhor o entendimento da presente invencgéo, serdo feitas

referéncias as sequéncias bioldgicas descritas a seguir:

v

SEQ ID NO: 1 - eca-miR-451 compreendido pela sequéncia de nucleotideos
AAACCGUUACCAUUACUGUGUU

SEQ ID NO: 2 - eca-miR-191 compreendido pela sequéncia de nucleotideos
CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG

SEQ ID NO: 3 - eca-miR-486-5p compreendido pela sequéncia de nucleotideos
UCCUGUACUGAGCUGCCCCGAG

SEQ ID NO: 4 - eca-miR-106b compreendido pela sequéncia de nucleotideos
UAAAGUGCUGACAGUGCAGAU

SEQ ID NO: 5 - eca-miR-19b compreendido pela sequéncia de nucleotideos
UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA
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DESCRICAO DAS FIGURAS
[029] A fim de possibilitar melhor o entendimento da presente invengao, serdo feitas
referéncias a figura descrita a seguir:
v FIG. 1: Média da expressao (log2) de cada miRNA, de acordo com 0 grupo
(osteoartrite e controle) e amostra (sangue venoso e liquido sinovial).
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
[030] A presente invencao refere-se a um painel com identificacdo de cinco miRNAs no
sangue Vvenoso equino, cuja expressdo aumentada corresponde ao diagndstico
precoce de equinos com osteoartrite tibiotarsica, e que se constitui de:
v' eca-miR-451 compreendido pela SEQ ID NO: 1, ID 20513943, MIMAT0013041,
Cromossomo de origem chrll (42750442 até 42750463, -);
v' eca-miR-191 compreendido pela SEQ ID NO: 2, ID 20513981, MIMAT0013079,
Cromossomo de origem chrl6 (38001165 até 38001187, +);
v’ eca-miR-486-5p compreendido pela SEQ ID NO: 3, ID 20514089,
MIMATO0013186, Cromossomo de origem chr27 (3709572 até 3709593, +);
v' eca-miR-106b compreendido pela SEQ ID NO: 4, ID 20513956, MIMAT0013054,
Cromossomo de origem chrl3 (8034729 até 8034749, -);
v' eca-miR-19b compreendido pela SEQ ID NO: 5, ID 20513989, MIMAT0013087,
Cromossomo de origem chrl7 (61793043 até 61793065, +).
[031] A sequir, sdo descritas as etapas do desenvolvimento do painel de microRNAs
circulantes pleiteado.
[032] Para o ensaio, foram utilizados seis equinos atletas da ragca Quarto de Milha. Os
animais foram divididos em dois grupos: Grupo controle (GC) - composto por animais
sem qualquer enfermidade dsteo-articular, e Grupo osteoartrite (OA) - composto por
animais diagnosticados com osteoartrite tarsica traumatica ndo experimental. Para a
selecdo, os equinos foram submetidos a exame clinico consistindo em exame visual
para detectar a presenca de claudicacao, trauma, anormalidades de pele e efuséo
articular. Exames complementares como termografia, radiografia, e ultrassonografia
das articulagcOes tibiotarsicas foram realizados para avaliar a integridade articular e

0ssea, ou presenca de sinais de osteoartrite.
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[033] Através de venopuncgdo da jugular, o tubo com sangue venoso foi imediatamente
centrifugado, durante 10 minutos. O anel leucocitario com volume estimado de 500uL,
foi coletado com micropipeta e ponteira universal 100-1000 uL com filtro e aliquotado
em tubo juntamente com 1000 pL de RNAlater (Ambion®). Posteriormente foi
armazenado em freezer -80°C até o momento da extracdo do miRNA.
Subsequentemente, o equino foi contido em tronco de contencdo para que fosse
realizada a tricotomia e antissepsia na regido lateral da articulacdo tibiotarsica. O
equino foi sedado através da administracdo de detomidina na dose de 10 ug/Kg/IV.
Com o animal sedado, utilizando material estéril, a amostra de liquido sinovial foi
colhida através de artrocentese utilizando agulha descartavel hipodérmica 25 x 0,8 mm
para acessar a bursa superior da capsula articular, através do acesso latero-plantar
entre o calcaneo e o maléolo lateral da tibia. O liquido sinovial foi aspirado com seringa
estéril de 5 mL. O liquido sinovial foi imediatamente alocado em tubo de coleta a vacuo
com EDTA K3 4 ml. Posteriormente 500 pl de liquido sinovial foram aliquotados em
microtubos (DNAse e RNAse free) com 1000 pl de RNAlater (Ambion®), e foi
armazenado em freezer -80°C até o momento da extracdo do miRNA.

[034] As amostras, que permaneceram congeladas a -80°C até o momento da
extracdo, foram descongeladas e centrifugadas para remocdo do RNA com micropipeta
e ponteira universal. Os mMiRNAs foram extraidos das amostras utilizando uma
adaptacao do kit “Alternative Protocol for Extraction of RNA from Cells Captured on
LeukoLOCK Filters Using TRI Reagent® (Thermo Fisher Scientific®)”. Em seguida as
amostras de RNA foram concentradas no equipamento Eppendorf Concentrator 5301
conforme descrito em HERMANN et al. (2019).

[035] O kit utilizado foi o “Affymetrix® miRNA 4.1 Array Strip”, realizado segundo as
recomendacdes do fabricante. Resumidamente, as amostras foram marcadas com o kit
“FlashTag® Biotin HSR RNA Labeling Kits”, hibridizadas com o kit “GeneAtlas®
Hybridization, Wash, and Stain Kit for miRNA Arrays” e escaneadas no equipamento
“GeneAtlas Affymetrix®”.

[036] Dentre os 360 mMIRNAs presentes no strip, destacaram-se cinco miRNAs

diferencialmente expressos (eca-miR-451, eca-miR-191, eca-miR-486-5p, eca-miR-
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106b, e ecamiR-19b), os quais sdo compreendidos no painel pleiteado, para que

possam ser utilizados na deteccdo precoce da osteoartrite tibiotarsica em equinos, visto

gue a expressao desses miRNAs estdo aumentadas no sangue venoso e no liquido

sinovial dos equinos do grupo osteoartrite da analise, conforme observado na Figura 1
e na Tabela 1 (Fig. 1).

Sangue Venoso Liquido Sinovial
Média e desvio Média e desvio
MicroR padrao (log2) Fold padrao (log2) Fold
Valor de Valor de
NA Grupo | Grupo | Chan b Grupo | Grupo | Chan P
Osteo- Con- ge Osteo- Con- ge
artrite trole artrite trole
eca-
. 7,600, | 1,120, 0,000000 | 9,14+3, | 2,040, | 136,9 | 0,011900
miR- 89,31
34 16 002 42 09 3 000
191
eca-
. 6,83%1, | 1,050, 0,000200 | 7,44+3, | 1,500, 0,035500
miR- 54,93 61,36
61 14 000 32 24 000
191
eca-
) 8,14+1, | 0,68+0, | 176,4 | 0,000048 | 7,84+3, | 1,96+0, 0,117700
miR- 58,61
67 17 3 500 89 11 000
486-5p
eca-
) 5,580, | 0,630, 0,000000 | 6,00£2, | 1,180, 0,023700
miR- 31,03 28,34
56 10 299 55 11 000
106b
eca- 0,033500
4,550, | 0,580, 0,000000 | 5,23+£3, | 0,700, | 23,13
miR- 15,64 000
04 15 001 23 16
19b

Tabela 1: Média da expressao e desvio padréo (log2) de cada miRNA, de acordo com a

amostra (Sangue Venoso e Liquido Sinovial) e o grupo (Osteoartrite e Controle).
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[037] Para o desenvolvimento do painel de microRNAs foi utilizado um equipamento ja
disponivel comercialmente (microarranjo - Affymetrix), o qual viabilizou além de permitir
a construcao do dispositivo, viabilizou seu uso como ferramenta de diagndstico precoce

para osteoartrite tibiotarsica em equinos.
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REIVINDICACOES

1. PAINEL DE microRNAs CIRCULANTES PARA DETECCAO PRECOCE DE
OSTEOARTRITE TIBIOTARSICA EM EQUINOS caracterizado por se
constituir de cinco micro RNAs:

v' eca-miR-451 compreendido pela SEQ ID NO: 1;

v' eca-miR-191 compreendido pela SEQ ID NO: 2;

v' eca-miR-486-5p compreendido pela SEQ ID NO: 3;
v' eca-miR-106b compreendido pela SEQ ID NO: 4;
v' eca-miR-19b compreendido pela SEQ ID NO: 5.

2. USO DE PAINEL DE microRNAs CIRCULANTES PARA DETECCAO
PRECOCE DE OSTEOARTRITE TIBIOTARSICA EM EQUINOS, conforme
definido na reivindicacdo 1, caracterizado por ser para deteccdo dos
microRNAs marcadores: eca-miR-451, compreendido pela SEQ ID NO: 1; eca-
miR-191, compreendido pela SEQ ID NO: 2; eca-miR-486-5p, compreendido
pela SEQ ID NO: 3; eca-miR-106b, compreendido pela SEQ ID NO: 4 e eca-
miR-19b, compreendido pela SEQ ID NO: 5, no sangue venoso de equinos.

3. USO DE PAINEL DE microRNAs CIRCULANTES PARA DETECC}AO
PRECOCE DE OSTEOARTRITE TIBIOTARSICA EM EQUINOS, conforme
definido na reivindicacdo 1, caracterizado por ser para a producao de tiras, kits
ou dispositivos para diagnéstico de osteoartrite tibiotarsica em equinos.

4. USO DE PAINEL DE microRNAs CIRCULANTES PARA DETECCAO
PRECOCE DE OSTEOARTRITE TIBIOTARSICA EM EQUINOS, de acordo com
a reivindicacdo 3, caracterizado pela deteccdo dos microRNAs alvo se dar a

partir de amostras de sangue venoso equino.
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RESUMO

PAINEL DE microRNAs CIRCULANTES PARA DETECCAO PRECOCE DE
OSTEOARTRITE TIBIOTARSICA EM EQUINOS E USO.

A presente invencéo se refere a um painel de microRNAs circulantes, que compreende
cinco microRNAs: eca-miR-451 (SEQ ID NO: 01) eca-miR-191 (SEQ ID NO: 02), eca-
miR-486-5p (SEQ ID NO: 03), eca-miR-106b (SEQ ID NO: 04), e eca-miR-19b (SEQ ID
NO: 05), cuja expressédo aumentada, detectada no sangue venoso equino, corresponde
ao diagnoéstico precoce de equinos com osteoartrite tibiotarsica, assim, a invencéo
também se refere ao uso do painel de microRNAs para deteccdo precoce das
alteracdes da regulacdo da expressdo génica em artropatias de equinos, utilizando
sangue venoso do animal como amostra, antes mesmo do aparecimento de sinais
radiograficos ou sinais de dor na articulacdo. Portanto, os cinco miRNAs identificados
no sangue equino servem como biomarcadores nao-invasivo sistémico e de deteccéo
precoce para artropatias tibiotarsicas, sendo clinicamente aplicavel na triagem de

pacientes.
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