Paula Angeleli Bueno de Camargo

Perfil global de expressdo de micro-RNA’s

em adultos com Sindrome de Klippel-Trenaunay

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Campus de
Botucatu, para obtencdo do titulo de

Doutora em Bases Gerais da Cirurgia.

Orientador: Prof. Dr. Marcone Lima Sobreira
Coorientadores: Profa. Dra. Regina Moura

Prof. Dr. Matheus Bertanha

Botucatu

2018




Paula Angeleli Bueno de Camargo

Perfil global de expresséo de micro-RNA’s

em adultos com Sindrome de Klippel-Trenaunay

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Campus de
Botucatu, para obtencdo do titulo de
Doutora em Bases Gerais da Cirurgia

Orientador: Prof. Dr. Marcone Lima Sobreira
Coorientadores: Profa. Dra. Regina Moura

Prof. Dr. Matheus Bertanha

Botucatu
2018



FICHL CATALOGRAFICA ELRBORZDA DELA SECAQ TEC. ZOUIS. TRATAMENTC DA INFORM.
DIVISEO TECWICE DE EIELIOTECE E DOCIMENTACAC - CEMDUS DE BOTUCATU - UNESE
EIBLIOTECARTZ BESPONSAVEL: ROSENGELZ AFRBECIDE LOBO-CEB S/7500

Camargo, Paula Angeleli Bueno de.

Perfil global de expressio de micro-BHA'= em adultos com
Sindrome de Elippel-Trenaunay / Paula Angeleli Bueno de Camargo.
- Botucatu, Z018

Tese (doutorado) - Universidade Eatadual Paulista "Jalic de
Mesguita Filho", Faculdade de Medicins de Botucatu

Jrientador: Marcone Lima Schreira

Coorientador: Eegina Moura

Coorientador: Matheus Bertanha

Capes: 40102041

1. Sindrome de Elippel-Trenaunay-Weber. Z. MicroBNAas. 3.
Indutores da angiogénese. 4. Angiodisplasia. 5. Malformacdes
vasculares.

Palavras-chave: Sindroms de Hlippel-Trenaunay-Weber: microRNA:
angicdisplasia; indutores da angicgénese; malformacles vasculares.




DEDICATORIA

A0S meus pais
Estela Maria Angeleli de Camargo e Luiz Bonifacio Bueno de Camargo
por cada vitoria alcancada ao longo de nossas vidas,

sempre com muito amor e dedicacéo.



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

A minha irma
Bruna Angeleli Bueno de Camargo

pelo amor e companheirismo em todos 0os momentos de nossas vidas.

A0 meu noivo
Flavio Scarparo

pelo amor incondicional, incentivo constante e paciéncia.



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

Ao meu orientador
Prof. Dr. Marcone Lima Sobreira
nado so por ter sido meu orientador nesta jornada mas

sim por ser um amigo e exemplo de competéncia e carater.

A minha coorientadora

Profa. Dra. Regina Moura

por todos os ensinamentos ao longo da residéncia de Cirurgia
Vascular e, especialmente, por me acolher e orientar no

Ambulatério de Malformacdes Vasculares.

Ao meu coorientador
Prof. Dr. Matheus Bertanha
por estimular meu interesse a pesquisa e pelos ensinamentos, amizade

e parceria na superacao das dificuldades para a realizacéo deste trabalho.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus,

por me proporcionar serenidade e resiliéncia para a realizacéo deste trabalho.

Aos meus pacientes

que confiaram na seriedade deste trabalho e sem os quais nada seria possivel.

A0S meus amigos

pelas palavras de carinho e de apoio em todos 0s momentos.

Aos professores da disciplina de Cirurgia Vascular da FMB-UNESP
Prof. Dr. Francisco Humberto de Abreu Maffei,

Prof. Dr. Hamilton de Almeida Rollo e Prof. Dr. Winston Bonetti Yoshida,
pelos ensinamentos, experiéncias e

por me mostrar o0 quanto a cirurgia vascular € encantadora.

A Profa. Dra. Patricia Pintor dos Reis

pelo apoio e suporte quanto as questdes genéticas presente neste trabalho.

A Profa. Dra. Lidia Raquel de Carvalho
pela dedicacéo e contribuicdo para a realizacdo deste trabalho,

por meio das analises estatisticas realizadas com incrivel prontidao.

Aos meus amigos e colegas de trabalho,

médicos assistentes da disciplina de Cirurgia Vascular da FMB-UNESP,
Dr. Rafael Elias Farres Pimenta, Dr.Rodrigo Gibin Jaldin,

Dra. Karina Marcellino Baldon e Dr. Jamil Victor de Oliveira Marituba

pelo apoio ao longo deste trabalho.



Aos meus amigos e colegas de trabalho,
médicos residentes da disciplina de Cirurgia Vascular da FMB-UNESP,

pelo apoio ao longo deste trabalho.

As minhas colegas do Laboratorio NeoGene
Natalia Bertoni e Tainara Felix

pelo apoio e participagdo essencial ao longo deste trabalho.

Aos professores da P6s-Graduacédo em Bases Gerais da Cirurgia da FMB-UNESP,

pela disponibilidade e dedicacéao.

A secretaria da pos-graduacdo Marcia Fonseca Piagentini Cruz,

pela dedicacéo, apoio e disposi¢do constante em ajudar.

A funcionéaria da Biblioteca da FMB-UNESP Rosangela Aparecida Lobo,

pela confec¢do da ficha catalografica deste trabalho.

Aos ex-funcionarios e funcionarios do Laboratorio Vascular do HC FMB/ UNESP,

pela amizade e apoio ao longo deste trabalho.



“A tarefa ndo é tanto ver aquilo que ninguém viu, mas pensar o que ninguém

b

ainda pensou sobre aquilo que todo mundo vé.’

(Arthur Schopenhauer)



LISTA DE ABREVIATURAS

pL: microlitro

AGGF5: angiogenic factor with G-patch and FHA domains 1
CEP: Comité de Etica em Pesquisa

cm: centimetro

cM: centimorgan

DL: dislipidemia

DM: diabetes mellitus

DNA: &cido desoxirribonucleico

EDTA: acido etilenodiaminotetracético
FAV: fistula arteriovenosa

FC: Fold Change

FMB: Faculdade de Medicina de Botucatu

GnPnANCn: relativo ao nimero de: Gestagdes/ Partos/ Abortos/ Cesareas

HAS: hipertenséo arterial sistémica
HC: Hospital das Clinicas

hsa: relativo a espécie Homo sapiens
IMC: indice de massa corporea

ING5: inhibitor of growth family member 5
kg/m?: quilograma por metro quadrado
kg: quilograma

KTS: Syndrome Klippel-Trenaunay
log: logaritmo

m: metro

MAYV: malformacdo arteriovenosa
MC: malformacéo capilar

MID: membro inferior direito

MIE: membro inferior esquerdo

min: minuto

miR: microRNA maduro

miRNA: microRNA



ML: malformagc&o linfatica

mL: mililitro

MMII: membros inferiores

MRNA: RNA mensageiro

MSD: membro superior direito

MV: malformacao venosa

n: nimero

°C: graus Celsius

p (valor p): probabilidade de significancia

PCR: reagdo em cadeia de polimerase

PIK3CA: phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha
prée-miRNA: miRNA precursor

pri-miRNA: miRNA primario

RISC: complexo silenciador RNA induzido

RNA: &cido ribonucleico

RNAse: ribonuclease

RNM: ressonéncia nuclear magnética

rpm: rotagdes por minuto

RT-gPCR: PCR quantitativa em tempo real

RX: raio-X

s: segundo

SKT: Sindrome de Klippel-Trenaunay

TA: temperatura ambiente

TCLE: termo de consentimento livre e esclarecido
UNESP: Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
US: ultrassonografia

UTR: untranslated region

VFSE: veia femoral superficial esquerda

VG5G: vasculogenesis gene on 5q

VSMD: veia safena magna direita

VSME: veia safena magna esquerda



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

LISTA DE FIGURAS

AlteracOes presentes na SKT. A - veias varicosas; B - hipertrofia do membro
acometido (MIE > MID) e C - malformagéo capilar (mancha “vinho do porto™) . 22

Processos de formacao e acdo do MIRNA..........co e 27

Estrutura de uma molécula tipica de mRNA de proteina humana, contendo regides
NAO0 tradUZIAAS (UTRS)...c.eiiiiiiiiiiiiieieeeeee s 27

Modelo de diagrama tipo Volcano plot...........ccccveveiieiiii i 37

Grupo “Pacientes com SKT”: triagem dos pacientes e etapas realizadas nas
CONSUITAS. ...ttt 39

Grupo “Referéncia”: triagem dos doadores de sangue, etapas realizadas na 0ocasido
da doacéo e escolha aleatOria dentre 0S PartiCiPantes..........cuvvvvrererererierierenene 41

Diagrama tipo volcano plot: comparagao do perfil global de expressao dos miRNA’s
entre os individuos dos grupos “Pacientes com SKT” e “Referéncia”................... 49

Biblioteca Panther 2016: resultado da pesquisa quanto existéncia de associagao entre
transcritos alvos do hsa-miR-320a € angiogeneSe. ........cccovevrererienienienieeeeeeie 51

Biblioteca BioPlex 2017: resultado da pesquisa quanto existéncia de associacdo entre
transcritos alvos do hsa-miR-320a e gene AGGFL. ........ccccccvvviveeicveve e 51

Biblioteca Panther 2016: resultado da pesquisa quanto existéncia de associagao entre
transcritos alvos do hsa-miR-486-5p € angiogénese .........cccvvvverenenieieeiieieenane 52

Biblioteca Panther 2016: resultado da pesquisa quanto existéncia de associagao entre
transcritos alvos do hsa-miR-486-5p e angiogénese — grafico de barras................ 52

Biblioteca BioPlex 2017: resultado da pesquisa quanto existéncia de associagdo entre
transcritos alvos do hsa-miR-486-5p e gene AGGFL........ccccoocvviveniiiicicice 53

Biblioteca Panther 2016: resultado da pesquisa quanto existéncia de associagao entre
transcritos alvos do hsa-miR-574-3p € angiOgeNESe ........ccvevvveerenererieieeeeeenens 53

Biblioteca BioPlex 2017: resultado da pesquisa quanto existéncia de associacao entre
transcritos alvos do hsa-miR-574-3p e gene AGGFL........ccccoovviveiiienciccn 54

Biblioteca GO Biological Process 2017b: resultado da pesquisa quanto existéncia de
associagéo entre transcritos alvos do hsa-miR-320a e angiogénese..........ccccveveee. 55

Biblioteca MGI Mammalian Phenotypr 2017: resultado da pesquisa quanto
existéncia de associacao entre transcritos alvos do hsa-miR-320a e angiogénese . 55



Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

Figura 26

Figura 27

Biblioteca Jensen DISEASES: resultado da pesquisa quanto existéncia de associacao
entre transcritos alvos do hsa-miR-320a e SKT ........cccceviiviieiiniiniene e 55

Biblioteca GO Biological Process 2017b: resultado da pesquisa quanto existéncia de
associacdo entre transcritos alvos do hsa-miR-486-5p e angiogénese ................... 56

Biblioteca MGI Mammalian Phenotype 2017: resultado da pesquisa quanto
existéncia de associacao entre transcritos alvos do hsa-miR-486-5p e angiogénese
................................................................................................................................ 56

Biblioteca Jensen DISEASES: resultado da pesquisa quanto existéncia de associagdo
entre transcritos alvos do hsa-miR-486-5p € SKT........cccccvviiiininineneieeeeee 57

Biblioteca MGI Mammalian Phenotype 2017: resultado da pesquisa gquanto
existéncia de associagao entre transcritos alvos do hsa-miR-574-3p e angiogénese
................................................................................................................................ 57

Biblioteca GO Biological Process 2017b: resultado da pesquisa quanto existéncia de
associagéo entre transcritos alvos do hsa-miR-574-3p e angiogénese. .................. 58

Biblioteca Jensen DISEASES: resultado da pesquisa quanto existéncia de associacao
entre transcritos alvos do hsa-miR-574-3p € SKT........ccccviiiiiiiiiecce e 58

Biblioteca Panther 2016: resultado da pesquisa quanto existéncia de associacao entre
transcritos alvos comuns aos trés miRNA’s € angiogenese .........c.ccevvvvververereenne. 61

Biblioteca MGI Mammalian Phenotype 2017: resultado da pesquisa gquanto
existéncia de associagdo entre transcritos alvos comuns aos trés miRNA’s ¢
ANGIOGBINESE ...tttk bbbttt b bbb bt 62

Biblioteca Jensen DISEASES: resultado da pesquisa quanto existéncia de associacao
entre transcritos alvos comuns aos trés miRNA’s e SKT — gréafico de barras ....... 62

Biblioteca Jensen DISEASES: resultado da pesquisa quanto existéncia de associagdo
entre transcritos alvos comuns aos trés miRNA’s € SKT.......c.ccccceevieeiiieeiieeennnen, 63



Quadro 1

Quadro 2

Quadro 3

Quadro 4

Quadro 5

Quadro 6

Quadro 7

Quadro 8

Quadro 9

Quadro 10

Quadro 11

Quadro 12

Quadro 13

LISTA DE QUADROS

Exames de imagens solicitados a todos os pacientes quando diagnosticados como
5] 1 SOOI 31

Caracteristicas dos individuos do grupo “Pacientes com SKT”: local de
acometimento da sindrome e sinais apresentados para o seu diagnostico.............. 44

Caracteristicas dos individuos do grupo “Pacientes com SKT” referentes a
Malformacao Capilar..........ccooiiieii i s 46

Caracteristicas dos individuos do grupo ‘“Pacientes com SKT” referentes as
MAITOrMAGOES VENOSAS. ......c.civiiiitiiiiieieiee ettt eneas 47

Caracteristicas dos individuos do grupo “Pacientes com SKT” referentes as
dimenstes doS MMIL..........coviiiii e 48

Pesquisa relacionadas as vias moleculares nas bibliotecas encontradas na base de
(0 F=To (0TSl =t T Tod o | S OUTRSR 50

Pesquisa relacionadas a ontologia nas bibliotecas encontradas na base de dados
ENFICIT ottt ere s 54

Relagdo do transcritos alvos comuns aos 3 miRNA com expressdo diminuidas entre
05 PACIENEES COM SKT ..ottt st st steeree e 59

Pesquisa relacionadas as vias moleculares nas bibliotecas encontradas na base de
AAAOS ENFICAT ...ttt 60

Pesquisa relacionadas a ontologia nas bibliotecas encontradas na base de dados
[ 0] T ] SRS P SO 61

Resumo das associagcbes dos 3 miRNA’s com expressdo diminuida no grupo
“Pacientes com SKT” com as vias moleculares e com a ontologia, encontradas na
Dase de dadOS ENFICNT ...ooeeeiiiieeie ettt s er e s s eba e e e s aares 63

Resumo das associagdes dos 3 microRNA’s com expressdo diminuida no grupo
“Pacientes com SKT” com 0s transcritos alvos preditos,encontradas na base de dados
] 0L o TP 64

Diagrama de Venn ilustrando os genes que mantém relacdo com SKT e com 0s
transcritos alvos preditos dos trés miRNA’s, na biblioteca Jensen DISEASES..... 64



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

LISTA DE TABELAS

Teste de Fisher — Comparacdo entre percentual de individuos referentes as variaveis
de caracterizagao, SEGUNAO GrUPO. ......cvevrrrreririerienresie et 42

Teste t de student — Comparacdo entre média e desvio-padrdo referentes as variaveis,
=10 U a0 (01 | V] oo TSRS 43

miRNA’s com expressao diminuida no grupo “Pacientes com SKT” ................... 49



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ......ccueiuriereeeeteirenessnissesessessssssessessssssessessessesssessessessssssessessesssessessessssssessessesssessessessesssessessenses 20
2. CASUISTICA E IMETODOS ....uveveeneineineesesseesesssessesstessessessessssssessessesssessessesstsssessessesssssssssessssnsessessessssnsessessesns 30

2.1 DESENHO DO ESTUDO
2.2 LOCAL ittt ettt ettt re e e e e e et et e eeeee et et ——aeeeettat————aeaetttara——aeeaetarbta—aeeeeetatar—aeeeerertraneeeerrarrraaaaes

2.3 PROCEDIMENTOS ETICOS ....uvuvvvveeetieiesesessesssssesetesetessssassssasssssssssessssssasassasssesasesesesasesessssssssssssssesssessssesasssasans 30
2.8 IVIETODOS. .ttt eueteeeeeutteeessurteessutteeeasuteeesauaaeessasaeesasssesesssaeesassaeesansseessasseeessnteeesansseeesasseesssntanesansssessnsseeesnnsseesnsnns 30
b B N O g1 (=14 (o XN L= [ Yol [V Ko [ USSR 32
N R 04 1= a Tk [ 5 ol [ Yo Lo SRR 33
2.4.3 REGISEIO fOLOGIGICO ...vvvaeevvieeeeie et et e et e e et e e e ettt e e ettt e e e et e e e ets e e e easssaaeasssasassesaeassseseeasses 33
W X 0] [ 1o lo [0 K3e T 4 Lo XY 1 g0 KNSR 33
2.5 POTENCIAIS EFEITOS ADVERSOS ...vveeeeutrreeseusreeesisseesasssesesassssessssssssasssssesssssssssssssssasssssssassssssssssssansssssssssssssssssesssnnes 34
2.6 EXTRACAO DO RNA ...ttt ettt e ettt e sttt e e ettt e e s eataeeesabaeeeestaeesaasaaeesstaseeanssaeesasseseaastaseeanstasesssaaeeassseeaannns 34
2.7 REAGAO DE TRANSCRIGAO REVERSA DE MIRNAS .....ctiiitiieiiteeitte e site ettt e steestaeesateessseesateessseesaseesasesssseesssessnsansnsennn 35
2.8 ANALISE DE DADOS .eeteueutteteeeeseasututteeesesssausateeeeesssasusssteaeesssassnsaeasesssssssssesesesssassssssesesssssassseeeesssesssssssseesesennnn 36
2.8.1 Andlise da exXpreSSGO de MIRNA'S .........eoiee ettt ste et s e s aeesnee e 36
2.8.2 Processamento dos dad0S de @XPreSSAO. .........ccueerueerueerieesieeeiee st st ste st sieesteessaeessseessaeesnee e 36
2.8.3 Base de dados para andlise dos miRNA’s com express@o alterada ..............cccecevuveeecveeeeeciveneesiveeeennnn, 38
2.9 ANALISE ESTATISTICA. ..ttt eeuurteeerurteeeauteeesautteeeaubteesauteeesauseeesaubeeesassbeeesanseeessabeeesansseeesanseaessabeeesansseeesnseeesanseeesanne 38
3. RESULTADOS ......cuennnnnnnnnnssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssnnnnse 39
3.1 ASPECTOS GERAIS ..ceetteeuuuttttteeeeeaauutttteeeeesesansbatteeeeeesaasbe bt e eeeeesaasse s et eeeeesannsnb e e e eeeeaannnssebeeeeesaaannbeneeeeesasnnnssneeeeesanann

3.1.1 Grupo “Pacientes com SKT”
3.1.2 Grupo “Referéncia”
3.2 ASPECTOS RELACIONADOS A SKT
3.3 RESULTADOS DA ANALISE DOS MIRNA’S

I 5T R o UL Y o L 65
5. CONCLUSAD.......cuiuiuemcnencnsisssissssssssss sttt b bbb bbbttt e e e e e 70
REFERENCIAS ......cocuiuiuiuecencnciessissssssssss sttt sttt e e e e 71
APENDICES......cuciiueuenenenssssssssss sttt s bbbt a b a e se e 74
APENDICE A — Dados demograficos e epidemioldgicos: Grupo “Pacientes com SKT” ........cceveveveveeeeevsereeenenenas 74
APENDICE B - Dados epidemioldgicos: Grupo “Pacientes cOM SKT” ........coveueveveueveeeeseeeeeseseseesesessesesessesesessesenns 75
APENDICE C — Dados demograficos e epidemioldgicos: Grupo “Refer&NnCia” .........cooeeeeeeeeuereeeesseseeeesesssenenas 76
APENDICE D — Dados epidemioldgicos: GrUPO “REFEIENCIA” ........ceveverrerrereeeeeeereeseesessseseetesesessssssssssssssasassesenas 77
APENDICE E — Termo de consentimento livre @ @SCIareCid0............vueveereerieceeieeeeeeseeeeeseseesesessesesesaesesesessesessesenns 78
2 L =30 N 79
ANEXO A — Classificagdo de Hamburgo para Malformagdes Vasculares CONgENItas.......ccoeuververveereerieeeneeeseennns 79

ANEXO B — Classificagdo da International Society for Studies of Vascular Anomalies (ISSVA) para Malformagdes
Y o0 gt 0o o = LT o 1 = O PPSRPPPPRN 80



RESUMO

Introducdo: A Sindrome de Klippel Trenaunay (SKT) € uma anomalia vascular
caracterizada por ser uma doenga rara, com prevaléncia estimada em 1 caso para cada
100.000 pessoas, diagnosticada clinicamente pela presenca de pelo menos dois dos seguintes
achados: malformacéo capilar, malformac6es venosas e hipertrofia dos tecidos afetados. A
literatura cientifica respalda o manejo dos sintomas e tratamento das veias varicosas em
alguns casos selecionados. A melhor abordagem terapéutica é crucial para esses pacientes,
tornando-se necessario o melhor conhecimento da historia natural da doenga, o que justifica
0 estudo do perfil genético desses pacientes, visto que alguns autores revelaram o papel
crucial dos microRNAs na regulacao da angiogénese, que parece ser o ponto-chave da SKT.
Objetivos: Determinar o perfil global de expressédo de miRNA’s em pacientes com SKT em
comparagdo com amostras de sangue de pessoas saudaveis, sem a sindrome. Métodos: A
amostra foi constituida por pacientes adultos (> 18 anos) com diagndstico clinico de SKT,
acompanhados no Ambulatério de Malformacdes Vasculares do Servico de Cirurgia
Vascular e Endovascular do Hospital das Clinicas de Botucatu da Faculdade de Medicina de
Botucatu/ UNESP. Como referéncia, foram utilizadas amostras de sangue de adultos
saudaveis (> 18anos), doadores de sangue do Hemocentro da Faculdade de Medicina de
Botucatu/ UNESP Botucatu. Resultados: Entre os pacientes com SKT, foram encontrados
3 miRNA com expressao diminuida em comparagdo com os controles: hsa-miR-320a, hsa-
miR-486-5p e hsa-miR-574-3p. Através de busca em bases de dados genéticas, observou-se
que todos estes miRNA’s guardam relacdo com angiogénese e apenas dois guardam relagéo
com AGGF1, elemento sabidamente envolvido na SKT. Atraves dessas mesmas buscas
observou-se a mencdo a outros 5 genes como tendo relacdo com SKT, sendo o ING5 comum
a todos os miRNA’s de interesse. Conclusdo: Os pacientes com SKT apresentaram
alteracdes em seu perfil global de expressdo de miRNA, com 3 miRNA’s apresentando
expressao diminuida, relacionados a angiogénese, AGGF1 e outros genes, em especial
INGS.

Palavras-chave: Sindrome de Klippel-Trenaunay-Weber, microRNAs, indutores da angiogénese,

angiodisplasia, vasos sanguineos, doencas vasculares, malformac@es vasculares



ABSTRACT

Introduction: Klippel Trenaunay Syndrome (KTS) is a vascular malformation characterized
by being a rare disease, with a prevalence estimated in 1 case per 100,000 people, diagnosed
clinically by the presence of at least two of the following findings: capillary malformation,
venous malformations, and hypertrophy of affected tissues. The scientific literature supports
the management of symptoms, treatment of varicose veins in selected cases and, rarely,
amputations. The best therapeutic approach is crucial for these patients, making it necessary to
have a better knowledge of the natural history of the disease, which justifies the study of the
genetic profile of these patients, since some authors have revealed the crucial role of
microRNAs in the regulation of angiogenesis, which seems to be the key point of KTS.
Objectives: To determine the overall expression profile of miRNA’s in patients with KTS
compared to blood samples from healthy people without the syndrome. Methods: The sample
consisted of adult patients (> 18 years) with clinical diagnosis of KTS, followed at the Vascular
Malformation Outpatient Service of the Vascular and Endovascular Surgery Service of
Botucatu Medical School, Botucatu Medical School / UNESP. Blood samples from healthy
adults (> 18 years old), blood donors from the Botucatu Medical School / UNESP Botucatu
Blood Center were used as reference. Results: Among the patients with SKT, 3 miRNA’s with
decreased expression were found compared to subjects without the disease: hsa-miR-320a, hsa-
miR-486-5p and hsa-miR-574-3p. Through search in genetic databases, it was observed that all
these miRNA are related to angiogenesis and only two closely relate to AGGF1, elements
known to be involved in SKT. Through these same searches, mention was made of the other 5
genes as being related to KTS, with ING5 being common to all miRNA’s of interest.
Conclusion: Patients with KTS presented alterations in their overall expression profile of
mMIiRNA, with 3 miRNA having decreased expression related to angiogenesis, AGGF1 and other

genes, especially ING5.

Keywords: Klippel-Trenaunay-Weber Syndrome, microRNAs, angiogenesis inducing agents,

angiodysplasia, blood vessels, vascular diseases, vascular malformations
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1. INTRODUCAO

O sistema vascular é constituido por vasos sanguineos e vasos linfaticos e o seu
desenvolvimento é essencial para o desenvolvimento embrionario.! A conex&o entre artérias e
veias formando urna circulagio fechada foi descrita pela primeira vez por William Harvey, em
1628. Embora Harvey ndo tenha sido capaz de visualizar os capilares, langou como hipétese a
sua existéncia, que foi confirmada por Marcello Malpighi, em 1661.

Vasos e células sanguineas se desenvolvem em paralelo durante a embriogénese
dos mamiferos para formar um sistema circulatorio que oferece nutrientes e oxigénio para todos
os tecidos, remove produtos do metabolismo, favorece o crescimento e previne toxicidade. A
formacéo de vasos sanguineos durante a embriogénese comeca com vasculogénese seguida de
angiogénese.b 2

E dado 0 nome de vasculogénese ao processo de formagéo de vasos sanguineos
durante a organogénese, etapa em que as novas células se originam a partir de angioblastos,
células indiferenciadas da mesoderme esplancnica.> 2 A vasculogénese também pode ser
definida como a diferenciacdo in situ do plexo vascular primitivo, a partir de seus precursores.
O plexo capilar priméario passa por angiogénese, o que ocorre no estagio pds-embrionario, para
formar uma rede vascular complexa.l 2 O desenvolvimento posterior, acompanhado do
recrutamento de pericitos e células musculares lisas, mudancas de tamanho e estrutura mural
conduz a formacdo de artérias, capilares e veias, cada uma com suas proprias funcdes e
caracteristicas.?

Os vasos linfaticos originam-se de vasos sanguineos durante o desenvolvimento
embrionario e sdo responsaveis por transportarem linfa, participando dos processos nutricionais
dos 6rgéos.>

O descontrole da formagé&o e desenvolvimento dos vasos resulta na formacéo de um
grupo heterogéneo de anomalias vasculares, que podem ser definidas como aberragdes
estruturais e funcionais durante o processo de organogénese, resultando em alteracoes
morfoldgicas e funcionais.

Em 1982, Mulliken e Glowacki propuseram a primeira classificacdo de
malformacdes vasculares ressaltando a existéncia de dois grandes grupos de lesdes com
caracteristicas bioldgicas distintas: os hemangiomas e as malformacdes vasculares, que foi

aceita pela Sociedade Internacional para o Estudo das Anomalias Vasculares (ISSVA).2 Esta
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classificacdo foi primeiramente revisada para contemplar outras lesdes descritas pela literatura,
criando-se um grupo denominado tumores vasculares que substituiram o grupo hemangioma e
mantiveram o grupo denominado malformacdes vasculares. Alteracdes dessa classificacdo
foram propostas pela Classificacdo de Hamburgo, em 1988, em que foi adotada uma perspectiva
embriologica para auxiliar na classificacdo das malformacdes vasculares. As lesGes sdo
identificadas primeiro, com base na estrutura vascular prevalente envolvida — arterial, venosa,
linfatica ou capilar, considerando também fistulas arteriovenosas e defeitos vasculares
combinados.* O contexto embrioldgico da lesdo é, entdo, considerado, para a delimitacéo
adicional (ANEXO A).°> As les@es extratronculares resultam da interrupgao do desenvolvimento
dos troncos vasculares no estadgio embrionario reticular precoce, que podem ser infiltradas e
difusas ou limitadas e localizadas. As lesBes tronculares resultam de um defeito ocorrido
durante o desenvolvimento fetal ap6s o desenvolvimento dos troncos vasculares, constituidas
por estenoses ou obstrugdes dos troncos vasculares, resultando em hipoplasia ou dilatacéo,
localizada ou difusa.® Paralelamente, uma Gltima revisdo da classificacdo da ISSVA foi
realizada em 2014 (ANEXO B).” A medida que novas entidades histologicamente distintas
foram reconhecidas, bem como avancos no entendimento do comportamento e da genética
relacionadas as lesdes, ocorreu essa revisdo. Ela manteve as duas categorias originais,
subdividindo o grupo tumoral em benignas, localmente agressivas ou limitrofes e malignas; e
0 grupo de malformacdes foi dividido em simples, combinadas, anomalias associadas aos vasos
maiores e nominados ou malformacdes vasculares truncais, e, por fim, malformacdes
associadas a outras anomalias.” 8

Dentre as malformacdes vasculares, no subgrupo daquelas associadas a outras
anomalias, encontra-se a Sindrome de Klippel-Trenaunay (SKT). A dupla de franceses Maurice
Klippel e Paul Trenaunay® definiu, em 1900, uma coorte de pacientes que apresentava uma
triade caracterizada por hipertrofia assimétrica de membros, malformacdo capilar localizada
(mancha “vinho do porto”) e varizes congénitas das extremidades inferiores (Figura 1). Pouco
apos essa descricdo, Weber designou uma sindrome vascular semelhante que contempla, além
da triade presente na SKT, a presenca de fistulas arteriovenosas, denominada Sindrome de

Parkes Weber, que também se enquadra na mesma classificagéo.
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Figura 1 — Alteragdes presentes na SKT. A - veias varicosas; B - hipertrofia do membro acometido (MIE
> MID) e C - malformagao capilar (mancha “vinho do porto”)

Fonte: material elaborado pelo autor

A SKT é uma doenca rara, esporadica, descrita na literatura como sendo sem
predilecdo por raga e género, com prevaléncia estimada em 1 caso para cada 100.000 pessoas.'t
12 Usualmente, afeta os membros inferiores de forma unilateral, sendo raro o acometimento dos
membros superiores, do tronco, a apresentagdo bilateral ou mesmo visceral.'® Seu diagndstico
é baseado na presenca de duas das trés seguintes caracteristicas: malformagdes capilares,
malformacdes venosas ou varizes e hipertrofia dos tecidos afetados e é firmado apenas pelos
achados clinicos, ndo havendo testes complementares patognomonicos. A manifestacdo
completa da triade ocorre em apenas 63% dos pacientes com SKT.14

O achado clinico mais frequente é a malformacéo capilar, estando presente na quase
totalidade dos casos, cursando como manchas vinho do porto notadas ja ao nascimento,
causadas por ectasia de pequenos vasos sanguineos perto da superficie da pele. As manchas sdo
tipicamente planas, com coloragdo variando de rosa palido a marrom profundo, podendo ficar
mais claras ou escuras com o passar da idade.' * As malformacdes venosas também sdo
frequentes e podem acometer tanto o sistema profundo, manifestando-se como aneurismas,
aplasia, hipoplasia, duplicacdes e incompeténcia venosa, quanto o sistema superficial através
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de varizes ou mesmo veias embrionarias persistentes e ectasiadas. A hipertrofia € a mais
variavel das trés classicas caracteristicas da SKT sendo que o alargamento da extremidade
consiste em alongamento &sseo, hipertrofia circunferencial de tecidos moles ou ambos
processos, podendo levar a discrepancias no comprimento do membro que, quando muito
acentuadas, necessitam de intervencdo ortopédica.’® A relagdo do crescimento dsseo com as
alteracOes vasculares ndo é bem estabelecida, mas se acredita que o fluxo sanguineo arterial
esteja aumentado nas epifises devido ao aumento dos capilares nesse local, levando a hipertrofia
6ssea.'® Entretanto, em alguns casos é possivel ocorrer a hipotrofia do membro acometido.*’

Embora o envolvimento visceral seja incomum, ele pode ser fonte significativa de
complicacdes e, até mesmo, mortalidade.!> Alguns 6rgdos como rins, bexiga, pénis, uretra,
vulva, vagina, pulmdes, baco, figado e intestinos podem ser acometidos por anormalidades
como, por exemplo, aumento de suas dimensdes, presenca de veias dilatadas e tortuosas,
flebdlitos, fragilidade de mucosas, hemangiomas e linfangiomas, sendo que a auséncia de
varicosidades ou malformag@es venosas dos membros ndo impede o envolvimento pélvico.!?
1518 434 relatos contraditorios sobre alteracdes acometendo o sistema nervoso central, sendo
que na maioria das referéncias exclui-se a ocorréncia dessas alteragdes.*?

Na grande maioria dos pacientes com SKT, a doencga apresenta curso benigno,
podendo ser conduzida com medidas conservadoras, como elastocompressdo e repouso na
posicio de Trendelenburg.!® Porém, alguns pacientes podem apresentar dor, edema,
hiperpigmentacdo, tromboflebites, ulceracbes e alteracdes linfaticas no membro afetado além
de macrodactilia, coagulopatias, insuficiéncia cardiaca, embolia pulmonar, sangramentos
oriundos de vasos alterados, geralmente presentes nos tratos gastrointestinal e genitourinario,
além de disfuncéo erétil predisposta por veias penianas anormais.!? 2° A presenca concomitante
de hemangiomas pode ocasionar sequestro plaquetario, levando a coagulopatia de consumo e
piora dos episodios de sangramento e para estas situa¢oes, ha necessidade de tratamentos mais
agressivos e resolutivos.®

A extracdo dos grandes grupos de varizes foi condenada por alguns autores no
passado, pois observaram um agravamento dos sintomas apds a excisdo dos plexos venosos
superficiais. Cerca de 8% dos pacientes com SKT possuem atresia ou hipoplasia do sistema
venoso profundo e, nesses casos, a excisdo cirurgica dos plexos superficiais é contra-indicada.

No entanto, quando os sintomas sdo acenuados e 0 sistema venoso profundo é patente, a cirurgia



24

pode ser benéfica.!® As terapias minimamente invasivas, como a escleroterapia com espuma,
guiada por ultra-som, vém sendo utilizadas com bons resultados.?!

Para a confirmacdo da assimetria entre 0s membros, realiza-se a escanometria, que
€ um exame de imagem preciso para se avaliar a diferenca entre os membros inferiores. O
exame ¢é realizado em duas etapas, sendo que na primeira etapa o paciente é posicionado em
deculbito dorsal com os pés juntos, alinhados em supina 90° com a mesa. Alinha-se o feixe
central longitudinal do colimador do aparelho de raio-X (RX) de maneira que ele passe
exatamente entre 0s tornozelos e na sinfise pubica do individuo. Utilizando-se duas placas de
chumbo, divide-se o filme em 3 segmentos que séo radiografados separadamente: no primeiro,
realiza-se a radiografia dos quadris; no segundo, a dos joelhos; e no terceiro, a dos tornozelos.
O numerador posicionado a direita, indica o lado. O paciente deve permanecer imdvel até o
término desta fase do exame. A segunda etapa € realizada para se proceder a medida dos pés.
Realiza-se entdo uma radiografia em anteroposterior dos tornozelos com o0 paciente em
ortostatismo e os pés rodados internamente 30°. Essa segunda etapa muitas vezes é omitida por
desconhecimento ou por auséncia de diferencas significativas entre as alturas dos pés. Quando
h& uma diferenca pouco superior a 1,5cm no comprimento entre os membros inferiores, pode-
se lancar mao do uso de palmilhas ou sapatos ortopédicos compensatérios para evitar-se a
escoliose. Quando a diferenca supera 2 a 2,5cm pode-se eventualmente lancar mao de
intervencdes cirdrgicas na forma de osteotomias ou epifisiodese.?? 2

A mortalidade devido SKT ¢ baixa, aproximando-se de 1%, tendo como principais
causas hemorragias, viscerais ou pos-operatérias, embolia pulmonar secundéaria a trombose
venosa e, raramente, desenvolvimento de neoplasia vascular, como angiossarcoma associado a
linfedema cronico.?

Embora seja uma doenga rara, alguns centros especializados ao redor do mundo
vem apresentando casuistica crescente. Contudo, a literatura cientifica respalda apenas o
manejo dos sintomas e o tratamento cirurgico das veias varicosas em alguns casos selecionados
e, raramente, amputacdes,'® 1”24 sem possibilidade de tratamento especifico para a doenca.

A caracterizacdo de anormalidades citogenéticas como translocacdes associadas a
doencas é uma abordagem muito Gtil para identificar genes de doencas humanas.?® A maioria
dos casos de SKT sdo esporadicos, sendo que algumas anormalidades cromossémicas foram
relatadas: duas translocagdes balanceadas t (5; 11) (q13.3; p15.1) e t (8; 14) (922.3; q13) e um

extra cromossomo de anel supernumerario 18, o que sugere fortemente que os fatores genéticos
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contribuem para a patogénese da SKT.2% Algumas publicacdes também sugerem a possibilidade
de a SKT ter relagdo com mutagdes no gene PIK3CA.?’

Para a translocacdo t (8; 14) (q22.3; q13), o ponto de interrup¢cdo no cromossomo
8g22.3 foi definido para um intervalo menos que 5cM (centimorgans) e o ponto de interrupcao
14913 dentro de uma regido de 1 ¢cM.?® O gene vascular especifico interrompido por pontos de
interrupgao 8922.3 ou 14g13 continua a ser identificado. O cromossomo do anel 18 r (18) foi
derivado principalmente do braco curto do cromossomo 18, e outras analises dos genes no r
(18) podem levar a identificacdo de um gene vascular que, por enguanto, também permanece
ndo identificado.?®> Mutagdes do gene PIK3CA ocorrem em alguns canceres, favorecendo o
crescimento de células tumorais, e também foram observadas em alguns pacientes com
malformacdes vasculares, incluindo SKT; porém, o mecanismo pela qual essa mutacdo esta
envolvida no surgimento das malformc¢@es vasculares ainda ndo é compreendido, julgando-se
ter, provavelmente, relagdo com fatores de crescimento endotelial e fibroblastos.?’

Os pontos de ruptura cromossémicos envolvidos na translocacgdo t (5; 11) (913.3;
pl5.1) foram completamente caracterizados, o que levou a identificacdo de um gene de
susceptibilidade, AGGF1 (anteriormente conhecido como VG5Q), para SKT. O AGGF1 ¢
localizado no cromossomo 5q13.3 e codifica um fator angiogénico.”® A proteina AGGF1
contém um motivo de bobina enrolada (aminoacidos 19-85), um motivo OCRE (OCtemer
REpeat) (amino&cidos 197-256), um dominio associado ao forkhead (FHA, aminoacidos 435 a
508) e um dominio de patch G (aminoacidos 619-663), mas a funcdo exata de cada dominio
continua sem definicd0.2 O ponto de ruptura do cromossomo 5q13.3 esté localizado na regi&o
promotora de AGGF1 e aumenta a expressdo de AGGF1 em trés vezes.?® Uma mutagéo,
E133K, em AGGF1, foi identificada e mais tarde mostrou aumentar a atividade angiogénica de
AGGF1. A mutacdo E133K foi estabelecida para ser associada @ SKT usando um estudo de
associacao caso-controle (a freqtiéncia do alelo K, 3,8% nos casos vs. 0% nos controles, P =
0,009).2° Esses resultados estabelecem AGGF1 como o primeiro gene de susceptibilidade que
confere um risco para o desenvolvimento de SKT e sugerem que o0 mecanismo molecular para
a patogénese da SKT é a angiogénese "aumentada” e sdo consistentes com estudos histologicos
gue mostraram aumento no ndmero e no didmetro das vénulas na derme e na gordura
subdérmica dos tecidos SKT.?®

A angiongénese é considerada um processo biologico complexo e dinamico,

essencial durante o desenvolvimento embrionario e particularmente quiescente na vida adulta.®
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No entanto, de forma notével, as células endoteliais mantém sua capacidade de se dividir
rapidamente em resposta a estimulos fisiolégicos, como, por exemplo, durante a funcédo
reprodutiva feminina normal.®® A angiogénese também é rapidamente reativada durante a
cicatrizacdo de feridas para promover o reparo tecidual. Em muitos distarbios, o equilibrio entre
estimuladores angiogénicos ou inibidores é inclinado, resultando em estimulo angiogénico
excessivo ou defeituoso. Também esta bem estabelecido que o estado de doenca pro ou anti-
angiogénico resultante contribui para varios canceres e varias doencas isquémicas e
inflamatorias®*-®

Estudos iniciais também revelaram um papel crucial para os microRNAS
(miRNA’s) na estimulagdo ou reducéo da angiogénese.® Eles sdo importantes reguladores da
expressao génica e tém sido implicados na patogénese de varias doengas humanas e apontados
como biomarcadores prognosticos e preditivos.

Os miRNA’s sdo RNAs pequenos (18-24 nucleotideos), ndo codantes, transcritos a
partir do DNA, que ndo sdo traduzidos em proteinas e regulam uma propor¢éo significativa dos
genes no genoma humano, ligando-se a RNA mensageiro (NRNA) e impedindo a sintese de
proteinas.®** Os miRNA’s maduros sdo formados através de uma processo de trés passos:
inicialmente, genes de miRNA sdo transcritos em miRNA’s primarios (pri-miRNA).3® Em
seguida, o pri-miRNA é clivado em precursor-miRNA (pré-miRNA) e transportado para o
citoplasma. O pré-miRNA em dupla fita é, entdo, clivado formando microRNA maduro e
proteinas Argonaute, componentes principais do complexo silenciador RNA induzido (RISC)
que ligam-se a regido de cadeia simples funcional do miRNA, enguanto a cadeia complementar
normalmente é liberada e degradada. Raramente, a cadeia complementar também é funcional,
tornando-se seu proprio miRNA e afetando um outro mRNA. Os complexos de miRNA-RISC
se ligam ao MRNA, regulando assim sua expressédo (Figura 2). Como a interacdo entre miRNA
e mRNA ocorre entre a 5’-UTR (untranslated region) do miRNA e a regido de 3’-UTR do
MRNA, um unico miRNA pode regular centenas de genes e um Unico gene pode ser regulado
por varios miRNA’s (Figura 3).%¢ %7
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Figura 2 — Processos de formacéo e acdo do miRNA
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Fonte: Stather P, Wild J, Sylvius N, et al. MicroRNAs associated with the pathways involved in the
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Figura 3 — Estrutura de uma molécula tipica de mRNA de proteina humana, contendo regides néo
traduzidas (UTRs)
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A concentracdo de miRNA’s maduros nas células depende da regulacdo da

transcricdo, maturacdo e degradacdo. Foi proposto que sdo necessarias, aproximadamente, 100
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copias de um miRNA maduro, por célula, para a repressdo biologicamente relevante da
traducdo de genes. A regulacdo da concentracdo do miRNA, portanto, desempenha papel
importante no controle da sua funcao reguladora.®’

Para os miRNA’s sdo conhecidos dois mecanismos de acdo: degradacdo do mRNA
e inibicdo de sua tradugdo. O primeiro mecanismo ocorre quando ha pareamento perfeito entre
0 miRNA e o gene alvo e o segundo quando o pareamento é imperfeito, podendo inibir a
traducdo através do bloqueio da inicializacdo, retirada de ribossomos e inibicdo de
alongamento.®

Os miRNA’s mostram alta estabilidade em células e plasma. Eles também s&o
encontrados em praticamente todos os fluidos bioldgicos incluindo liquido cérebro-espinhal,
lagrimas, saliva, leite materno, liquido amnidtico, urina e fezes, o que demonstra sua alta
estabilidade, variavel de um miRNA para outro, e apoiando seu grande potencial como
biomarcador ndo invasivo. No plasma, os miRNA s&o transportados e protegidos contra a
degradacdo dependente de RNAse por varios transportadores tais como proteinas de ligacdo de
RNA e lipoproteinas.®

O genoma humano contém, aproximadamente, 2.588 miRNA’s que foram
identificados e caracterizados quanto a sua sequéncia e funcdo.***2 Genes regulados por
miRNA’s participam de um grande nimero de processos bioldgicos, fundamentais no controle
de processos celulares importantes tais como homeostase celular, desenvolvimento,
diferenciacéo, reprogramacéo celular e oncogénese.*®. Alteracdes na expressdo do miRNA’s
induzem fenotipos alterados, tais como o que ocorre em inumeras condigdes fisioldgicas e
patoldgicas,** podendo ainda servir como biomarcadores aplicados para melhorar o
diagnostico, prognostico e tratamento de doengas.®® 4% 45 Conhecer as vias moleculares
associadas a génese ou possiveis genes envolvidos na SKT poderia ajudar a tomada de

estratégias diagnosticas e terapéuticas.



OBJETIVOS

Nesse estudo, pretendemos:
- identificar o perfil global de expressdo de miRNA’s em pacientes portadores da SKT;

- predizer os transcritos alvos relacionados a possiveis miRNA’s com expressao alterada.

29
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2. CASUISTICA E METODOS

Conflito de interesses

N&o hé potenciais conflitos de interesses no que diz respeito a pesquisa ou autoria

deste trabalho.

2.1 Desenho do estudo

Estudo de caso-controle, translacional, de centro Unico de uma série de casos.

2.2 Local

Ambulatério de Malformagbes Vasculares do Servico de Cirurgia Vascular e
Endovascular do Hospital das Clinicas de Botucatu — UNESP (HC FMB/ UNESP) e Hemocentro
do Hospital das Clinicas de Botucatu — UNESP (HC FMB/ UNESP).

2.3 Procedimentos Eticos

Este ensaio foi realizado de acordo com os principios da Declaracdo de Helsinki,
ISO14155 e diretrizes para Boas Préaticas Clinicas. Aprovado no Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) com o numero 35070814.6.0000.5411, na data de 23/02/2015, com emenda aprovada na

reunido extraordindaria realizada em 20/11/2017.

2.4 Métodos

Os pacientes foram convidados a participar do estudo, ao comparecerem a consulta
ambulatorial, e receberam todas as informacOes detalhadas referentes a pesquisa — estes
integraram o grupo “Pacientes com SKT”. Seguindo o protocolo vigente no Ambulatorio de
Malformacdes Vasculares do Servigo de Cirurgia Vascular e Endovascular do Hospital das
Clinicas de Botucatu — UNESP (HC FMB/ UNESP), para todos 0s pacientes com SKT, indica-
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se a realizacdo sistematica dos seguintes exames de imagem no intuito de se pesquisar a

coexisténcia de possiveis alteracdes relacionadas a sindrome (Quadro 1):

Quadro 1 — Exames de imagens solicitados a todos os pacientes quando diagnosticados como SKT

Exame solicitado Parametro avaliado

- Hipoplasia/aplasia do sistema venoso profundo

) - Competéncia do sistema venoso superficial
Ultrassonografia (US) duplex venoso dos . )
o ) - Competéncia do sistema venoso profundo
membros inferiores (mapeamento do sistema .
o - Presenga de aneurismas venosos
venoso superficial e do profundo) g .
- Presenga de fistula arteriovenosa

- Aumento de tecidos adjacentes

Escanometria dos membros inferiores - Simetria no comprimento do fémur e da tibia

Todos os pacientes incluidos ja haviam realizado previamente esses exames, indicados
em suas primeiras consultas, porém os exames foram solicitados, novamente, conforme tenha sido
notado surgimento de sinais e sintomas recentemente.

Os diametros dos membros acometidos pela SKT foram medidos em 3 topografias,
configurando segmentos de estudo, a saber:

- “coxa”: ponto médio entre a prega inguinal e a borda superior da patela;

- “perna”: 10cm abaixo da prega poplitea;

- “tornozelo”: logo acima dos maléolos.

Os dados provenientes de exame fisico e exames de imagem foram catalogados nos
registros de participacdo de cada paciente e, também, foram registrados dados atuais de peso,
altura, indice de massa corpdrea (IMC) e outras informacdes demograficas e epidemioldgicas.

Os doadores de sangue que compareceram ao hemocentro a fim de realizarem doag6es
voluntérias de sangue também foram convidados a participar do estudo e receberam todas as
informacdes detalhadas referentes a pesquisa — estes integraram o grupo “Referéncia”.

Mediante a concordancia da participacdo, um termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) (APENDICE E) foi obtido de todos os participantes, de ambos 0s grupos,
antes da sua inclus@o no estudo e da realizacdo das etapas do estudo pertinente a cada grupo, a
saber:

“Pacientes com SKT”: confirmacdo de dados cadastrais, demogréaficos e

epidemioldgicos, registro fotografico e coleta de amostra de sangue periférico;
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- “Referéncia”: coleta de dados demograficos e epidemiologicos e coleta de amostra
de sangue periférico a partir da mesma puncao venosa que seria utilizada para realizar a doacéo de
sangue.

O TCLE foi elaborado em duas vias iguais, sendo que uma dessas cépias foi entregue
ao participante e a outra copia foi anexada aos seus registros de participacdo no estudo. Os
individuos poderiam se retirar desta pesquisa sempre que quisessem, independente da etapa em

que o estudo estivesse.

2.4.1 Critérios de Incluséo

Para os pacientes acompanhados no Ambulatério de Malformagdes Vasculares do
Servico de Cirurgia Vascular e Endovascular do Hospital das Clinicas de Botucatu — UNESP
(HC FMB/ UNESP), os seguintes critérios foram utilizados:

- diagnostico de SKT;

- idade > 18 anos;

- ambos 0s géneros;

- concordantes com 0s termos de execucdo da pesquisa, assinando o TCLE - a
aplicacdo do termo de consentimento segue as diretrizes e normas regulatérias de projetos de
pesquisa envolvendo seres humanos, de acordo com a Resolucdo 466/2012, do Conselho
Nacional de Saude.

Para os doadores de amostras controle, os seguintes critérios foram utilizados:

- idade > 18 anos;

- ambos 0s géneros;

- estarem higidos;

- ndo apresentarem nenhuma comorbidade;

- concordantes com os termos de execucdo da pesquisa, assinando o TCLE - a
aplicacdo do termo de consentimento segue as diretrizes e normas regulatdrias de projetos de
pesquisa envolvendo seres humanos, de acordo com a Resolucdo 466/2012, do Conselho

Nacional de Saude.
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2.4.2 Critérios de Excluséo

Para ao pacientes acompanhados no Ambulatério de Malformagdes Vasculares do
Servico de Cirurgia Vascular e Endovascular do Hospital das Clinicas de Botucatu — UNESP
(HC FMB/ UNESP), os seguintes critérios foram utilizados:

- portadores de outras anomalias vasculares;

- portadores de outras doencas em atividade que pudessem comprometer a analise de
miRNA’s (doencas virais ou canceres em atividade);

Os doadores de amostras controle ja haviam passado pela triagem realizada pela
equipe do Hemocentro para avaliar a viabilidade da doagdo. Portanto, o Unico critério de

exclusdo adicional foi o fato de serem o.

2.4.3 Registro fotografico

Para os pacientes do Ambulatério de Malformagdes Vasculares do Servigo de
Cirurgia Vascular e Endovascular do Hospital das Clinicas de Botucatu — UNESP (HC FMB/
UNESP) participantes do estudo, e ap6s o seu consentimento, foi realizado registro fotogréfico
das areas corpdreas com alteracdes relacionadas a SKT. Uma camera de alta definicdo (D7000
Nikon Lens ™: AF-S Nikkor 18-105 mm ™ 1: 3.5-5.6G) foi utilizada para obter estas imagens.

2.4.4 Coleta das amostras

Todos os participantes foram submetidos a coleta de 10 mL de sangue periférico
em tubo BD Vacutainer® (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA) com EDTA. O sangue
foi processado em laboratério para obtengdo do plasma livre de células, por centrifugacéo a
1.200 rpm, por 20 minutos (min) a 4°C. A fragcdo plasmaética (fase superior) foi aliquotada e
transferida para novos tubos eppendorf de 1,5 mL e, entdo, armazenada em freezer, a -80°C até
sua utilizacao.

As amostras foram avaliadas em pools, tendo sido agrupados 100 pL de cada
amostra de plasma de cada individuo incluidos no estudo, agrupados da seguinte maneira: os
10 individuos do grupo “Pacientes com SKT” foram divididos em 3 pools e 3 individuos do

grupo “Referéncia” foram escolhidos aleatoriamente para constituir o pool relativo a este grupo.



34

De cada pool, foi utilizada uma aliquota de 200 pL, o qual foi entdo homogeneizado e utilizado

para extragdo do RNA, segundo protocolo do fabricante.

2.5 Potenciais efeitos adversos

O procedimento de coleta de sangue periférico por vendclise convencional é uma
pratica rotineira e praticamente ndo implica em riscos para o paciente. A doagdo de sangue é
uma pratica comum, voluntaria no Brasil e incentivada, que apresenta riscos minimos
severamente controlados pela equipe coletora, inclusive com material emergencial facilmente
disponivel se algum paciente apresentar problemas durante a doacdo. Dessa forma, 0s riscos

envolvidos foram muito pequenos.

2.6 Extracdo do RNA

A extracao dos miRNA’s e outros pequenos RNAs circulantes livres foi realizada
utilizando o miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), segundo protocolo do
fabricante. As amostras de plasma coletadas e congeladas a -80°C foram descongeladas
gradualmente em gelo (~ 4°C) por 30 min e, em seguida, colocadas em temperatura ambiente
(TA) (15-25°C) até o completo descongelamento. Apds homogeneizacdo completa, foram
utilizados 200 pL de plasma para extracdo do RNA. O protocolo seguiu as instrugdes do
fabricante. Brevemente, foram adicionados 1000 pL de reagente de lise (fornecido pelo kit) a
cada amostra, as quais foram incubadas por 5 min em TA, a fim de desnaturar complexos de
proteinas e RNAses e remover qualquer DNA residual. Logo ap6s, foram adicionados 200 pLL
de cloroformio a cada amostra, as quais foram incubadas por 3 min em TA e em seguida
centrifugadas a 14.000 rpm, por 15 min a 4°C. A centrifugacdo permitiu que cada amostra fosse
separada em trés fases, sendo duas fases organicas e uma aquosa, sendo que a fase inferior
contivesse proteinas, a interfase contivesse DNA e a fase superior (aquosa), o RNA de interesse.
A fase aquosa contendo o RNA de cada amostra foi transferida para novos tubos eppendorf e
foram adicionados 900 puL de etanol 100% a cada amostra para fornecer condicdes de ligacao
adequadas para todas as moléculas de RNA que contivessem ~18 nucleotideos ou mais. As
proximas etapas consistiram na purificagdo do RNA utilizando colunas com filtro, onde o RNA

total (incluindo os miRNA’s) aderiram a membrana e os contaminantes foram descartados no
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material filtrado. A fase aquosa contendo etanol de cada amostra foi transferida para as colunas
com filtro, as quais foram centrifugadas a 10.000 rpm, por 15 segundos a 25°C ¢ o filtrado foi
desprezado. A seguir, foram adicionados 700 pL da solucao de lavagem Buffer RWT (fornecida
pelo kit), seguida por centrifugacdo a 10.000 rpm, por 15 segundos a 25°C e o filtrado foi
desprezado. Foram adicionados 500 pL da solu¢do de lavagem Buffer RPE (fornecida pelo kit),
seguida por centrifuga¢do a 10.000 rpm, por 15 segundos a 25°C e o filtrado foi desprezado.
Foram adicionados 500 pL de etanol 80%, seguido de centrifugacdo a 10.000 rpm, por 2 min a
25°C e o filtrado foi desprezado. Uma nova centrifugacdo foi realizada para secagem das
colunas a 14.000 rpm, por 5 min a 25°C. A coluna com filtro foi, entdo, transferida para um
novo tubo coletor, fornecido pelo kit, para a eluicio do RNA. Foram adicionados 7 puL de dgua
estéril e livre de RNAse (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) no centro do filtro, seguida de
incubacdo por 1 min em temperatura ambiente e centrifugacdo por 1 min a 14.000 rpm a 25°C.
Essa etapa de eluicdo foi repetida uma vez. O RNA total obtido (incluindo os miRNA’s) foi
armazenado em freezer a -80°C. As amostras de RNA foram quantificadas e avaliadas quanto
a qualidade utilizando o NanoDrop 8000 (Thermo Scientific), o qual permite quantificar o RNA
total contido em cada amostra, verificando também a presenga de contaminagao por proteinas

e/ou residuos de solventes organicos, disponivel no laboratorio de pesquisa.

2.7 Reacdo de Transcrigdo Reversa de miRNA’s

A transcricdo reversa dos miRNA’s foi realizada utilizando o kit TagMan®
MicroRNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies, EUA) combinado com o
Megaplex™ RT Primers Pool A v2.1 (Life Technologies, EUA), seguindo as orienta¢des do
fabricante. Esse sistema permite a transcricdo reversa apenas dos miRNA’s maduros inclusos
no cartdo Tagman Low Array Density Card A (Life Technologies, EUA). Na rea¢do foram
adicionados a0 RNA total (600ng) os seguintes componentes do kit: Megaplex™ RT Primers
(10X), dNTPs com dTTP (100mM), MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50U/uL), 10X RT
Buffer, inibidor de RNase (RNase Inhibitor) (20U/uL). A mistura foi incubada nas seguintes
condigdes: 40 ciclos de 16°C por 2 min., 42°C por 1 min. e 50°C por 1 s; seguido da inativagéo
da transcriptase reversa a 85°C por 5 min. O produto da transcricdo reversa foi armazenado no

-20°C até o momento da utilizag&o.
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2.8 Analise de dados

2.8.1 Andlise da expressao de miRNA’s

A andlise de expressdo global de miRNA’s foi realizada utilizando a plataforma
TagMan Array Human MicroRNA Cards (TLDA) (card A, v3.0) (Life Technologies), um
cartdo de microfluidos contendo 384 miRNA’s e otimizado para 0 uso com amostras de arquivo
(FFPE). A plataforma incluiu trés controles (miRNA’s enddgenos) para normalizagcdo dos
dados, e um ensaio ndo humano como controle negativo.

Para o preparo da PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR) foram utilizados:
450 pL de master mix Tagman® Universal Master Mix I, no UNG (Life Technologies); 6 puL
de cDNA (produzido em etapa anterior) e 444 uL de &gua livre de nuclease (Sigma ddH20).
Foram adicionados 100 pL desse mix em cada pogo da placa; seguido por centrifugacdo da
placa a 1.200 rpm por 1 min, duas vezes. A RT-qPCR foi realizada no equipamento
QuantStudio 12K (Life Technologies). Os dados de expressdo de miRNA’s foram analisados
no programa Expression Suite (Life Technologies) que é componente do equipamento
QuantStudio 12K (Life Technologies). Os dados de expressao de miRNA’s foram normalizados
utilizando controles enddgenos, os quais constituem controles internos que ndo devem variar
significativamente em niveis de expressdo nas amostras teste e controle normal. Os controles
enddgenos mais utilizados em analises de expressdo de miRNA’s e presentes no cartdo TLDA
sdo 0 RNU-44, RNU-48 e U6 (RNA nucleolar pequeno). A andlise dos controles enddgenos
indica a qualidade das reacfes de amplificacdo. Assim, esta analise € fundamental e um dos

primeiros passos a serem realizados em estudos de expressdo de miRNA’s.

2.8.2 Processamento dos dados de expressao

Os dados de expressdo foram extraidos do equipamento QuantStudio™ 12K Flex,
utilizando o programa ExpressionSuite Software v1.0.3 for Microsoft® Windows®, uma
ferramenta de andlise de dados que utiliza 0 método comparativo CT (AACT). Esta plataforma
permite quantificar a expressdo génica relativa através de um grande numero de genes bem
como permite o calculo do Fold Change (FC), medida frequentemente utilizada na analise de

dados de expressao génica para medir a mudanca no nivel de expressdo de um gene.


https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catProductDetail&productID=4444913&catID=605481&backButton=true).%20Estas%20incluem%20três
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A expressdo dos miRNA’s foi ilustrada através de um volcano plot, um tipo de
diagrama que avalia a dispersdo de dados, tracando significancia versus FC no eixos y e X,
respectivamente, combinando uma medida de significancia estatistica a partir de um teste
estatistico (por exemplo, um valor p) com a magnitude da mudanca, permitindo a identificacdo
visual rapida de pontos que apresentam grande magnitude e que também sdo estatisticamente
significativos (Figura 4). Um volcano plot é construido ao tragar o logaritmo (log) negativo
do valor p no eixo y — geralmente base 10, resultando em pontos de dados com baixos valores
de p (altamente significativos) que aparecem em dire¢do ao topo do grafico — e no eixo X,
tracando o log do FC (geralmente base 2). O registro do FC é usado para que mudancas nas
duas direcOes aparecam equidistantes do centro. Os pontos de tragado desse modo resultam em
duas regides de interesse: 0s pontos que sdo encontrados em direcdo ao topo da parcela e que
sdo distantes para os lados esquerdo ou direito. Estes representam valores que exibem FC de
grande magnitude (portanto, sendo esquerdo ou direito em relacdo ao centro), bem como

alta significancia estatistica (portanto, esta em dire¢do ao topo).*®

Figura 4 — Modelo de diagrama tipo Volcano plot
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Fonte: Google Imagens

Todos os equipamentos e programa de analise de dados requeridos estdo
disponiveis no laboratério de pesquisa NeoGene, da Unidade de Pesquisa Experimental
(UNIPEX) da Faculdade de Medicina de Botucatu — FMB/ UNESP).


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/P_value&usg=ALkJrhgPCgu6zdHmNs0qrHuQH2vDi3tghg
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Statistical_significance&usg=ALkJrhgPM8HaCDjZWGRhKWBuJ2soO_yVGQ
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Statistical_significance&usg=ALkJrhgPM8HaCDjZWGRhKWBuJ2soO_yVGQ
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/P_value&usg=ALkJrhgPCgu6zdHmNs0qrHuQH2vDi3tghg
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Y_axis&usg=ALkJrhih423Sn18jTzHnJuGgaC_blOfzbg
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/X_axis&usg=ALkJrhi3VOcHOU-KMG-64zybTy2P178G5g
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Statistical_significance&usg=ALkJrhgPM8HaCDjZWGRhKWBuJ2soO_yVGQ
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2.8.3 Base de dados para anélise dos miRNA’s com expressao alterada

Os miRNA’s com expressao significativamente alterada (niveis de expressdo >2 ¢
p<0,05) nas amostras do grupo “Pacientes com SKT” comparadas com as amostras do grupo
“Referéncia” foram analisados em bases de dados, sendo pesquisada a existéncia de correlagao
entre estes miRNA’s e transcritos alvos. Utilizou-se para isso algoritmos de predi¢ao de alvos
de miRNA, disponiveis para livre acesso, a saber:

- miRWalk 2.0: http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk?2/

miRWalk 2.0 é uma base de dados abrangente que fornece a maior colecdo
disponivel de interacdes miRNA-transcritos alvos previstos e experimentalmente verificadas.

Em seguida procedeu-se a pesquisa de correlacdo destes transcritos alvos dos
miRNA com angiogénese ou a propria doenca SKT, utilizando-se bases de dados disponiveis
para livre acesso, a saber:

- Enrichr: http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/

Enrichr ¢ uma ferramenta de andlise de enriquecimento de conjunto de genes de
mamiferos. Ela contém bibliotecas de fundo para regulacdo de transcri¢do, interagdes de
caminhos e proteinas, ontologias, assinaturas de células tratadas com drogas e expressdo de
genes em diferentes células e tecidos. As bibliotecas de fundo apresentam mais de 70 recursos
e contétm mais de 200.000 conjuntos de genes anotados. A ferramenta fornece diferentes

maneiras de visualizar os resultados.

2.9 Andlise estatistica

As variaveis categoricas de ambos os grupos foram descritas usando frequéncias e
porcentagens e as variaveis continuas, utilizando média e mediana. Foram utilizados o teste t-
student e o teste exato de Fisher para comparagdes entre os grupos. As analises estatisticas
utilizaram o software SAS versdo 9.3 para Windows (SAS, Institute Inc., Cary, NY, EUA).

Diferencas estatisticas significantes foram definidas como p < 0,05.


http://zmf.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk2/
http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/
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3. RESULTADOS

3.1 Aspectos gerais

3.1.1 Grupo “Pacientes com SKT”

Atualmente, o Ambulatério de Malformagbes Vasculares do Servigo de Cirurgia
Vascular e Endovascular do Hospital das Clinicas de Botucatu — UNESP (HC FMB/ UNESP)
realiza acompanhamento de 15 pacientes portadores de SKT com idade > 18 anos. Treze
pacientes compareceram a todas as suas consultas de rotina, geralmente realizadas a cada 6
meses. Um paciente preenchia critério de exclusdo ao estudo por apresentar doenca viral
concomitante (HIV), o que poderia comprometer a analise de miRNA’s. Portanto, inicialmente,
12 pacientes foram incluidos no estudo porém apenas 10 concluiram todas as etapas pertinentes
e integraram o grupo “Pacientes com SKT” ja que 2 pacientes faltaram as consultas

subsequentes onde alguma etapa seria cumprida (Figura 5).

Figura 5 — Grupo “Pacientes com SKT”: triagem dos pacientes e etapas realizadas nas consultas.

Total pacientes SKT
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Faltaram as consultas ] rCompareceram as consultas
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por doenga viral
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Preencheram critérios de inclusdo e
concordaram em participar

(n=12)

Faltaram as consultas subsequentes, ndo
realizando todas as etapas do trabalho

(n=2)

Todas as etapas realizadas
(n=10)

Fonte: material elaborado pelo autor
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Dentre os participantes, notou-se uma predominancia de pacientes do género
feminino (80%) sendo 62,50% nuliparas. Quanto a etnia, houve predominio da raga branca
(80%). Sete pacientes (70%) eram naturais de Botucatu ou cidades adjacentes (APENDICE A).

Os pacientes apresentaram média de idade de 32 anos. A média de peso foi de 72kg,
com IMC médio de 26,57kg/m?. A altura média foi de 1,64m (APENDICE A).

Trés pacientes apresentavam comorbidades autoimunes sendo 2 pacientes com
Tireoidite de Hashimoto e 1 paciente com liquen plano e todos faziam uso regular das
medicacdes necessarias para o controle destas comorbidades. Apenas 1 paciente apresentava
antecedente familiar de neoplasia (neoplasia pulmonar) (APENDICE B).

Nenhum paciente apresentava habito pregresso ou atual de tabagismo e etilismo
(APENDICE B).
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3.1.2 Grupo “Referéncia”

Vinte e dois doadores de sangue foram abordados no Hemocentro do Hospital das
Clinicas de Botucatu — UNESP (HC FMB UNESP) ao comparecem para realizar as doacdes
voluntarias, constituindo a totalidade deste grupo. Posteriormente, foi feita escolha aleatéria de
3 individuos do grupo “Referéncia” para compor o pool que sera utilizado na comparacao entre

o perfil global de expressédo de miRNA (Figura 6).

Figura 6 — Grupo “Referéncia”: triagem dos doadores de sangue, etapas realizadas na ocasido da doagao
e escolha aleatdria dentre os participantes

~
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-
Todas as etapas realizadas

na ocasido da doagdo de sangue
(n=22)

Pacientes escolhidos
aleatoriamente

(n=3)

Fonte: material elaborado pelo autor

Dentre os participantes, notou-se uma predominancia de individuos do género
masculino (68,19%). Quanto a etnia, houve predominio da raca branca (77,27%). Dezessete
(77,27%) pacientes eram naturais de Botucatu ou cidades adjacentes (APENDICE C).

Os participantes apresentaram média de idade de 37,09 anos. A média de peso foi
de 83,41kg, com IMC médio de 28,74kg/m?. A altura média foi de 1,71m (APENDICE C).

Trés (13,63%) individuos apresentavam comorbidades sendo apenas 1 (33,33%) de
carater autoimune (Tireoidite de Hashimoto). Todos faziam uso regular das medicacdes
necessarias para o controle destas comorbidades. Apenas 1 (4,55%) participante apresentava

antecedente familiar de neoplasia (neoplasia gastrica).
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Dezenove (86,36%) individuos ndo apresentavam habito pregresso ou atual de
tabagismo e 3 (13,64%) eram tabagistas ativos. Nenhum individuo apresentava habito pregresso
ou atual de etilismo (APENDICE D).

Pelo Teste de Fisher, a comparacdo entre 0s grupos comprovou que foram
semelhantes quanto aos pardmetros avaliados ndo havendo, portanto, viés de selecdo (Tabela
1).

Tabela 1 — Teste de Fisher — Comparacao entre percentual de individuos referentes as variaveis de
caracterizagédo, segundo grupo.

Grupo
Variavel Referéncia Pacientes com P
SKT
Tabagismo 13,60 0,00 0,53
Uso de medicamentos 13,60 40,0 0,16
Comorbidades 13,60 30,0 0,35
Antecedente familiar neoplasia 4,50 10,0 0,53
Género feminino 31,80 80,0 0,02
Raga branca 77,30 80,0 0,58
Multiparidade 14,30 37,5 0,57

Legenda: p = quando < 0,05, indica ser estatisticamente significativo

Pelo Teste t de student, a comparacdo entre 0os grupos comprovou que foram
semelhantes quanto aos parametros avaliados, ndo havendo, portanto, viés de selecdo, exceto
quanto a variavel peso que mostrou discreta diferenca nesta comparacdo mas nao foi levada em

consideracdo nas analises (Tabela 2).
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Tabela 2 — Teste t de student — Comparacao entre média e desvio-padréo referentes as variaveis, segundo
grupo.

Grupo
Variavel Referéncia Pacientes com P
SKT
Idade 37,1 32,20 0,23
8,90 13,60
Peso 83,40 72,00 0,03
12,20 15,30
Altura 1,71 1,64 0,07
0,09 0,07
IMC 28,7 26,60 0,22
4,30 5,20

Legenda: p = quando < 0,05, indica ser estatisticamente significativo

Tendo em vista essas caracteristicas, para compor o pool do grupo “Referéncia”,
realizamos escolha aleatdria de 3 individuos. A comparacdo entre os grupos foi realizada
através de pools, e ndo de forma individualizada, devido a disponibilidade de pouco kits no

Laboratorio NeoGene. Entretanto, esta técnica é bastante utilizada na literatura.
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3.2 Aspectos relacionados a SKT

A maioria dos pacientes (60%) iniciou acompanhamento no Ambulatério de
Malformacdes Vasculares do Servico de Cirurgia Vascular e Endovascular do Hospital das
Clinicas de Botucatu — UNESP (HC FMB/ UNESP) quando adultos, tendo sido firmado o
diagndstico de SKT apenas nesta ocasido.

Oitenta por cento dos pacientes apresentavam todos os componentes da triade
classica para o diagnostico de SKT. Dois pacientes apresentavam apenas a malformacéo capilar
e a hipertrofia como critérios para o diagnéstico da sindrome. Em todos os pacientes, a SKT
acometia os membros inferiores, com predominancia no membro inferior esquerdo (80%).
Apenas 1 (10%) paciente apresentava acometimento do membro inferior esquerdo e também

do dorso e face posterior do brago direito (Quadro 2).

Quadro 2 — Caracteristicas dos individuos do grupo “Pacientes com SKT”: local de acometimento da
sindrome e sinais apresentados para o seu diagndstico

Localizagdo Malformagdo Malformagdo . .
MMII | Outros Capilar Venosa RipSiticte

1 MID - Sim - Sim
2 MID - Sim - Sim
3 MIE - Sim Sim Sim
4 MIE - Sim Sim Sim
5 MIE - Sim Sim Sim
6 MIE - Sim Sim Sim
7 MIE dorso, MSD Sim Sim Sim
8 MIE - Sim Sim Sim
9 MIE - Sim Sim Sim
10 MIE - Sim Sim Sim

““’/'I'I':: ; ((;g;/:)) 5('1"3:/)1 100% 80% 100%

Legenda: MMII = membros inferiores; MID = membro inferior direito; MIE = membro inferior
esquerdo; MSD = membro superior direito

Nenhum paciente apresentava antecedente familiar de SKT mas 2 (20%) relataram
ter membros da familia com “hemangioma”, diagnosticados ao nascimento ¢ sem regressao
com o passar da idade.

Todos os pacientes apresentavam malformagdes capilares (“mancha vinho do

porto) planas, variaveis quanto a extensdo e a tonalidade (eritemato-violacea, résea ou
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violacea), sendo que este foi o primeiro sinal notado pela familia, j& ao nascimento, e sem
involugdo ao longo dos anos. Nenhuma malformacéo capilar apresentava sopro, pulso ou
frémito associados, sinais que poderia sugerir presenca de fistulas arteriovenosas (FAV) e todas
desapareciam com a compressao digital (Quadro 3).

Malformagbes venosas foram notadas em 8 (80%) pacientes. Um paciente
apresentava hipoplasia de veia femoral superficial esquerda e 7 apresentavam varizes sendo
que, na maioria dos casos, estas surgiram na adolescéncia. Apenas 1 paciente multipara referia
piora das varizes ao longo da gestacdo. Nenhum paciente apresentava fistulas arteriovenosas.
Dois pacientes ja haviam sido submetidos a safenectomia interna total no membro acometido
pela SKT, sem intercorréncias, e 4 pacientes a tratamento escleroterapico de varizes com
espuma de polidocanol, também sem intercorréncias (Quadro 4).

Quanto a assimetria nos diametros dos membros, 6 (60%) pacientes mostraram
valores maiores em todos os segmentos aferidos no membro acometido pela SKT (“coxa”,
“perna” e “tornozelo”). Dois pacientes mostraram assimetria entre os didmetros de apenas 2
segmentos (“coxa” ¢ “perna’) e 2 pacientes em apenas 1 segmento (um paciente no segmento
“coxa” e 1 paciente no segmento “tornozelo”). O segmento “coxa” foi 0 mais envolvido quanto
a assimetria, com aumento de suas dimensdes em 9 (90%) pacientes e o segmento “perna” foi
0 que apresentou a maior média de diferenca nos valores de diametro. Um paciente apresentou
comportamento variado entre todos os segmentos aferidos ja que no seu membro acometido
pela SKT, foi constatado didmetro igual no segmento “coxa”, didmetro menor no segmento
“perna” e didmetro maior no segmento “tornozelo”, comparado com o membro contralateral
(Quadro 5).

Foi constatada diferengca no comprimento dos membros inferiores em 3 pacientes,
sendo que os membros acometidos pela SKT eram mais longos. A diferenca variou de 0,3cm a
0,8cm, ndo havendo necessidade de uso de drteses tdo pouco cirurgias ortopédicas corretivas
em nenhum caso.

O sintoma mais referido foi edema (80% dos casos) e dor (70% dos casos) porém
sem que trouxessem limitagdes as atividades de vida diaria. Apesar de rotineiramente prescritos,
apenas 3 pacientes utilizavam flebotdnicos e 5 pacientes mantinham o uso diario de meias de
compressao.

Nenhum paciente apresentou episodios sugestivos de acometimento visceral pela
SKT durante todo o periodo de acompanhamento no Ambulatério de Malformacges Vasculares
do Servico de Cirurgia Vascular e Endovascular do Hospital das Clinicas de Botucatu — UNESP
(HC FMB/ UNESP).



Quadro 3 — Caracteristicas dos individuos do grupo “Pacientes com SKT” referentes a malformagao capilar

If - Momento
Paciente Malformacao percepcio Involugdo Coloragao Pulso Sopro Frémito Desaparece
capilar Compressao digital
mancha

1 Sim a0 nascimento Nao Eritemato-violacea Ausente Ausente Ausente Sim

2 Sim a0 nascimento Nao Rosea Ausente Ausente Ausente Sim

3 Sim a0 nascimento Nao Rosea Ausente Ausente Ausente Sim

4 Sim a0 nascimento Nao Violacea Ausente Ausente Ausente Sim

5 Sim a0 nascimento Nao Eritemato-violacea Ausente Ausente Ausente Sim

6 Sim a0 nascimento Nao Rosea Ausente Ausente Ausente Sim

7 Sim a0 nascimento Nao Violacea Ausente Ausente Ausente Sim

8 Sim ao nascimento Nao Eritemato-violacea Ausente Ausente Ausente Sim

9 Sim a0 nascimento Nao Eritemato-violacea Ausente Ausente Ausente Sim

10 Sim ao nascimento Nao Violacea Ausente Ausente Ausente Sim

~ Erit to-viola =4 (40 . ~ B

Sim= 10 ao nascimento= Ndo=10 & em:éc;:;c: :c(‘:)y) (40%) Nao=10 N&o=10 Ndo= 10 Sim= 10 (100%)
(100%) 10 (100%) (100%) A . (100%) (100%) (100%) - .

Violacea= 3 (30%)




Quadro 4 — Caracteristicas dos individuos do grupo “Pacientes com SKT” referentes as malformagdes venosas

Momento
X . " Piora na Alteragées sistema Tratamentp Tratamento Alteragdes sistema
Paciente Varizes percep¢ao . .. . L .
Varizes Gestagao venoso superficial cirargico escleroterapico venoso profundo

1 - - Nulioara - - - -
2 - - Nulipara - - - -

. . . Insuficiéncia
3 Sim Adolescéncia Sim - - -

VSME

. . Insuficiéncia . .

4 Sim Adolescéncia - Safenectomia VSME Sim -
VSMD e VSME

5 - - Nulipara - - - Hipoplasia VFSE
6 Sim Adolescéncia Nulipara - Sim -
7 Sim Adolescéncia N3ao se aplica - - Sim -
8 Sim Infancia - - - Sim -
9 Sim Adolescéncia Nulipara - - - -

. A - . . Safenectomia
10 Sim Infancia Ndo se aplica Insuficiéncia VSME - -

VSME
Sim=7 Sim=1 Sim=4
3 (30%) 2 (20%)
(70%) (33,33%) (40%)

Legenda: VSMD = veia safena magna direita; VSME = veia safena magna esquerda; VFSE = veia femoral superficial esquerda



Quadro 5 — Caracteristicas dos individuos do grupo “Pacientes com SKT” referentes as dimensdes dos MMII
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Diametro coxa (cm)

Diametro perna (cm)

Diametro tornozelo (cm)

Comparagao didametro por segmento
membro SKT x membro contralateral (sem SKT)

Paciente Localizagao
esquerda  direita diferenga | esquerda direita diferenga | esquerdo  direito  diferenga coxa Perna tornozelo
1* MID 50 52 2 37 39 2 22 23 1 Maior Maior Maior
2 MID 53 56 3 38 39 1 23 23 0 Maior Maior Igual
3 MIE 55 54,5 0,5 39 39 0 22,5 22,5 0 Maior Igual Igual
4* MIE 45,5 44 1,5 36 34 2 23 21,5 1,5 Maior Maior Maior
5 * MIE 53 52 1,0 36,5 34,5 2 21,5 20 1,5 Maior Maior Maior
6 * MIE 58 55 3 41 39 2 26 25 1 Maior Maior Maior
7* MIE 58 54 4 46 42 4 30 26 4 Maior Maior Maior
8 ** MIE 54 54 0 38,5 40 -1,5 24 23 1 Igual Menor Maior
9 MIE 46 45 1 32,5 32 0,5 21 21 0 Maior Maior Igual
10 * MIE 48 47 1 37 35 2 23 22 1 Maior Maior Maior
MID=2(20%) Média=  Média= Média=  Média= Média=  Média= Menor=0 Menor= 1 Menor=0
MIE= 8 (80%) 52,05cm  51,35cm 3815cm  37,35cm 23,60cm  22,70cm Igual= 1 lgual= 1 lgual=3

Legenda: SKT = Sindrome de Klippel-Trenaunay; MID = membro inferior direito; MIE = membro inferior esquerdo.

Maior=9 (90%)

Maior= 8 (80%)

Maior= 7 (70%)

As areas hachuradas em rosa destacam as medidas de cada segmento do membro acometido pela sindrome bem como a condicéo deste apresentar didmetro maior
comparado ao membro contralateral.

(*) pacientes que apresentam todo os segmentos do membro acometido pela SKT com didmetros maiores que os do membro contralateral.

(**) paciente que apresenta comportamento diferente em cada segmento do membro acometido pela SKT comparado ao membro contralateral.

() média das diferengas dos didmetro entre membro acometido pela SKT e membro contralateral, por segmento do membro.
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3.3 Resultados da analise dos miRNA’s

A analise e a comparacao do perfil global de expressdo dos miRNA’s entre 0s
individuos dos grupos “Pacientes com SKT” ¢ “Referéncia” esta representada no diagrama tipo
volcano plot abaixo (Figura 7):

Foram identificados 3 miRNA’s com expressdao diminuida e estatisticamente
significativa (FC >2 e p <0,05) no grupo “Pacientes com SKT”: hsa-miR-320a, hsa-miR-486-
5p e hsa-miR-574-3p (Tabela 3). Ndo foram encontrados miRNA com expressao aumentada e

significancia estatistica.

Figura 7 — Diagrama tipo volcano plot: comparacgdo do perfil global de expressao dos miRNA’s entre
os individuos dos grupos “Pacientes com SKT” e “Referéncia”

Volcano Plot (P-Value vs Fold Change)
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Legend

Study: Untitled, disease vs control, Fold Change Boundary: 2.0, P-Value Boundary: 0.05

Fonte: material elaborado pelo autor

Tabela 3 — miRNA’s com expressao diminuida no grupo “Pacientes com SKT”

mMiRNA FC p
hsa-miR-486-5p 0.046 0.032
hsa-miR-574-3p 0.029 0.042
hsa-miR-320a 0.032 0.046

Legenda: miRNA = microRNA; FC = fold change; p = quando < 0,05, indica ser estatisticamente
significativo; hsa = relativo a espécie Homo sapiens; miR = microRNA maduro
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Iniciou-se, entdo, a pesquisa em bases de dados para analisar a existéncia de correlacédo
entre estes MiIRNA e seus transcritos alvos preditos, através de algoritmos de predicao.

A primeira base de dados consultada foi a miRWalk 2.0. Nesta busca foram
identificados diversos transcritos alvos preditos para cada um dos microRNA pesquisados.

Em seguida, utilizou-se a base de dados Enrichr que contém diversas bibliotecas e
permite a pesquisa de varias tépicos relacionados ao item de interesse, fornecendo diferentes
maneiras de visualizar os resultados. Nesta base de dados, a partir do link “pathways”, foi
pesquisada a hipotese de haver correlagdes entre os transcritos alvos preditos de cada um dos
trés miRNA de interesse com vias moleculares relacionadas a alguns genes ja descritos como
tendo envolvimento na SKT (PIK3CA e AGGF1), e relacionadas a angiogénese, processo
potencialmente exacerbado na SKT.

Na base de dados Enrichr, ha 20 bibliotecas de dados relacionada a vias
moleculares. Destas, 13 (65%) guardavam alguma relagdo com os termos pesquisados sendo
que o maior numero de associagdes estavam presentes entre os transcritos alvos preditos do

hsa-miR-320a e hsa-miRNA-486-5p (Quadro 6).

Quadro 6 — Pesquisa relacionadas as vias moleculares nas bibliotecas encontradas na base de dados
Enrichr

hsa-miR-320a hsa-miR-486-5p hsa-miR-574-3p
angiogénese PIK3CA AGGF1 | angiogénese PIK3CA AGGF1 | angiogénese PIK3CA AGGF1

Biblioteca

WikiPathways
2016

ARCHS4 Kinases
Coexp

BioCarta 2016 X X
NCI-Nature 2016
Panther 2016 X X X
BioPlex 2017 X X X X

PPl Hub Proteins
KEA 2015 X X X
LINCS L1000

Kinase

Perturbations

down

LINCS L1000

Kinase X X X
Perturbations up

Kinase

Perturbations X X X
from GEO down

Kinase

Perturbations X X

from GEO up

CORUM X X

Legenda: x = apresenta associagao

X X X

>
>
>

>
>
>
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A associagdo entre os transcritos alvos preditos do hsa-miRNA-320a mostrou-se
positiva para angiogénese em algumas bibliotecas, incluindo a biblioteca Panther 2016, porém
sem ser estatisticamente significativa (Figura 8). Ocorre associagdo positiva para 0 AGGF1
quando pesquisada na biblioteca BioPlex 2017, porém também ser ser estatisticamente

significativa (Figura 9).

Figura 8 — Biblioteca Panther 2016: resultado da pesquisa quanto existéncia de associacdo entre
transcritos alvos do hsa-miR-320a e angiogénese.

Panther 2016 Bar Graph Clustergram o
Howver each row to see the overlapping genes.
10 ¥ | entries per page Search: angiogenesis
Index  Mame Pwvalue  Adjusted pvalue  Z-score Combined score
36 Angiogenesis_Homo sapiens_PO0005 0.1682 0.4033 227 -4.05

Fonte: http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/

Figura 9 — Biblioteca BioPlex 2017: resultado da pesquisa quanto existéncia de associacdo entre
transcritos alvos do hsa-miR-320a e gene AGGF1.

BioPlex 2017 Bar Graph Clustergram (i)
Hover each row to see the overlapping genes.
10 ¥ entries per page Search: AGGF1
Index Name P-value Adjusted p-value Z-score Combined score
3418 AGGF1 0.5113 0.9812 73.11 -49.04

Fonte: http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/
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Dentre as associagdes referentes ao hsa-miRNA-486-5p, houve associagao positiva
com angiogénese em 4 bibliotecas porém apenas 2 destas relacdes foram estatisticamente
significativas. Na biblioteca Panther 2016 houve forte representacio da relacdo com

angiogénese, configurando como a principal via envolvida (primeira a ser citada) (Figura 11).

Figura 10 — Biblioteca Panther 2016: resultado da pesquisa quanto existéncia de associagdo entre
transcritos alvos do hsa-miR-486-5p e angiogénese

Panther 2016 Bar Graph Clustergram (5]
Hover each row to see the overlapping genes.
10 ¥ entries per page Search: angiogenesis
Adjusted p- z- Combined
Irfgt Name P-value value score score
Angiogenesis_Homao
@ sapiens_P000O5 0.0001352 0.01298 -1.66 14.81

Fonte: http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/

Figura 11 — Biblioteca Panther 2016: resultado da pesquisa quanto existéncia de associacdo entre
transcritos alvos do hsa-miR-486-5p e angiogénese — gréfico de barras

Panther 2016 Table Clustergram & ©

Click the bars to sort. Now sorted by combined score.

¥4 ]
L |

| ‘

Homo sapiens_P00047

ase-presenilin pathway_Homo sapiens_PO0004

piomelanocortin pathway_Homo sapiens_P05917

receptor mediated signaling pathway_Homo sapiens_P04374

Fonte: http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/
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Ainda referente aos transcritos alvos do hsa-486-5p, foi encontrada associagao
positiva com o AGGF1 na biblioteca BioPlex 2017, porém de forma estatisticamente nao

significativa.

Figura 12 — Biblioteca BioPlex 2017: resultado da pesquisa quanto existéncia de associacdo entre
transcritos alvos do hsa-miR-486-5p e gene AGGF1

BioPlex 2017 Bar Graph Clustergram (5 )
Howver each row to see the overlapping genes.
10 v entries per page Search: AGGF1
Index Name P-value Adjusted p-value Z-score Combined score
2744 AGGH 0.5749 0.8909 68.19 -37.75

Fonte: http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/

Os transcritos alvos preditos do hsa-miRNA-574 foram os que guardaram menor
nimero de associacdes. Houve associacdo positiva com a angiogénese em 2 bibliotecas sendo
que na biblioteca Panther 2016, esta associacdo mostrou ser estatisticamente significativa. Nao

houve associacao com o0 AGGF1 na biblioteca BioPlex 2017 assim como em nenhuma outra.

Figura 13 — Biblioteca Panther 2016: resultado da pesquisa quanto existéncia de associagdo entre
transcritos alvos do hsa-miR-574-3p e angiogénese

Panther 2016 Bar Graph Clustergram i
Howver each row to see the overlapping genes.
10 ¥ |entries per page Search: angiogenssis
Index  Mame Pvalue  Adjusted p-value  Z-score Combined score
14 Angiogenesis_Homo sapiens_PO0005  0.03379 0.1229 -0.13 0.43

Fonte: http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/
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Figura 14 — Biblioteca BioPlex 2017: resultado da pesquisa quanto existéncia de associacdo entre
transcritos alvos do hsa-miR-574-3p e gene AGGF1

BioPlex 2017 Bar Graph QERE Clustergram L1
Hower each row to see the overlapping genes.
10 ¥ |entries per page Search: | AGGF
Index Name P-value Adjusted p-value Z-score Combined score

Mo matching records found

Fonte: http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/

Nesta mesma base de dados, a partir do link “onfologies” foi pesquisada a hipotese
de haver correlagdes ontoldgicas com angiogénese e a propria SKT.

Na base de dados Enrichr, ha 8 bibliotecas de dados relacionadas a ontologia.
Destas, apenas 3 (37,5%) apresentaram alguma relagdo com os termos da pesquisa. Houve o

mesmo numero de associagdes para todos os miRNA’s (Quadro 7).

Quadro 7 — Pesquisa relacionadas a ontologia nas bibliotecas encontradas na base de dados Enrichr

hsa-miR-320a hsa-miR-486-5p hsa-miR-574-3p
Bibliotecas
angiogénese SKT angiogénese  SKT angiogénese SKT

GO Biological Process
2017b X X X
MGI Mammalian
Phenotype 2017 X X X
Jensen DISEASES X X X

Legenda: x = apresenta associagao

Dentre as associagOes referentes ao hsa-320a, houve relagdo estatisticamente
significativa com angiogénese em 2 bibliotecas - GO Biological Process 2017b e MGI
Mammalian Phemotype 2017 — sendo que nesta Ultima a relagdo foi com a angiogénese
anormal. Na biblioteca Jensen DISEASES, foi encontrada associacdo positiva com SKT de
forma estatisticamente significativa — aqui, chama a atencdo a associagdo com os genes INGS5,
SALL3, RASAL, AKT3, além da associacdo com AGGF1.
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Figura 15 — Biblioteca GO Biological Process 2017b: resultado da pesquisa quanto existéncia de
associagéo entre transcritos alvos do hsa-miR-320a e angiogénese

GO Biological Process 2017b Bar Graph Clustergram o
Hover each row to see the overlapping genes.
I 25 T Iercries pEr page Search: angiogenesis
Index Mame F-value Adjusted p- Z-score Combined
value score
407 Fgg;ﬁﬁ;;%;gﬂmn DT IEE = 0,001468 0.03455 2,09 13.64

Fonte: http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/

Figura 16 — Biblioteca MGl Mammalian Phenotypr 2017: resultado da pesquisa quanto existéncia de
associagéo entre transcritos alvos do hsa-miR-320a e angiogénese

MGI Mammalian Phenotype 2017 Bar Graph Clustergram o
Howver each row to see the overlapping genes.
10 T |entries per page Search: angiogenesis
Index Mame P-value Adjusted Z-score Combined
p-value SCOfe
156 MP:0000260_abnormal_angiogenesis 0.01404 0.30:22 1.72 -f.32

Fonte: http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/

Figura 17 — Biblioteca Jensen DISEASES: resultado da pesquisa quanto existéncia de associagéo entre
transcritos alvos do hsa-miR-320a e SKT

Jensen DISEASES Bar Graph Clustergram o
Hower each row to see the awverlapping genes.
10 ¥ entries per page Search:| Klippel-Trenaunay |
Index  Name P-value Adjusted pvalue  Z-score Combined score
318 Klippel-Trenaunay_syndrome 0.04774 0.6897 4.76 -14.48

Fonte: http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/

Dentre as associagdes referentes ao hsa-486-5p, houve relagdo com angiogénese em
2 bibliotecas sendo que na biblioteca GO Biological Process 2017b e na biblioteca MGI
Mammalian Phemotype 2017 a associagao foi estatisticamente significativa. Na biblioteca

Jensen DISEASES, foi encontrada associagdo positiva com SKT porém de forma ndo
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estatisticamente significativa — aqui, chama a atencdo a associacao com os genes INGS5 e

MYZAP, sem apresentar associagao com AGGFI1.

Figura 18 — Biblioteca GO Biological Process 2017b: resultado da pesquisa quanto existéncia de
associacgdo entre transcritos alvos do hsa-miR-486-5p e angiogénese

GO Biological Process 2017b

Hover each row to see the overlapping genes.

10 ¥ | entries per page

Bar Graph Clustergram 1]

Search: &ngiogenssis

Index  Name P-value Adjustedp- 5 . Combined
value score
cell migration imwoled in sprouting I
239 angiozenesis (G0:0002042) 0.006220 0.2395 2.1 10.72
250 Fﬂ?ﬁggﬁgﬂ“m of angiogenesis 001687 0.3243 212 e
positive regulation of blood vessel
417 endothelial cell proliferation invohsed 0.02476 0.3914 1.48 5.46
in sprouting angiogenesis ' ’
(GOe1903589)
positive regulation of sprouting c )
700 angiogenesis (GO:1903672) 0u03480 0.5782 0.33 0.83
758 {E%Ba&%gggjangmgenesm 0,02990 e i 039
w030 2B :E;E‘E'E%EFFM"”E angiogenesis 004002 0.4674 031 028

Fonte: http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/

Figura 19 — Biblioteca MGl Mammalian Phenotype 2017: resultado da pesquisa quanto existéncia de
associagdo entre transcritos alvos do hsa-miR-486-5p e angiogénese

MGI Mammalian Phenotype 2017 Bar Graph Clustergram 0
Hower each row to see the owverlapping genes.
10 ¥ |entries per page Search: | angiogenesis
Indes Name pvalue Adjusted Z- Combined
p-value score score
144 MP:0005602_decreased_angiogenesis 0.01982 04763 1.66 -6.50
538 MP:0000260_abnormal_angiogenesis 0.1969 0.6782 16.06 -26.10
1895 MP:0005601_increased_angiogenesis 02248 0.6861 5332 -79.63
2650 MP:0008778_abnormal_kymphangiogenesis 0.5033 0.7393  263.86 -181.14

Fonte: http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/
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Figura 20 — Biblioteca Jensen DISEASES: resultado da pesquisa quanto existéncia de associagdo entre
transcritos alvos do hsa-miR-486-5p e SKT

Jensen DISEASES Bar Graph Clustergram (i
Howver each row to see the overlapping genes.
10 ¥ entries per page Search:| klippel-trenaunay |
Index Name p.value Adjusted p- Z- Combined
TS, MYZAP value sCore score
382 Klippel-Trenaunay_syndrome 0.2818 0.8383 22.39 -28.35

Fonte: http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/

Os transcritos alvos preditos do hsa-miR-574-3p também manifestaram relacao
com angiogénese ¢ SKT nas mesmas bibliotecas: GO Biological Process 2017b, MGI
Mammalian Phemotype 2017 e Jensen DISEASES. Porém, estas associagdes nao foram
estatisticamente significativas. Chama a atencao a associacdo com o gene INGS5, sem apresentar

associacao com AGGF1.

Figura 21 — Biblioteca MGl Mammalian Phenotype 2017: resultado da pesquisa quanto existéncia de
associagdo entre transcritos alvos do hsa-miR-574-3p e angiogénese

MGI Mammalian Phenotype 2017 Bar Graph Clustergram 0
Hower each row to see the overlapping genes.
10 ¥ | entries per page Search: | angiogenesis
Index  MName P- Adjustedp- 5 o ore  Combined score
value value
181 MP:0000260_sbnormal_angiogenesis 0.7222 0.7406 36.64 -11.93
620 MP:0005602_decreased_angiogenesis  0.09405 02944 15.73 -37.30
1233 MP:0005601 _increased_angiogenesis 0.3128 0.4374 68.36 -79.43

Fonte: http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/
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Figura 22 — Biblioteca GO Biological Process 2017b: resultado da pesquisa quanto existéncia de
associagéo entre transcritos alvos do hsa-miR-574-3p e angiogénese

GO Biological Process 2017b

Hower each row to see the overlapping genes.

23 ¥ |entries per page

Bar Graph Clustergram i

Search: | angiogenesis

Indiex Mame P-value Adjusted p- Z-score Combined
value score

882 Fé%f‘égfﬁrﬁe%““”” of angiogenesis 0.1150 0.4141 0.07 0.16
positive regulation of sprouting .

1245 angiogenesis (GO:1903672) 0.7535 0.7923 6.99 1.98
angiogenesis invokved in wound I

1929 healinag (GO:0060055) 0.13458 0.4238 1.79 3.59
positive regulation of blood vessel

1931 endothelizl cell proliferation invohed 0.6220 0.6844 7.58 360
in sprouting angiogenesis ’ ’ ' ’
(GO:1903589)

1981 Fé‘?ﬁﬁ;gﬁg‘f"“n of angiogenesis 0.5060 0.6049 5.43 3.70
negative regulation of sprouting )

2520 angiogenesis (GO:1903671) 0.2007 0.4445 2.99 4,80
cell migration imvobved in sprouting < )

273 angiogenesis (G0-0002042) 0.4771 0.3857 2.07 6.1
positive regulation of cell migration

2927 invoheed in sprouting angiogenesis 0.3797 0.5377 .07 -8.79
(GOn0090050)
negative regulation of cell migration

3014  invoheed in sprouting angiogenesis 0.3582 0.5349 g.e4 -8.50
(GOM00%0051)
negative regulation of blood vessel

3013 endothelizl cell proliferation invohed 0.3582 0.5349 9.70 .96
in sprouting angiogenesis ’ ’ ’ ’
(GOe1903538)

00 o8 '15';&"3"5?";]5““”“”5 EIERESIEE 0.3582 0.5349 9.85 0.1

3128 {E%{Bﬂ‘;‘;g;angi”-ge”'z“s 0.3259 05254 1027 1121

Fonte: http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/

Figura 23 — Biblioteca Jensen DISEASES: resultado da pesquisa quanto existéncia de associagao entre

transcritos alvos do hsa-miR-574-3p e SKT

Jensen DISEASES

Howver each row to see the overlapping genes.

Bar Graph Clustergram o

10 ¥ entries per page Search:| Klippel-Trenaunay
Index MName P-value Adjusted p-value Z-score Combined score
290 Klippel-Trenaunay_syndrome 0.2123 0.3865 17.09 -26.48

Fonte: http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/
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Apdbs as andlises individualizadas, optamos por avaliar quais transcritos alvos

preditos eram semelhantes entre os 3 miRNA’s de interesse, chegando-se a um total de 24

transcritos alvos (Quadro 8). Optamos por especificar apenas 0s transcritos alvos em comum

por ser um montante bem menor comparado a quantidade de transcritos alvos de cada

microRNA de interesse (0 hsa-miR-320a relacionou-se a 7.931 transcritos alvos, o hsa-miR-

486-5p a 2.817 e 0 hsa-miR-574-3p a 891).

Quadro 8 — Relacdo do transcritos alvos comuns aos 3 miRNA com expressdo diminuidas entre os

pacientes com SKT

Simbolo Nome Fungao Identificacao
Cyclic AMP-dependent
ATF6 transcription factor ATF6- Transcricao 22926
alpha
ATMIN ATM interactor Transcri¢ao 23300
Sarcoplasmic/
ATP2A2  endoplasmic retoculum Transporte de calcio e ions 488
calcium ATPase 2
ATXN1  Ataxin-1-like Transcrigo e regulacdo 342371
Da transcrigao
BACE1 Beta-secretase 1 Protease 23621
BACE2 Beta-secretase 2 Protease 25825
BMP3 Bone ‘morphogenetlc O.steoge.nes~e, condrogénese, 651
protein 3 diferenciagao
CASK Kappa-casein Transp:orte transmembrana, 1448
lactagdo
COL4A4  Collagen alpha 1(IV) chain  Angiogénese 1282
Death-inducer
DIDO1 A 11
© obliterator 1 poptose 083
RNA polymerase EE ~ -
ELL2 e e e (AL Regulagdo e transcri¢ao 22936
Transcriptional ~ -
ERG regulator ERG Regulagdo e transcri¢ao 2078
ING5 Inhlbl.tor of growth Regulagdo e transcrigao 84289
protein 5
UPF 0606 protein Disfunc¢do envolvido no
KIAA1549 KIAA1549 astrocitoma >7670
KLF13 Krueppel like fator 13 Regulacao e transcri¢ao 51621
KLHL3 Kelch-like protein 3 EnVOIVId? no . 26249
pseudohipoaldosteronismo
NIPA1 Magnesium transporter Transporte de ions 123606
NIPA 1
Nuclear reception Espermatogénese,
NR2C2  sufamily 2 group C regulacdo, transcricdo, 7182
member 2 diferenciagdo
OSMR Oncostation M specific Receptor de membrana, 9180

receptor subunit beta

envolvido na amiloidose



Quadro 8 — Relagao do transcritos alvos comuns aos 3 miRNA com expressdo diminuidas entre os

pacientes com SKT

(continuagdo)
Pyruvate dehydrogenase
PDK3 kinase isozyme 3,

mitochondrial

SLC2AA4 Sod{um/ potassium/
calcium exchanger 4

SWAP70 SW|tch associated
protein 70
Ww domain-containing

WWTR1 transcription regulator
protein 1

ZNF652  Zinc finger protein 652

Metabolismo de carboidrato

. 5165
e glicose
TrarTsp.orte c!e §od|o, 123041
potassio e calcio
Ligantes de DNA 23075
Regulacao e transcricao 25937
Transcricao 22834
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Estes transcritos alvos comuns entre 0os 3 miRNA com expressdo diminuida foram

encarados como um conjunto de transcritos alvos relacionados, hipoteticamente, ao “hsa-miR-

320a + hsa-miR-486-5p + hsa-miR-574-3p”. Realizamos as mesmas pesquisas feitas

anteriormente, nas mesmas bibliotecas da base de dados Enrichr, para verificarmos a ocorréncia

das mesmas associagoes.

Quadro 9 — Pesquisa relacionadas as vias moleculares nas bibliotecas encontradas na base de dados

Enrichr

hsa-miR-320a + hsa-miR-486-5p + hsa-miR-574-3p

Bibliotecas
angiogénese PIK3CA AGGF1

ARCHS4 Kinases Coexp X
NCI-Nature 2016 X

LINCS L1000 Kinase Perturbations down X
LINCS L1000 Kinase Perturbations up X
Kinase Perturbations from GEO down X
Kinase Perturbations from GEO up X

Legenda: x = apresenta associagao

A partir do link “pathways”, foi pesquisada a hipotese de haver correlagdes entre

0s transcritos alvos preditos em comum com vias moleculares relacionadas a alguns genes ja

descritos como tendo envolvimento na SKT (PIK3CA e AGGF1), e relacionadas a angiogénese,
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processo potencialmente exacerbado na SKT (Quadro 9). Nesta pesquisa, encontrou-se
associacdo positiva com a angiogénese apenas na biblioteca NCI-Nature 2016, porém sem ser
estatisticamente significativa, e ndo houve relagdo com o AGGF1 em nenhuma biblioteca

pesquisada.

Figura 24 — Biblioteca Panther 2016: resultado da pesquisa quanto existéncia de associacdo entre
transcritos alvos comuns aos trés miRNA’s e angiogénese

NCI-Nature 2016 Bar Graph REME Clustergram i)
Howver each row to see the overlapping genes.
10 ¥ |entries per page Search: angiogenesis
Index Name val:t; A?ﬂ:ﬁﬁﬂ scm?e- Cﬂmt;!::erg
8 Integrins in angiogenesis_Homo sapiens_2ddeacs- 0.08296 0.08295 133 3.30

6194-11e3-8ac5-06603eb7f303

Fonte: Fonte: http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/

A partir do link “ontologies” foi pesquisada a hipotese de haver correlagdes
ontologicas com angiogénese, ¢ a propria SKT (Quadro 10). Nesta pesquisa, encontrou-se
associacdo positiva com a angiogénese apenas em uma biblioteca, chamada Mammalian
Phenotype 2017, porém sem ser estatisticamente significativa. Na biblioteca Jensen
DISEASES, foi encontrada forte associagdo positiva com SKT de forma estatisticamente
significativa, sendo a quinta associagdo mencionada — nesta associa¢do, chama a atencdo a
mengdo apenas ao gene ING5 como relacionado a SKT, sem apresentar associagdo com

AGGF1.

Quadro 10 — Pesquisa relacionadas a ontologia nas bibliotecas encontradas na base de dados Enrichr

(320a) + (486-5p) + (574-3p)

Bibliotecas
angiogénese Klippel-Trenaunay
MGI Mammalian Phenotype 2017 X
Jensen DISEASES X

Legenda: x = apresenta associa¢ao
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Figura 25 — Biblioteca MGl Mammalian Phenotype 2017: resultado da pesquisa quanto existéncia de
associagao entre transcritos alvos comuns aos trés miRNA’s e angiogénese

MGI Mammalian Phenotype 2017 Bar Graph Clustergram 0
Hower each row to see the overlapping genes.
10 ¥ | entries per page Search: | angiogenssis
Index  Name P- Adjusted p- 7 core  Combined score
value value
259 MP:0005602_decreased_angiogenesis  0.07408 0.1099 5.26 -13.70

Fonte: http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/

Figura 26 — Biblioteca Jensen DISEASES: resultado da pesquisa quanto existéncia de associagdo entre
transcritos alvos comuns aos trés miRNA’s e SKT — grafico de barras

Jensen DISEASES CEaea) Table  Clustergram & ©

Click the bars to sort. Now sorted by combined score.

ay_syndrome _

. ‘

europathy

ropathy

xinemia

5

Fonte: http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/



Figura 27— Biblioteca Jensen DISEASES: resultado da pesquisa quanto existéncia de associacao entre
transcritos alvos comuns aos trés miRNA’s e SKT

Jensen DISEASES Bar Graph Clustergram (i
Howver each row to see the overlapping genes.
10 ¥ entries per page Search4 Klippel-Trenaunay
Ipdex  MName P-value Adjusted p-value Z-score Combined score
Qa) Klippel-Trenaunay_syndrome 0.01667 0.04624 -1.49 6.10

Fonte: http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/

Quadro 11 — Resumo das associa¢fes dos 3 miRNA’s com expressdo diminuida no grupo “Pacientes
com SKT” com as vias moleculares e com a ontologia, encontradas na base de dados Enrichr
hsa-miR-320a +
hsa-miR-320a  hsa-miR-486-5p hsa-miR-574-3p hsa-miR-486-5p +
hsa-mir-574-3p

Vias moleculares

Angiogénese X X X X

Estatisticamente
Significativo

AGGF1 X X

Estatisticamente o
Significativo

Ontologia

Angiogénese X X X X

Estatisticamente

Significativo sim sim e e

SKT X X X X

Estatisticamente

Significativo St nao N Sl

Legenda: x = apresenta associagdo
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Quadro 12 — Resumo das associagdes dos 3 miRNA’s com expressdo diminuida no grupo “Pacientes
com SKT” com os transcritos alvos preditos, encontradas na base de dados Enrichr

(hsa-miR-320a) +
hsa-miR-320a  hsa-miR-486-5p hsa-miR-574-3p  (hsa-miR-486-5p) +
(hsa-mir-574-3p)

Ontologia
SKT X X X X
S|gn|f’|ca.nc|a sim nao Nao X
estatistica
ING5, SALL3,
Genes RASA1, AKT3, ING5, MYZAP ING5 ING5
AGGEL

Legenda: x = apresenta associagdo

Quadro 13 — Diagrama de Venn ilustrando os genes que mantém relacdo com SKT e com 0s transcritos
alvos preditos dos trés miRNA’s, na biblioteca Jensen DISEASES

hsa-miR-320a

SALL3  RASA1
AKT3 AGGF1

hsa-miR-486-5p

hsa-miR-574-3p
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4. DISCUSSAO

Os dados coletados e tabulados referentes ao grupo “Pacientes com SKT” vao de
encontro a algumas informagdes ja relatadas na literatura. Em todos os pacientes, o diagndstico
correto quanto a ser portador da SKT s6 foi firmado na fase adulta, ao iniciar o
acompanhamento no Ambulatério de Malformacdes Vasculares, o que pode refletir o
desconhecimento sobre a sindrome, ja que se trata de uma doenca rara. Nenhum paciente
apresentava antecedente familiar de SKT e 2 relatavam casos de ‘“hemangioma” em
sobrinhos. 1t 20:47

Embora relatado por vérias fontes que ndo ha predilecao por raca e género houve
predominancia de individuos da raca branca e de mulheres, o0 que pode ter sido influenciado
pelo pequeno tamanho da amostra.t* 2 Dentre as mulheres multiparas, 1 relatou piora do quadro
de varizes durante a gestacdo, o que associamos as alteracfes corpdreas tipicas da gestacdo e,
também, a uma possivel resposta aos niveis hormonais aumentados neste periodo.l” 4’ Houve
também, em todos 0s casos, relato de inicio ou piora do quadro de varizes a partir da puberdade
e adolescéncia, 0 que também pode estar relacionado com a mudanga no padrdo hormonal deste
periodo da vida.*8: 49

Em todos os pacientes do grupo houve acometimento dos membros inferiores de
forma unilateral, predominantemente no membro inferior esquerdo. Apenas 1 paciente
apresentou acometimento concomitante do dorso e face posterior do membro superior direito,
0 que reforca a relacdo com dados relatados em outros trabalhos a respeito do comportamento
habitual da SKT ser em membros inferiores e de forma unilateral'® 2> 47

Oitenta por cento dos pacientes apresentavam todos 0s critérios para diagnostico da
SKT, porcentagem maior do que a relatada em trabalhos epidemioldgicos que abordam a
sindrome.’® 4 A malformacéo capilar, percebida ja ao nascimento ou na infancia, estava
presente em todos os pacientes. Apesar de a hipertrofia ser o sintoma de menor frequéncia,
todos os pacientes a manifestavam.'® %0 Frente ao fato de as varizes serem patologia frequente,
acreditamos que isto possa contribuir para que a SKT seja negligenciada.

Nenhum paciente apresentava relato de hemorragias cuténeas relacionadas as
malformacdes capilares. Dois pacientes relatavam ja ter sofrido ao menos 2 episddios de
celulite, com boa resposta a ciclos curtos de antibiéticos. Um paciente apresentava malformagéo
linfatica cutdnea microcistica proxima a malformacgdo capilar tendo esta &rea também

acometida pelos sinais e sintomas de celulite quando de um dos episodios desenvolvidos.*> 2

47
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Foram notados diversos comportamentos quanto a hipertrofia. Como ja
mencionado na literatura, este € o sinal cardinal da SKT com maior variabilidade quanto a sua
apresentacdo.™ ° Seis pacientes apresentavam aumento no diametro do membro em todos os
segmentos compartimentalizados para anélise, sendo o segmento “coxa” o mais acometido. Os
demais pacientes apresentaram apenas um ou dois compartimentos (“perna” ou “tornozelo”)
com maior didametro, sendo que o compartimento “perna” foi o de didmetro mais variavel. Um
paciente apresentou a maior variabilidade quanto a hipertrofia do membro acometido pela SKT
pois apresentava redugdo no didmetro de um dos compartimentos quando comparado ao
membro contralateral. Embora mais rara, a hipotrofia no membro acometido pela SKT pode
ocorrer.20: 26

Trés pacientes apresentavam discrepancia quanto ao comprimento dos membros
inferiores, com o membro envolvido na SKT sendo mais longo que o contralateral, com
diferenca variando de 0,3cm a 0,8cm. Nenhum paciente necessitava de uso habitual de drteses
ou mesmo cirurgias ortopédicas corretivas, ja que estas tem suas indicacdes quando ha
discrepancias maiores que 2cm entre o comprimento dos membros inferiores.!3 16 47

Trés pacientes apresentavam macrodactilia em algum pododéactilo do membro
acometido sendo que 2 deles ja tinham sido submetidos a amputacGes parciais do dedo devido
desconforto que isso acarretava quanto ao uso de cal¢ado, porcentagem de acometimento e
manejo desta condicdo semelhante ao postulado por outros servigos.*’

Oito pacientes apresentavam malformacfes venosas no membro acometido pela
SKT, numeros proximo ao relatado em alguns trabalhos, inclusive epidemiol6gicos, quanto a
sindrome.6: 17: 26.50 Sete pacientes eram portadores de varizes e 1 paciente tinha hipotrofia de
veia femoral superficial.'® Dois pacientes ja haviam sido submetidos a safenectomia interna
total e 4 a escleroterapia com espuma de polidocanol sendo que nenhum dos pacientes
submetidos a algum destes procedimentos desenvolveu hemorragias ou complicacfes, o que
apoia a ideia de que a doenca varicosa possa ser abordada cirurgicamente ou com técnicas
minimamente invasivas no paciente com SKT que apresentem o sistema venoso patente,'® 4748
N&o houve casos relatados de trombose venosa profunda ou mesmo embolia pulmonar em
nenhum dos pacientes e mesmo aqueles submetidos a algum procedimento cirurgico apenas
utilizaram a profilaxia padrdo recomendada, adequada ao grau da cirurgia que seria realizada.*3

O sintoma referido com mais frequéncia foi dor em peso no membro envolvido na
SKT, como ja reportado na literatura.!® 1" 47 No entanto, tanto este sintoma quanto a
malformacao capilar, a hipertrofia do membro e as alteracdes venosas, sinais proprios da SKT,

ndo eram limitantes ou influenciavam na qualidade de vida de nenhum paciente, aspecto sempre
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indagado nas consultas frente ao potencial impacto psicolégico que a sindrome pode trazer.*’
Embora prescritos de forma rotineira, apenas 3 pacientes faziam uso de fleboténico de forma
habitual assim como apenas 5 faziam uso de meias de compressdo de forma também habitual >
47

Na avaliacdo inicial de todos os pacientes, foram submetidos os exames que
habitualmente fazem parte da abordagem ambulatorial dos pacientes com SKT. Dessa forma,
foram solicitados US duplex venoso de membros inferiores, ja que € um método nao invasivo
e que traz informagdes a respeito da anatomia, perviedade e competéncia dos sistemas venosos
superficial e profundo, e a escanometria para avaliar possiveis discrepancias no comprimento
dos membros inferiores. Ressaltamos que a escanometria tem sua melhor aplicabilidade no
periodo em que o crescimento 0sseo ainda esta em curso mas optamos por solicita-lo, mesmo
frente ao fato de os pacientes ja iniciarem o acompanhamento na fase adulta, como parte de sua
documentacéo clinica.’®* Ao longo de todo o periodo de acompanhamento no ambulatorio,
nenhum paciente foi submetido a exames de imagem voltados para a pesquisa de acometimento
visceral pela SKT ja que, habitualmente, solicitamos tais exames apenas quando relatados sinais
ou sintomas sugestivos deste cenario.!> ©® Nenhum paciente foi submetido a US arterial,
ressonancia nuclear magnética (RNM) ou mesmo arteriografia pois seguindo o fluxograma
vigente no Ambulatério de MalformacBes Vasculares do Servico de Cirurgia Vascular e
Endovascular do Hospital das Clinicas de Botucatu — UNESP (HC FMB/ UNESP), solicitamos
tais exames apenas em casos sugestivos de fistula arteriovenosa, o que nao se configurou entre
0s pacientes do estudo.

Devido a natureza esporadica e familiar infreqliente, é tecnicamente desafiador
identificar as anormalidades cromossdmicas e genéticas associadas a SKT ja que a maioria dos
pacientes com SKT apresentam cari6tipo normal. 2 No entanto, a caracterizagdo de
anormalidades citogenéticas como translocacGes associadas a doencas € uma abordagem muito
util para identificar genes de doengas humanas.?

Algumas anormalidades cromossdmicas foram relatadas em alguns pacientes com
SKT mais ainda necessitam de maiores estudos para firmarem sua relagio com a sindrome. E
0 caso da translocacdo balanceada t (8; 14) (g22.3; g13), do extra cromossomo de anel
supernumerario 18 e de mutagdes do gene PIK3CA. Mais anélises poderao levar a identificacdo
de um outros genes envolvido na SKT.?

A existéncia de um gene de susceptibilidade para SKT foi pautada a partir da
observacdo da translocacdo t (5; 11) (g13.3; p15.1), ja que o ponto de interrupcdo da

translocacdo 5913.3 € localizado no promotor de AGGF1, aumentando significativamente a sua
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transcricdo. Anteriormente chamado VG5G e mais recentemente nomeado como AGGF1, sua
proteina atua como potente fator angiogénico e foi claramente detectada em células relevantes
para SKT, incluindo células endoteliais, vasculares, células musculares lisas e osteoblastos, 0
que estabeleceu AGGF1 como um gene de susceptibilidade para SKT, e mostram que o
aumento da angiogénese é o mecanismo patogénico molecular da sindrome.?®

Por conta do que ja foi esclarecido como tendo relagdo com a SKT, nos detivemos
adirecionar a discussao sobre os miRNA encontrados alterados no estudo baseados nas relagdes
com angiogénese, AGGF1 e a propria SKT.

Atualmente, a angiogénese é considerada um processo bioldgico complexo e
dindmico. Evidéncias mostram que a angiogénese € essencial durante o desenvolvimento
embrionario, mas torna-se particularmente quiescente na idade adulta; porém, as células
endoteliais mantém sua capacidade de se dividir rapidamente em resposta a estimulos
fisioldgicos, como, por exemplo, durante a fungdo reprodutiva feminina e a cicatrizagdo de
feridas para promover a reparacio dos tecidos.®®

O equilibrio entre estimuladore e os inibidores da angiogénese podem resultar em
muitos distarbios como vérios tipos de cancer, doencas isquémicas e inflamatorias,
determinando a progressao da doenca. Observacgdes recentes sugerem que alguns miRNA’s sdo
necessarios durante a angiogénese e, através dos perfis de expressdo, guardam relacdo com a
sua regulacéo.®

No estudo, 3 miRNA’s apresentaram expressdo diminuida entre os individuos do
grupo “Pacientes com SKT”: hsa-miR-320a, hsa-miR-486-5p e hsa-miR-574-3p. Dessa forma,
pelo fato de os miRNA’s regularem uma proporcao significativa dos genes no genoma humano,
ligando-se a0 MRNA e impedindo a sintese de proteinas, espera-se que em um cendrio onde
determinado miRNA esteja com sua expressdo diminuida, encontremos uma maior expressao
do gene regulado por este miRNA. 3436

Através de pesquisa nas bases de dados e suas respectivas bibliotecas, pudemos
verificar que os 3 miRNA’s em questdo guardam relagdo com vias moleculares envolvidas na
angiogénese, sendo a maior parte destas relacdes estatisticamente significativas. Seguindo o
mesmo raciocinio quanto a regulacdo “miRNA x gene”, em um cenario onde determinado
miRNA esteja com sua expressdo diminuida poderad existir uma maior atividade de vias
moleculares que mantenham alguma relacdo com ele, no caso, uma maior atividade
angiogeénica.

Quanto a relacdo aos 3 miRNA de interesse no estudo, quando pesquisados

individualmente, nenhum mostrou associacdo estatisticamente significativa com o AGGF1,
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gene ja comprovadamente relacionado a SKT. Ao mesmo tempo, observamos uma forte
associacdo de seus transcritos alvos em comum com o gene ING5, o que nos fez pensar na
possibilidade de novos genes regulados por estes miRNA guardarem relacdo com a SKT.

Quando analisamos se os transcritos alvos de cada miRNA guardavam relagédo com
a SKT, pesquisando-se diretamente o termo “Klippel-Trenaunay” na biblioteca de dados
voltada a pesquisa por doencas (Jensen DISEASES), encontramos a citacdo de 5 outros
transcritos alvos preditos, além do AGGF1: ING5, SALL3, RASAL, AKT3, MYZAP. Harelato
recente da possivel associacéo entre SALL3, RASA 1 e ING5 com a SKT baseado nos achados
da primeira investigacdo do genoma na SKT. Nesta investigacdo, foram encontrados alguns
defeitos envolvendo estes transcritos alvos, 0s quais atuam na regulacdo da angiogénese durante
o desenvolvimento embrionario®. Salientamos que, no estudo, o ING5 foi comum a todos os
miRNA pesquisados, 0 que possibilita levantarmos a hipdtese de que especialmente o ING5
possa guardar intima relacdo com a SKT.

Vale ressaltar que o estudo encontrou alguns fatores que impuseram dificuldades
para a sua realizacdo como a escassez de recursos financeiros e 0 nimero limitado de Kits

disponiveis para a realizagao das anlises, o que nos levou a organiza-las e analisa-las em pools.
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5. CONCLUSAO

Através do perfil global de expressdo de miRNA’s em pacientes adultos com SKT,
pode-se observar que 3 miRNA’s apresentaram expressao diminuida, comparados com adultos
sem a sindrome. Estes miRNA’s relacionavam-se com a angiogénese, AGGF1 e outros genes,
em especial o ING5. Estes achados podem contribuir com o desenvolvimento de estratégias
diagnosticas e terapéuticas para o tratamento da SKT. Estudos adicionais utilizando nossas
amostras, com a analise individualizada das mesmas, poderdo revelar novas correlacGes
genéticas e estudos com casuisticas maiores poderdo definir mecanismos mais apurados das

interacdes genéticas.
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APENDICES

APENDICE A — Dados demograficos e epidemioldgicos: Grupo “Pacientes com SKT”

Botucatu/ SP

Véarzea Grande/ MT Branca F 18
Botucatu/ SP Branca F 40
Agudos/ SP Branca F 47
Avaré/ SP Branca F 32
Botucatu/ SP Branca F 61
Pendpolis/ SP Parda M 22
Ferraz de Vasconcelos/ SP Branca F 29
Itatinga/ SP Branca F 26

S30 Manuel/ SP

Legenda: F= género feminino; M = género masculino



APENDICE B - Dados epidemiolégicos: Grupo “Pacientes com SKT”
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Paciente Peso (kg) Altura (m) IMC (kg/m?) Comorbidades Medicagdes Etilismo  Tabagismo Passado Antecedente familiar
em uso Obstétrico de neoplasias
59 1,64 21,94 Liquen plano - - - GOPOCOAQ Sim — Av6 paterno
1 Neoplasia pulmao
2 81 1,70 28,03 - Diosmin - - GOPOCOAO Nao
3 75 1,68 26,57 - - - - G4P4COAO0 Nao
4 49 1,57 19,88 - - - - G3P1A2C0 Nao
5 69 1,73 23,05 - - - GOPOCOAO Nao
Metoprolol,
HAS, DM, DLP, Enalapril,
6 83 1,62 31,63 Depressao, Atorvastatina, _ _ GOPOCOAO N3o
Angina estavel, Citalopram,
Hipotireoidismo Metformina,
Diosmin, Puran T4
7 96 1,72 32,45 - Diosmin - - - Nao
8 82 1,53 35,03 Hipotireoidismo Puran T4 - - G3P3C3A0 Nao
9 50 1,55 20,81 - - - - GOPOCOAO Nao
10 76 1,70 26,30 - - - - - Nao
Média=72kg  Média=1,64m  Média= 26,57kg/m? 0 0 Nuliparas=5 (62,50%) 1(10%)

Multiparas= 3 (37,50%)

Legenda: HAS = hipertensdo arterial sistémica; DM = diabetes mellitus; DLP = dislipidemia; IMC = indice de massa corporea; GnPnCnAn = referente ao nimero
do evento: G — gestacOes; P — partos; C — cesareas; A — abortos



APENDICE C — Dados demogréficos e epidemioldgicos: Grupo “Referéncia”

Paciente Naturalidade Raga Género Idade
1 Botucatu/ SP Parda M 32
2 Cariacica/ ES Branca M 38
3 S3o Manuel/ SP Branca M 38
4 S3o Manuel/ SP Negra F 19
5 Botucatu/SP Parda M 42
6 Sdo Manuel/ SP Branca F 31
7 Souto Soares/ BA Branca M 27
8 Areia/ PB Branca M 36
9 Botucatu/SP Branca M 39
10 Sdo Manuel/ SP Branca M 41
11 Conchas/ SP Branca M 30
12 Botucatu/ SP Branca M 36
13 S3o Manuel/ SP Negra F 36
14 Avaré/ SP Branca M 52
15 Botucatu/ SP Branca F 58
16 Iracemapolis/ SP Branca M 39
17 Taquarituba/ SP Branca F 43
18 Pardinho/ SP Branca M 50
19 Avaré/ SP Branca F 35
20 Barra Bonita/ SP Parda M 28
21 Corumba/ MS Branca M 27
22 S3o0 Manuel/ SP Branca F 39

Parda= 3 (13, 64%)
F=7(31,81%)
Negra= 2 (9,09%) Média= 37,09
M= 15
Branca= 17 anos
(68,19%)
(77,27%)

Legenda: F= género feminino; M = género masculino
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APENDICE D — Dados epidemiolégicos: Grupo “Referéncia”

Paciente  Peso (kg) Altura(m) IMC(kg/m3)  Comorbidades Medicagbes Etilismo  Tabagismo Passado Antecedente familiar
obstétrico de neoplasias
1 88,00 1,68 31,18 - = - - - -
2 107,00 1,80 33,02 - - - - - -
3 110,00 1,85 32,14 - - - = = -
4 82,00 1,63 30,86 - - - - GOPOCOAO -
5 75,00 1,63 28,23 - - - Sim - -
6 63,00 1,59 24,92 - - - - GOPOCOAO -
7 80,00 1,71 27,36 Rinite Sorine - - - -
8 69,00 1,81 21,06 - - - - - -
9 66,00 1,71 22,57 - = - - - -
10 77,00 1,75 25,14 Enxaqueca Dorflex - - - -
11 98,00 1,89 27,43 - - - - - -
12 80,00 1,80 24,69 - - - - - -
13 95,00 1,61 36,65 - - - - G4P4C3A0 -
14 84,00 1,65 30,85 - - - Sim - -
15 83,00 1,57 33,67 - - - - GOPOCOAO -
16 85,00 1,80 26,23 - - - - - Sim — pai
Neoplasia gastrica
17 79,00 1,62 30,10 - - - - GOPOCOAO -
18 82,00 1,78 25,88 - - - - - -
19 95,00 1,65 34,89 Hipotireoidismo Puran T4 - Sim GOPOCOAO -
20 67,00 1,66 24,31 - - - - - -
21 83,00 1,75 27,10 - - - - - -
22 87,00 1,60 33,98 - - - - G2P0OCOA2 -
Média= Média= Média= 0 Sim=3 Nuliparas= 6 (85,71%) 1 (4,55%)
83,41kg 1,71m 28,74kg/m? (13,64%) Multiparas= 1 (14,29%)

Legenda: IMC = indice de massa corporea; GnPnCnAn = referente ao nimero do evento: G — gestagdes; P — partos; C — cesareas; A — abortos
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APENDICE E — Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TERMINOLOGIA OBRIGATORIA EM ATENDIMENTO A RESOLUGAOQ 466/12-CNS-MS)

Eu, RG RG Hospitalar ,
estou sendo convidado a participar de um estudo denominado “Perfil global de expressdo de micro-
RNA'’s em adultos com Sindrome de Klippel-Trenaunay” cujo objetivo é pesquisar caracteristicas
genéticas que possam direcionar os métodos de tratamento de pacientes adultos com esta sindrome

Para a realizacdo do estudo, uma pequena quantidade de sangue de veia periférica sera coletada de
pacientes que tenham diagnostico de Sindrome de Klippel-Trenaunay e que sdo acompanhados no
Ambulatério de Malformag6es Vasculares da Disciplina de Cirurgia Vascular da Faculdade de Medicina
de Botucatu — UNESP, e de adultos saudaveis doadores de sangue, cuja as amostras serao
provenientes do Hemocentro de Botucatu. Posteriormente, o sangue coletado sera analisado para
verificar se ha fatores genéticos presentes, especificamente em pacientes com a Sindrome de Klippel-
Trenaunay, que possam determinar a forma mais eficaz para o seu tratamento. Nos pacientes portadores
de sindrome, sera feita uma fotografia das alteraces corpdreas presentes para possiveis correlacdes
com os resultados futuros das analises. Para todos os pacientes envolvidos na pesquisa sera
realizada, se pertinente, consulta e analise de dados contidos no prontuario médico.

A coleta do sangue é uma pratica rotineira e praticamente ndo implica em riscos. No entanto,
algumas complicac¢des podem ocorrer como dor, sangramento ou hematomas no lugar da puncéo e, caso
ocorra algum dano decorrente da minha participacdo no estudo, serei devidamente acompanhado neste
hospital visando a minha recuperacéo, estando a pesquisa dentro do que determina a lei.

Estou ciente de que minha privacidade sera respeitada, ou seja, meu nome ou qualquer outro dado
ou elemento que possa, de qualquer forma, me identificar, serd mantido em sigilo.

Também fui informado de que posso me recusar a participar do estudo, ou retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, e de, por desejar sair da pesquisa, ndo
sofrerei qualquer prejuizo a assisténcia que venho recebendo.

Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sdo Paula Angeleli B. Camargo, Marcone Lima
Sobreira, Regina Moura, Patricia Pintor dos Reis e Matheus Bertanha todos profissionais ligados a
disciplina de Cirurgia Vascular do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, e com
eles poderei manter contato pelo telefone (14) 3811-6269.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e compreendido a natureza
e 0 objetivo do ja referido estudo, manifesto meu livre consentimento em participar, estando totalmente
ciente de que ndo ha nenhum valor econdmico, a receber ou a pagar, por minha participacao.

Botucatu, / /20

Nome: RG:

Assinatura:

Dra. Paula Angeleli B. Camargo — CRM 129.373
Médica responsavel pelo estudo
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ANEXOS

ANEXO A - Classificacdo de Hamburgo para Malformacg6es Vasculares Congénitas

Tipos
Defeito predominantemente arterial
Defeito predominantemente venoso
Defeito predominantemente shunt arteriovenoso
Defeito predominantemente linfatico
Defeitos combinados
Defeitos predominantemente capilar

Subtipos embrioldgicos

Formas extratronculares
Infiltrativa, difusa
Limitada, localizada

Formas tronculares
Estenose ou obstrucdo
Hipoplasia, aplasia, hiperplasia
Dilatagdo, ectasia, aneurisma localizado

Fonte: Cronenwett JL, Johnston KW. Rutherford's Vascular Surgery: Elsevier Health Sciences, 2014 —
adaptado pelo autor
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ANEXO B - Classificacdo da International Society for Studies of Vascular Anomalies (ISSVA) para

Malformages Vasculares Congénitas

Anomalias vasculares

Tumores Malformagoes
vasculares Vasculares
Combinada .
. (2 ou + malformacdes Vasos de Associada
Simples grande com outras
vasculares encontradas . I
~ calibre anomalias
. na mesma lesdo)
Benigno
Localmente
agressivo ou | Malformagdes Malformacao
borderline capilares capilar-venosa
linfaticas capilar-linfatica
Maligno venosas capilar-veno- linfatica | Tronculares | Ver quadro
arteriovenosas capilar-arteriovenosa abaixo
Fistulas Outras
arteriovenosas

* Malformagoes vasculares associadas a outras anomalias

Sindrome de Klippel-Trenaunay

MC + MV +/- ML + crescimento excessivo membro

Sindrome de Parkes-Weber

MC + FAV + crescimento excessivo membro

Sindrome Servelle-Martorel

MV + crescimento dsseo restrito

Sindrome Sturge-Weber

MC leptomeningea e facial + anomalia ocular +/-
crescimento excessivo partes moles e/ou dsseo

Limb CM + hipertrofia congénita ndo-progressiva do membro

Sindrome Maffucci

MV +/- hemangioma + encondromas

Macrocefalia + MC

Microcefalia + MC

Sindrome CLOVES

ML + MV + MC +/- MAV + crescimento lipomatoso excessivo

Sindrome Proteus

MC, MV e/ou ML + crescimento somatico assimétrico

Sd. Bannayan-Riley-Ruvalcaba

MAV + MV + macrocefalia, crescimento lipomatoso

MC: malformagdo capilar; MV: malformag¢do venosa;
arteriovenosa; MAV: malformagdo arteriovenosa

ML: malformagdo linfdtica;

FAV: fistula

Fonte: http://www.issva.org/UserFiles/file/Classifications-2014-Final.pdf - adaptado pelo autor
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