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INTRODUGAO:

A doenga do coronavirus 2019 (COVID-19), causada pelo coronavirus SARS-CoV-2, se tornou a
mais recente emergéncia mundial (ANKA et al., 2021). Tendo em vista que os microRNAs (miRNAs)
sdo importantes biomarcadores, eles podem ser utilizados para o diagnostico e prognéstico de
diferentes doencas (MIRZAEI et al., 2018). Na infecgdo causada pelo SARS-CoV-2, o uso de miRNAs

para diagnostico tem se mostrado promissor, sendo necessaria a detecgdo e validagdo de miRNAs
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especificos para a COVID-19 (GUTERRES et al., 2020). Portanto, o objetivo desse trabalho foi

identificar miRNAs circulantes como possiveis biomarcadores de COVID-19.

METODOLOGIA:

Trata-se de um estudo analitico, observacional, caso-controle. Para formar o grupo caso, foram
incluidos sujeitos de ambos os sexos, entre 18 e 80 anos, com COVID-19, isto é, que tiveram seu
exame para SARS-CoV-2 positivo no teste referéncia (RT-PCR), que estiveram internados no Hospital
Estadual Sumaré ou no Hospital Municipal de Paulinia, com plasma coletado durante a internagao.

Para formar o grupo controle, foram incluidos sujeitos de ambos os sexos, entre 18 e 80 anos,
sem COVID-19, isto &, que tiveram seu exame para SARS-CoV-2 negativo no teste referéncia (RT-
PCR), recrutados no campus de Campinas da UNICAMP, com plasma coletado durante o
recrutamento.

Os miRNAs foram extraidos a partir de 200 pl dos plasmas previamente obtidos e armazenados
a - 80°C. A extracao foi realizada, usando o miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen, Cat No. 217184).
As amostras foram armazenadas a - 80°C até a construcao da biblioteca.

A construgdo da biblioteca de miRNAs foi realizada a partir de 5 pl das amostras de miRNAs
usando o QIAseq® miRNA Library Kit (Qiagen, Cat No. 331502). Em seguida, as amostras foram
enviadas ao Laboratorio Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida (LaCTAD)
na UNICAMP. As bibliotecas de miRNAs foram sequenciadas, por Sequenciamento de Nova Geracéao
(NGS), usando a plataforma HiSeq 2500 (lllumina Inc., San Diego, CA, USA) (75 bp single-end reads).

A analise da expresséo diferencial de miRNAs entre sujeitos com COVID-19 e sem COVID-19
foi realizada através do programa GeneGlobe (Qiagen). Os miRNAs com alteragbes na expressao
(Fold-Regulation (FR) = 1,6 ou < - 1,6) e P < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas
da UNICAMP (CAAE 36041420.0.000.5404 e CAAE 31049320.7.1001.5404). Todos os sujeitos ou
seus responsaveis assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) permitindo sua

participagcado no estudo.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Foram incluidos 12 sujeitos no estudo, oito com COVID-19 (casos) e quatro sem COVID-19
(controles). Foi realizado o pareamento entre os sujeitos dos grupos caso e controle em relagéo ao

sexo e a idade. A caracterizagio dos sujeitos se encontra no Quadro 1.
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Identificagdo Sexo Idade (anos) Etnia Comorbidades
Sujeitos com COVID-19 (casos)

#1 Feminino 47 NR HAS e diabetes
#2 Masculino 58 NR Nenhuma
#3 Feminino 69 NR Nenhuma
#4 Masculino 73 NR HAS
#5 Feminino 55 Caucasiana HAS, diabetes,
insuficiéncia cardiaca e
DRC
#6 Masculino 59 Nao-caucasiana Nenhuma
#7 Feminino 68 Caucasiana HAS, diabetes,
hipotireoidismo e
obesidade
#8 Masculino 74 Nao-caucasiana HAS, diabetes e DRC
Sujeitos sem COVID-19 (controles)
#1 Feminino 45 Caucasiana Nenhuma
#2 Masculino 56 Caucasiana Nenhuma
#3 Feminino 73 Caucasiana Arritmia
#4 Masculino 77 Caucasiana IAM e AVC

Abreviaturas: NR (nao relatado); HAS (hipertensao arterial sistémica); DRC (doencga renal crénica); IAM (infarto agudo do
miocardio); e AVC (acidente vascular cerebral).

Quadro 1 — Caracterizagdo dos sujeitos com COVID-19 (casos) e sem COVID-19 (controles).

Foram encontrados 18 miRNAs que estdo expressos diferentemente entre os grupos caso e
controle. Ha 13 miRNAs positivamente regulados e cinco miRNAs negativamente regulados nos casos.
Esses resultados sao apresentados na Tabela 1.

A Figura 1 apresenta a diferenga na expressdo dos miRNAs entre casos e controles. O eixo X
contém o valor logaritmico de Fold Change (logFC), indicando a diferenga de expressao génica entre
os casos e controles. O eixo Y se refere ao valor negativo do log do valor de P, sendo a mudanca de
expressao do miRNA. Cada ponto da figura representa um miRNA. Os miRNAs com diferenga
significativa na expressao entre os dois grupos estao indicados nas cores azul e vermelho. Em azul, os

miRNAs negativamente regulados e, em vermelho, miRNAs positivamente regulados.
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miRNA FR FC Valor de P

Positivamente regulados

miR-6780b-3p 1,89 1,89 < 0,001
miR-6883-3p 1,81 1,81 < 0,001
miR-4769-5p 1,79 1,79 < 0,001
miR-6873-3p 1,79 1,79 < 0,001
miR-320b 1,78 1,78 0,001
miR-7111-3p 1,73 1,73 0,002
miR-4755-3p 1,72 1,72 < 0,001
miR-320c 1,69 1,69 0,003
miR-6511a-3p 1,68 1,68 0,003
miR-320d 1,67 1,67 0,002
miR-5187-3p 1,63 1,63 < 0,001
miR-4508 1,63 1,63 0,005
miR-4659a-5p 1,62 1,62 < 0,001

Negativamente regulados

miR-4433b-5p -2,15 0,46 < 0,001
miR-16-2-3p -1,97 0,51 < 0,001
miR-126-3p -1,77 0,56 < 0,001
miR-150-5p -1,65 0,61 0,004
miR-224-5p -1,61 0,62 0,001

Abreviaturas: FR (fold regulation); FC (fold change), miRNA (microRNA).

Tabela 1 — miRNAs diferentemente expressos em sujeitos com COVID-19 (casos) comparados com aqueles sem COVID-19
(controles) (FR= 1,6 ou FR<-1,6).

-Log10 (pvalue)

T L
-0.6 -0.4 -0.2 -0.0 0.2 0.4 0.6
Log (Fold change)

Figura 1 - Expresséao diferencial de miRNAs entre sujeitos com COVID-19 (casos) e sem COVID-19 (controles).
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CONCLUSAO:

Os miRNAs diferentemente expressos entre sujeitos com COVID-19 e sem COVID-19,
especialmente o miR-4433b-5p, sdo possiveis biomarcadores da doenga causada pelo SARS-CoV-2,
podendo estar relacionados com as vias de infecgao do virus. Estes achados devem ser validados em
um numero maior de sujeitos e pela técnica padrao ouro (RT-gPCR).
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