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RESUMO

RODRIGUES, Gizella da Cunha. Implicacdes farmacogenéticas na resposta ao
tratamento com Sacubitril/Valsartan ou terapias convencionais em pacientes com
insuficiéncia cardiaca de fracio de ejecio reduzida. 93 f. 2025. Tese (Doutorado em
Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2025.

A insuficiéncia cardiaca (IC) ¢ uma doenca cronica e multifatorial que acomete
milhdes de pessoas em todo o mundo, representando um dos principais desafios a saude
publica global. A IC ¢ classificada em quatro grupos principais: IC com fragao de ejecao
reduzida (IC-FEr), IC com FE ligeiramente reduzida (IC-FElr), IC com FE preservada
(IC-FEp) e IC com FE melhorada (IC-FEm). Este estudo buscou investigar as bases
genéticas das respostas farmacoterapéuticas ao Sacubitril/Valsartan em pacientes com
insuficiéncia cardiaca de fragdo de eje¢do reduzida (IC-FEr). Participaram do estudo 65
pacientes acompanhados do Servigo de Cardiologia do HUPE-UERJ, com idade entre 40
e 89 anos. Os dados clinicos e demograficos foram obtidos nos prontudrios médicos. As
amostras bioldgicas de 22 pacientes foram coletadas para a realizagdo de andlises
transcriptomicas utilizando RNA-Seq, com o objetivo de identificar biomarcadores
associados a eficacia do Sacubitril/Valsartan em comparacdo com terapias convencionais,
como os inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) e bloqueadores dos
receptores de angiotensina II (BRA). A analise envolveu a determinacdo de perfis de
expressdo génica diferencial, o que permitiu a investigacdo das vias biologicas
enriquecidas, contribuindo para a compreensdo dos mecanismos moleculares
relacionados a resposta ao tratamento. Também foram considerados outros grupos de
medicamentos, a fim de eliminar possiveis interagdes farmacoldgicas que pudessem
influenciar os resultados obtidos. A ancestralidade genomica dos 65 pacientes foi
determinada com o uso de 46 marcadores informativos de ancestralidade (AIMs) para a
avaliacdo do perfil ancestral da amostra, corrigindo possiveis vieses que poderiam afetar
a interpretagdo dos dados. Os resultados demonstraram diferengas significativas na
expressao de genes envolvidos em processos de sinalizagdo e regulagdo da tradugdo
proteica, especialmente em vias como formacgdo de redes extracelulares de neutrofilos,
sintese de selenocisteina e resposta a deficiéncia de aminoacidos. Além disso, a anélise
de ancestralidade indicou homogeneidade entre os grupos em relagdo as proporcdes de
ancestralidade europeia, africana e nativo-americana, eliminando potenciais vieses de
subestrutura populacional. Conclui-se que o Sacubitril/Valsartan promove mudancas
moleculares especificas, correlacionadas com um perfil de melhora clinica superior em
pacientes com IC-Fer tratados com este medicamento, quando comparados aqueles
tratados com iECA ou BRAs. Sugere-se a validagdo futura dos biomarcadores
identificados para o avango da medicina personalizada em insuficiéncia cardiaca.

Palavras-chave: Insuficiéncia cardiaca; farmacogendmica; Sacubitril/Valsartan;
transcriptoma; RNAseq; ancestralidade genomica.



ABSTRACT

RODRIGUES, Gizella da Cunha. Pharmacogenetic implications in the response to
treatment with Sacubitril/Valsartan or conventional therapies in patients with
heart failure with reduced ejection fraction. 93 f. 2025. Tese (Doutorado em
Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2025.

Heart failure (HF) is a chronic and multifactorial disease that affects millions of
people worldwide, representing one of the main challenges to global public health. HF is
classified into four main groups: HF with reduced ejection fraction (HFrEF), HF with
mildly reduced ejection fraction (HFmrEF), HF with preserved ejection fraction
(HFpEF), and HF with improved ejection fraction (HFiEF). This study aimed to
investigate the genetic basis of pharmacotherapeutic responses to Sacubitril/Valsartan in
patients with heart failure with reduced ejection fraction (HFrEF). A total of 65 patients,
aged between 40 and 89 years, were included in the study and followed at the Cardiology
Service of HUPE-UERJ. Clinical and demographic data were obtained from medical
records. Biological samples from 22 patients were collected for transcriptomic analyses
using RNA-Seq to identify biomarkers associated with the efficacy of
Sacubitril/Valsartan compared to conventional therapies, such as angiotensin-converting
enzyme inhibitors (ACEIs) and angiotensin II receptor blockers (ARBs). The analysis
involved determining differential gene expression profiles, enabling the investigation of
enriched biological pathways and contributing to the understanding of the molecular
mechanisms related to treatment response. Other medication groups were also considered
to rule out potential pharmacological interactions that could influence the results. The
genomic ancestry of the 65 patients was determined using 46 ancestry-informative
markers (AIMs) to assess the ancestral profile of the sample, correcting for potential
biases that could affect data interpretation. The results demonstrated significant
differences in the expression of genes involved in signaling processes and protein
translation regulation, particularly in pathways such as neutrophil extracellular trap
formation, selenocysteine synthesis, and response to amino acid deficiency. Additionally,
ancestry analysis indicated homogeneity among the groups regarding the proportions of
European, African, and Native American ancestry, eliminating potential biases due to
population substructure. It was concluded that Sacubitril/Valsartan promotes specific
molecular changes correlated with a superior clinical improvement profile in HFrEF
patients treated with this drug compared to those treated with ACEIs or ARBs. Future
validation of the identified biomarkers is suggested to advance personalized medicine in
heart failure treatment.

Keywords: Heart failure; pharmacogenomics; Sacubitril/Valsartan; transcriptome;
RNA-Seq; genomic ancestry.
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INTRODUCAO

A insuficiéncia cardiaca

A insuficiéncia cardiaca (IC) ¢ uma doenga cronica e multifatorial que acomete
milhdes de pessoas em todo o mundo, representando um dos principais desafios a saude
publica global. Caracteriza-se por disfungdes na capacidade do coragdo de bombear
sangue de forma eficaz para atender as demandas metabolicas do organismo. Essa
disfungdo, geralmente associada a reducdo da fragdo de ejecdo ventricular esquerda, é
acompanhada por alteracdes estruturais e funcionais que comprometem a qualidade de
vida dos pacientes ¢ aumentam substancialmente o risco de mortalidade (MANN et al.,
2014). Segundo Wielenga et al. (1997), a IC ¢ um dos diagndsticos mais frequentes em
unidades de emergéncia e hospitaliza¢des, destacando-se como um problema crénico e
progressivo que exige atencao terapéutica multidisciplinar.

O impacto epidemiologico da IC ¢ notavel. Dados recentes revelam que, entre
2008 € 2017, ocorreram 2.380.133 hospitalizagcdes com diagnoéstico de IC no Brasil, sendo
responsavel por 2,25% de todas as causas de internagdo durante esse periodo. Além disso,
a prevaléncia da IC aumenta significativamente com a idade, afetando até 10% das
pessoas acima de 70 anos, o que reflete o impacto do envelhecimento populacional na
carga da doenga. Em termos de mortalidade, as doengas cardiovasculares, incluindo a IC,
continuam sendo a principal causa de obito no pais. De acordo com dados do Ministério
da Saude, aproximadamente 400 mil pessoas morreram em 2022 no Brasil, devido a
problemas cardiovasculares. Por fim, fatores de risco como hipertensdo arterial, diabetes
mellitus e doengas coronarianas contribuem para o desenvolvimento e a progressao da
IC, tornando a preveng¢do e o manejo dessas condigdes essenciais para reduzir sua

incidéncia (BRASIL, 2023; FERNANDES et al., 2020).

Principais etiologias relacionadas a IC

A IC ¢ uma sindrome clinica complexa com etiologias multifatoriais que incluem

doencas do miocardio, valvulopatias, hipertensdao arterial e doencas congénitas. Essa
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complexidade ¢ amplificada pela interagdo de fatores genéticos e ambientais que
influenciam sua fisiopatologia e manifestagoes clinicas. Em funcao disso, a defini¢do de
IC evoluiu ao longo do tempo, com as classificagdes mais recentes baseando-se na fragao
de ejecdo (FE) do ventriculo esquerdo. Conforme as Diretrizes Brasileiras para
Diagnéstico e Tratamento da Insuficiéncia Cardiaca com Fragao de Ejecdo Reduzida

(2020) e Bozkurt et al. (2021), a IC ¢ classificada em quatro grupos principais:

* IC com fragao de eje¢do reduzida (IC-FEr): FE < 40%;

* IC com FE ligeiramente reduzida (IC-FElr): FE entre 41-49%;

» IC com FE preservada (IC-FEp): FE > 50%;

* IC com FE melhorada (IC-FEm): casos nos quais a FE basal de 40% apresenta

um aumento de 10 pontos apds tratamento.

Essa classificagdo reflete ndo apenas a diversidade das manifestagdes clinicas,
mas também as diferentes abordagens terapéuticas necessarias para cada grupo. Por
exemplo, pacientes com IC-FEr apresentam maior beneficio com terapias farmacologicas
que modulam o sistema renina-angiotensina-aldosterona, enquanto os pacientes com IC-
FEp frequentemente requerem intervencgdes voltadas para o controle de comorbidades

subjacentes (STUMPF; ALMEIDA, 2023)

Principais classes medicamentosas usadas no tratamento da IC

O tratamento da IC tem evoluido significativamente nas tltimas décadas, com o
desenvolvimento de terapias farmacoldgicas que ndo apenas aliviam os sintomas, mas
também melhoram a sobrevida dos pacientes. De acordo com a American Heart
Association (2021), as principais classes de medicamentos empregadas no manejo da IC

incluem:

* Inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA);
* Inibidores do receptor da angiotensina II;

* Inibidores do receptor da angiotensina-neprilisina;

= Betabloqueadores;

* Antagonistas da aldosterona;
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= Diuréticos tiazidicos;
» Diuréticos de alga

» Inibidores do co-transportador de sddio-glicose 2 (SGLT?2).

Dentre essas classes, merecem destaque os inibidores do receptor de angiotensina-
neprilisina (ARNIs), representados pelo Sacubitril/Valsartan. Estudos clinicos como o
PARADIGM-HF demonstraram que essa classe proporciona redugdes significativas na
mortalidade e nas hospitalizagdes em comparagao com os inibidores da ECA tradicionais,
como o enalapril (MCMURRAY et al., 2014; GUHA et al., 2016). Essa superioridade
terapéutica estd relacionada ao duplo mecanismo de agdo do Sacubitril/Valsartan, que
combina o bloqueio dos efeitos deletérios da angiotensina II com a potencializagdo dos
beneficios dos peptideos natriuréticos.

A relevancia dos ARNISs na pratica clinica também esté associada a sua capacidade
de promover a remodelacdo cardiaca positiva, reduzindo a sobrecarga hemodinamica e
melhorando a fungdo ventricular. Além disso, avangos na farmacogenética tém permitido
identificar fatores genéticos que influenciam a resposta as terapias com ARNIs,
contribuindo para a personalizagdao do tratamento e a otimizacao dos resultados clinicos

(POZZI et al., 2023).

O papel da neprisilina e dos peptideos natriuréticos atriais no desenvolvimento da

IC

O papel da neprilisina e dos peptideos natriuréticos atriais no desenvolvimento da
IC ¢ uma area de estudo que ilustra a complexidade das interagdes entre sistemas
reguladores do organismo, como o sistema de peptideos natriuréticos (NP) e o sistema
renina-angiotensina-aldosterona (RAAS). Esses sistemas desempenham fungdes cruciais
na regulacdo da pressdo arterial e do equilibrio hidroeletrolitico, tanto em condig¢des
fisioldgicas normais quanto em cenarios patologicos, como a IC (BAYES-GENIS et al.,
2016; SILVA E AGUIAR, 2017).

A compreensao detalhada dessas interagdes resultou em avangos significativos no
tratamento da IC, com destaque para o desenvolvimento e a introdugdo do
Sacubitril/Valsartan, um fadrmaco inovador que combina um inibidor da neprilisina

(Sacubitril) com um antagonista do receptor de angiotensina II (Valsartan). Esse
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medicamento representa uma aplicagao pratica do conhecimento acumulado sobre o papel
desses sistemas na fisiopatologia da IC.

A neprilisina (NEP) ¢ uma enzima chave responsavel pela degradagao de varios
peptideos, incluindo os peptideos natriuréticos atrial (ANP), cerebral (BNP) e do tipo C
(CNP). Esses peptideos desempenham fungdes essenciais na promogao da vasodilatagao,
reducdo da sobrecarga de sodio e inibicdo da fibrose cardiaca, contribuindo para efeitos
benéficos no sistema cardiovascular. Por outro lado, a neprilisina também participa da
degradacao de outros substratos, como a angiotensina II (Ang II), cujos efeitos
vasoconstritores sdo contrabalancados pelas acdes vasodilatadoras dos peptideos
natriuréticos (BAYES-GENIS et al., 2016; SILVA; AGUIAR, 2017).

A Figura 1 ilustra de forma detalhada os mecanismos de sinalizacdo dos peptideos
natriuréticos (ANP, BNP e CNP) e do sistema da angiotensina II, destacando as vias
envolvidas na vasodilatagdo e vasoconstricdo e os respectivos impactos no sistema
cardiovascular. Essa interagdo complexa entre os sistemas evidencia a importancia de
intervengdes terapéuticas que aperfeicoem os efeitos benéficos dos peptideos
natriuréticos enquanto minimizam os efeitos deletérios do RAAS, oferecendo uma

abordagem mais eficaz para o manejo da IC.
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Figura 1: Mecanismo de acao da neprilisina e dos peptideos natriuréticos, em paralelo

com o sistema renina-angiotensina (e receptor AT1)

ANP/CNP
CNP BNP Ang Il

Cascata de
sinalizagdo

cGMP Internalizagao (
l Expressdio gendtica; T sintese de
proteinas; T proiiferagdo celular
Péplidos inativos ‘
Vasodilatacao Vasoconstrigao
} Fibrose/hipertrofia 1 Fibrose/hipertrofia
cardiaca cardiaca

1 Natriurese/diurese t Retengao de Na+/H20

Fonte: Bayes-Genis et al (2016).

Legenda: Os peptideos natriuréticos ativam os receptores NPR-A e NPR-B, estimulando a
producdo de cGMP, o que resulta em vasodilatacdo, inibicdo da fibrose/hipertrofia cardiaca e
aumento da natriurese/diurese. O receptor NPR-C promove a internalizacdo e degradacao dos
peptideos. A neprilisina (NEP) também contribui para sua degradagdo. Em contrapartida, a Ang
IT ativa o receptor AT, desencadeando vasoconstrigdo, aumento da fibrose/hipertrofia cardiaca e

retengdo de sodio e agua, favorecendo a progressao da IC (adaptado de SILVA; AGUIAR, 2017).

Os peptideos natriuréticos (ANP, BNP e CNP) possuem fun¢des semelhantes, mas
sao produzidos e atuam em diferentes locais do corpo. O ANP (Peptideo Natriurético
Atrial) € produzido principalmente nos atrios cardiacos, em resposta ao estiramento das
paredes atriais. O ANP promove vasodilatacdo, aumento da natriurese (eliminagao de
sodio) e diurese, reduzindo o volume sanguineo e a pressdo arterial. Ele atua
principalmente nos rins, vasos sanguineos e glandulas adrenais, exercendo como efeito
geral a reducdo da sobrecarga cardiaca. O BNP (Peptideo Natriurético do Tipo B), por
sua vez, ¢ produzido principalmente nos ventriculos cardiacos e secretado quando ha
aumento na pressao ou volume ventricular. Sua a¢do ¢ semelhante ao ANP, exercendo
um papel crucial na redugdo da pressao e do volume sanguineo, além de ajudar no manejo
da IC. O Peptideo Natriurético do Tipo C (CNP), por fim, € produzido principalmente nas

células endoteliais dos vasos sanguineos, embora possa ser encontrado em varios outros
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tecidos. Sua acdo ¢ voltada para a vasodilatacdo e prote¢dao vascular, ndo possuindo
efeitos diuréticos e natriuréticos tdo pronunciados quanto o ANP ¢ o BNP (BAYES-

GENIS et al., 2016; SILVA E AGUIAR, 2017).

Mecanismo de acio detalhado do Sacubitril/Valsartan

O Sacubitril/Valsartan ¢ um medicamento desenvolvido especificamente para o
tratamento da IC, representando uma abordagem inovadora e eficaz. Essa formulagdo
combina duas substancias ativas: o pro-farmaco Sacubitril (também conhecido como
AHU377) e o Valsartan, em uma propor¢ao molecular de 1:1, formando um complexo
supramolecular de sal de sodio. Cada componente tem um mecanismo de acdo
complementar que aborda diferentes aspectos da fisiopatologia da IC (MCCORMACK,
2016).

Componente Sacubitril e Inibicdo da Neprilisina (NEP)

O Sacubitril, apds ser metabolizado em sua forma ativa (LBQ657), exerce seu
efeito principal através da inibicdo da neprilisina (NEP), uma enzima endopeptidase
responsavel pela degradagao de peptideos bioativos, incluindo os peptideos natriuréticos
atrial (ANP), cerebral (BNP), e do tipo C (CNP), além de outros substratos como
bradicinina e adrenomedulina (MCCORMACK, 2016).

Segundo McCormack (2016), a inibicdo da neprilisina pelo Sacubitril leva ao
aumento das concentragdes circulantes desses peptideos, amplificando seus efeitos

benéficos no sistema cardiovascular, como:

» Vasodilata¢do: Redugdo da resisténcia vascular periférica;

= Natriurese e diurese: Aumento da excrecao de sodio e agua pelos rins, aliviando
a sobrecarga de volume;

» Reducdo da pressao arterial: Alivio da carga sobre o coragao;

* Diminui¢do do ténus simpatico: Atuacdo nos centros neurais que regulam a
resposta cardiovascular;

= Prevencdao da fibrose e remodelacdo cardiaca: Prote¢do contra alteragdes

estruturais prejudiciais ao miocardio.
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Componente Valsartan e Bloqueio do Sistema Renina-Angiotensina

De acordo com Webb e Gasparo (2001), o Valsartan ¢ um bloqueador seletivo do
receptor AT1 da angiotensina II, antagonizando diretamente os efeitos dessa molécula no
sistema cardiovascular. A angiotensina Il ¢ um potente vasoconstritor ¢ desempenha

papel central na fisiopatologia da IC ao promover:

» Vasoconstricdo: Aumento da pressao arterial e sobrecarga cardiaca;
» Retencdo de sddio e agua: Estimulo a liberag¢do de aldosterona;
= Fibrose e hipertrofia ventricular: Contribuindo para o remodelamento adverso do

coracao.

Ao bloquear o receptor AT1, o Valsartan:

» Reduz a vasoconstri¢dao, diminuindo a pds-carga.
» Inibe a secre¢do de aldosterona, favorecendo a natriurese.
* Previne a progressao da fibrose e hipertrofia ventricular.

= Sinergia entre Sacubitril e Valsartan

O Sacubitril/Valsartan combina a a¢do do Sacubitril no sistema de peptideos
natriuréticos com o bloqueio dos efeitos deletérios do sistema renina-angiotensina pelo
Valsartan. De acordo com Beck-da-silva et al. (2019), essa abordagem dupla ¢

particularmente eficaz porque:

= Amplifica os efeitos vasodilatadores e natriuréticos dos peptideos natriuréticos;

* Suprime os efeitos vasoconstritores e pro-fibroticos da angiotensina II, criando
um balanco hemodinamico favoravel;

» Reduz a pressdo arterial e o estresse sobre o coracdo, promovendo melhor

desempenho cardiaco.

Impacto Clinico e Beneficios Terapéuticos
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Estudos clinicos demonstram que o Sacubitril/Valsartan reduz significativamente
a morbimortalidade em pacientes com IC de fracdo de ejecdo reduzida (ICFEr)

(MCMURRAY et al., 2014; GUHA et al., 2016). Seus beneficios incluem:

» Melhora da fun¢do cardiaca e da qualidade de vida;
= Redugao de hospitalizagdes por IC;

* Diminui¢do da mortalidade cardiovascular e geral.

A Figura 2 ilustra os mecanismos de a¢do do Sacubitril/Valsartan, destacando sua
interagdo com o sistema renina-angiotensina e o sistema de peptideos natriuréticos,
evidenciando as vias responsaveis pela melhora dos parametros hemodinamicos e clinicos

em pacientes com IC.



Figura 2: Mecanismo de acao farmacolédgica do LCZ696.
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Fonte: MILLS; VARDENY, 2015.

Legenda: O sistema renina-angiotensina promove vasoconstricdo, aumento da pressdo arterial,
ativacdo simpatica, libera¢do de aldosterona, fibrose e hipertrofia ventricular via ativagdo do
receptor AT: pela angiotensina II. O valsartan bloqueia esse receptor, reduzindo seus efeitos
deletérios. Os peptideos natriuréticos exercem efeitos benéficos, como vasodilatagdo e natriurese,
mas sdo degradados pela neprilisina. O sacubitril (AHU377) inibe essa enzima, aumentando a
disponibilidade dos peptideos natriuréticos e potencializando seus efeitos. O farmaco LCZ696
(Sacubitril/Valsartan) combina essas agdes, sendo uma estratégia eficaz no manejo da IC.

A importincia da farmacogenética na compreensio e tratamento de condi¢des como

alC

A farmacogenética, campo dedicado ao estudo da influéncia das variagdes
genéticas na resposta a medicamentos, desempenha um papel fundamental na
personalizacdo do tratamento de condigdes complexas como a IC. Essa abordagem
permite compreender melhor a variabilidade individual na eficicia e seguranca das
terapias, potencializando os beneficios clinicos e reduzindo os riscos associados (STEIN
et al.,2020).

A IC ¢ uma condi¢do multifatorial, caracterizada por alteracdes hemodinamicas e
neuro-hormonais que afetam o desempenho cardiaco. O tratamento farmacologico visa

aliviar os sintomas, melhorar a qualidade de vida e reduzir a morbimortalidade. Nesse
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contexto, medicamentos como o Sacubitril/Valsartan, amplamente indicados para
pacientes com IC com fracdo de ejecdo reduzida (ICFEr), destacam-se pela sua eficacia
(MCMURRAY et al., 2014; GUHA et al., 2016).

O Sacubitril/Valsartan combina a inibicdo da neprilisina (Sacubitril) com o
bloqueio do receptor AT1 da angiotensina II (Valsartan), oferecendo um mecanismo de
acao duplo que proporciona superioridade clinica em relagdo as terapias tradicionais,
como os inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) e os betabloqueadores
administrados isoladamente (ALENCAR, 2023). Entretanto, a eficacia e a seguranga
dessa terapia podem variar amplamente entre os pacientes, devido a influéncia de fatores

genéticos.

Influéncia da Variabilidade Genética no Tratamento com Sacubitril/Valsartan

Estudos mostram que polimorfismos genéticos podem modular a resposta ao

tratamento com Sacubitril/Valsartan. Por exemplo:

* Gene ACE (Enzima Conversora de Angiotensina): Polimorfismos nesse gene
podem influenciar a eficdcia do bloqueio do sistema renina-angiotensina,
impactando a resposta terapéutica ao Valsartan. Variantes especificas estdo
associadas a reducdo da pressdo arterial ¢ a modulagdo do remodelamento
cardiaco (da AGOSTINI et al., 2023).

* Gene NPPA e NPPB (Peptideos Natriuréticos A e B): Alteracdes nesses genes
podem afetar os niveis basais e a degradagdo dos peptideos natriuréticos,
modulando a a¢do do Sacubitril. Pacientes com variantes genéticas que aumentam
a atividade desses peptideos podem apresentar maior beneficio clinico com o uso
do Sacubitril/Valsartan (ABUZAANONA et al., 2017; SEIDELMANN, 2017;
MURPHY et al., 2021)

= Polimorfismos Relacionados a Hipercalemia: Alguns estudos identificaram
associacdes entre variantes genéticas em genes como NR3C2 e CYP4A11 e o risco
de hipercalemia, especialmente em individuos com disfuncdo renal ou

comorbidades associadas (GELLER et al., 2000; GAINER et al., 2005).

A tabela 1 descreve, com mais detalhes o mecanismo de agao e as implicagoes

clinicas de polimorfismos detectados nesses genes.



Tabela 1: Informagdes sobre os genes e implicagdes clinicas de polimorfismos presentes nos mesmos
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2017 Polimorfismos Pacientes com variantes
(ABUZAANONA Codifica os podem resultar que aumentam a
etal.), 2017 NPPA: 1p36.22, o peptideos em aumento ou  expressdo dos peptideos
NPPA/NPPB  SEIDELMANN), NPPB: 1p36.22 ~ Autossomica i iréticos ANP  redugdo da natriuréticos podem ter
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Fonte: A autora.
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A farmacogenética também permite identificar individuos que se beneficiam mais
de terapias avancadas, como o Sacubitril/Valsartan, em comparagdo com tratamentos
tradicionais. Por exemplo, pacientes com polimorfismos que favorecem o metabolismo
dos peptideos natriuréticos tendem a responder melhor ao Sacubitril/Valsartan, enquanto
variantes genéticas especificas podem indicar maior predisposi¢ao a efeitos adversos com

0 uso de inibidores da ECA ou betabloqueadores isolados.

Avancos e Perspectivas na Personalizacio do Tratamento

Embora o Sacubitril/Valsartan represente um avango significativo no manejo da
IC, a variabilidade genética individual ressalta a necessidade de uma abordagem
personalizada. Estudos recentes, como os de Pozzi ef al. (2023), destacam o potencial da
farmacogenética em identificar variantes genéticas que influenciam diretamente a
resposta terapéutica. Esses achados podem levar ao desenvolvimento de testes genéticos
que orientem a selecdo do tratamento mais adequado para cada paciente.

Em resumo, a farmacogenética ndo apenas amplia o entendimento sobre a
fisiopatologia da IC, mas também oferece ferramentas promissoras para otimizar o
manejo terapéutico. Ao integrar informagdes genéticas no cuidado clinico, € possivel
melhorar a eficacia dos tratamentos, reduzir os efeitos adversos e, em ultima instancia,

oferecer uma abordagem mais precisa e personalizada para os pacientes com IC (STEIN

et al.,2020).

Aplicac¢ido de ferramentas de biologia molecular no estudo de doencas genéticas

O avango continuo nas ferramentas de biologia molecular tem transformado
profundamente a compreensdao sobre doencas genéticas, proporcionando insights
detalhados sobre as varia¢des individuais na resposta a tratamentos médicos. Técnicas de
ponta, como o sequenciamento de nova geracdao (NGS) e a genotipagem de polimorfismos
de nucleotideo inico (SNPs), tém sido amplamente utilizadas para identificar variantes
genéticas associadas a condigdes como a IC (LAMOUNIER et al, 2019). Essas
ferramentas ndo apenas auxiliam na identificagdo de fatores genéticos que influenciam a
resposta a medicamentos, como o Sacubitril/Valsartan, mas também possibilitam

abordagens mais personalizadas no tratamento.
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Estudos de associagdo gendomica ampla (GWAS) destacam-se como um recurso
valioso na identificagdo de loci genéticos envolvidos na suscetibilidade a doencas
complexas e nas variagdes interindividuais as terapias farmacolédgicas. Por exemplo,
variantes nos genes NPPA e NPRI, que codificam proteinas relacionadas aos peptideos
natriuréticos, demonstraram estar diretamente ligadas a eficacia do Sacubitril/Valsartan.
Esses avangos contribuem para explicar por que alguns pacientes respondem melhor a
esta terapia em comparagdo com tratamentos convencionais, como inibidores da ECA ou
betabloqueadores (KUMAR et al., 2021; LUO et al., 2023).

Além disso, o uso de ferramentas moleculares modernas permite explorar fatores
nao genéticos que modulam a resposta terapéutica. Tecnologias avangadas como a analise
de microRNAs e o estudo de alteragdes epigenéticas ampliam a visdo sobre as interagdes
entre o genoma e os medicamentos. Essas descobertas tém sido fundamentais para
consolidar a medicina personalizada como uma abordagem eficaz no manejo de doengas
como a IC (SWATHY e BANERIJEE, 2022; NALBANT ¢ AKKAYA-ULUM, 2024).

Nos ultimos anos, a tecnologia de sequenciamento de nova geragdo (NGS)
destacou-se como uma das mais importantes inovagdes no diagnostico e tratamento de
doencas genéticas. Com sua capacidade de paralelizagdo massiva, o NGS realiza o
sequenciamento simultaneo de milhares de fragmentos de DNA, permitindo a montagem
e o alinhamento das sequéncias ao genoma de referéncia. Essa abordagem possibilita a
identificacdo de mutacdes genéticas em alta resolu¢do e com custo reduzido. Além das
mutagdes pontuais, o NGS também detecta inser¢des, delecdes, rearranjos
cromossOmicos e alteragdes epigenéticas, tornando-se uma ferramenta indispensavel para
estudos em larga escala de alteragdes somaticas no genoma (CHEN et al., 2013; SATAM
et al., 2023).

Outra ferramenta molecular de grande relevancia no estudo de doengas genéticas
¢ o transcriptoma, que compreende o conjunto de moléculas de RNA presentes nas
células, incluindo mRNA e RNAs ndo codificantes. Como o mRNA ¢ traduzido em
proteinas, o transcriptoma pode ser considerado um precursor do proteoma, oferecendo
insights criticos sobre a atividade génica e os processos celulares envolvidos em estados
normais e patologicos (KAUR, 2013; SHI et al., 2022).

Técnicas de andlise do transcriptoma, como o RNA-Seq, t€ém revolucionado o
campo da biologia molecular ao permitir a caracterizacdo detalhada dos perfis de
expressdo génica. O RNA-Seq oferece vantagens significativas em relacdo aos

microarrays tradicionais, como a capacidade de identificar novos transcritos, analisar



27

splicing alternativo e quantificar com precisdo a expressao génica em diferentes
condig¢des bioldgicas. Essas caracteristicas tornam o RNA-Seq uma ferramenta essencial,
tanto para o diagnostico, quanto para o desenvolvimento de terapias personalizadas (VAN
DER KLOET et al., 2020; NEGI et al., 2022).

Em suma, as ferramentas modernas de biologia molecular, como 0o NGS e o RNA-
Seq, estdo redefinindo os limites da pesquisa em genética médica. Elas ndo apenas
oferecem uma visdo detalhada sobre as bases moleculares das doengas, mas também
abrem caminho para o desenvolvimento de terapias altamente direcionadas, ajustadas as
necessidades individuais de cada paciente. Esses avangos representam um passo
significativo na consolida¢ao da medicina personalizada como o futuro do cuidado em

saude.

Importancia da analise ancestralidade genémica

Apesar de as principais pesquisas em genética clinica envolverem o estudo da
associagdo entre um gene suspeito e uma determinada doenga através de uma estratégia
denominada estudo caso-controle, nem sempre as diferengas entre as amostras sao
causadas pelo fendtipo investigado e sim por estratificagdes populacionais (TIAN et al.,
2006). Associacdes espurias podem ser resultantes da estrutura genética da amostra que,
na maioria dos casos, nao sao detectadas com base nas informacgdes obtidas no objeto de
estudo (TIAN et al., 2006). Estimativas das propor¢des ancestrais, com base no uso de
marcadores moleculares de ancestralidade, vém sendo investigadas para responder
questdes relacionadas a colonizagdo, migragao e padrao ancestral da populacdo brasileira,
além de ser fundamental para o controle de um possivel efeito na subestrutura
populacional em estudos de associagdo (PEREIRA; PENA, 2006).

Em resumo, as implica¢cdes farmacogenéticas na resposta ao tratamento com
Sacubitril/Valsartan ou terapias convencionais em pacientes com insuficiéncia cardiaca
de fracdo de ejecdo reduzida (IC-FEr) tém grande relevancia para a medicina
personalizada, pois ajudam a compreender como as diferengas genéticas podem afetar a
eficicia e a seguranca dos medicamentos. Com os avangos na genOmica e
transcriptOmica, torna-se possivel identificar biomarcadores que podem aprimorar os
tratamentos, ajustando a abordagem terapéutica conforme as caracteristicas genéticas de

cada paciente. Este topico ¢ especialmente relevante, visto que a insuficiéncia cardiaca
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permanece como uma das principais causas de morbidade e mortalidade em todo o
mundo. A integragdo de novas opgdes terapéuticas, como o Sacubitril/Valsartan, com a

analise genética, tem o potencial de melhorar significativamente os desfechos clinicos.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

sao as

Realizar analises transcriptomicas e de ancestralidade, a fim de compreender quais

bases genéticas para as diferentes respostas farmacoterapéuticas ao

Sacubitril/Valsartan e outras classes de medicamentos convencionais (betabloqueadores,

IECA/BRA, diuréticos, inibidores do co-transportador de sodio-glucose 2, antagonistas

dos receptores de aldosterona) observadas na pratica clinica, em pacientes com IC-FER.

1.2 Objetivos especificos

a)

b)

Obter o perfil de expressao génica diferencial entre os pacientes com IC-Fer
tratados com Sacubitril/Valsartan e pacientes tratados com iECAs ou BRAs,
bem como com demais classes de medicamentos convencionais, e realizar o
estudo de enriquecimento funcional dos genes diferencialmente expressos;
Identificar biomarcadores que possam ter relagdo com a resposta
farmacoterapéutica por meio do sequenciamento de RNA de células do sangue
periférico de pacientes com IC-Fer de etiologia isquémica submetidos ao
tratamento com diferentes farmacos, incluindo o Sacubitril/Valsartan;
Estimar a contribuicdo das populagdes ancestrais africanas, amerindias e
européias das amostras pertencentes ao estudo, utilizando marcadores

informativos de ancestralidade de insercdo e dele¢dao (AIM-Indels).
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Consideracoes éticas

Esse projeto recebeu a aprovagio do Comité de FEtica em Pesquisa da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, conforme registrado no protocolo CAAE:
47609121.0.0000.5259 (ANEXOS A e B) e todos os procedimentos adotados seguiram
as normas éticas da resolugdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude.

Antes de serem incluidos na pesquisa, todos os individuos receberam informagodes
detalhadas sobre os objetivos, procedimentos, beneficios e possiveis riscos associados ao
estudo clinico. Apenas aqueles que demonstraram compreensdo total e consentimento
voluntario ao assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(ANEXOS C e D) foram incorporados como participantes.

O estudo envolveu pacientes com IC acompanhados no Ambulatério de
Insuficiéncia Cardiaca, vinculado ao Servigo de Cardiologia do Hospital Universitario
Pedro Ernesto da Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Os pacientes foram
acompanhados nesse Servigo, com avaliagdo clinica a cada seis meses. As etapas
laboratoriais e analiticas do estudo foram procedidas no Laboratorio de Diagndstico por
DNA (LDD) e no Servico de Genética Humana (SERVGEN), pertencentes a
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ).

2.2 Amostras e caracteristicas dos grupos selecionados

Foram recrutados 65 pacientes (28 mulheres € 37 homens) com IC-FER de
etiologia isquémica, com idades entre 40 e 89 anos.

Do total, 22 amostras foram selecionadas para analise transcriptdmica, dos quais
12 pacientes foram tratados com inibidor da neprilisina e dos receptores de angiotensina
(INRA) (Sacubitril/Valsartana) e 10 pacientes foram tratados com inibidores da enzima
conversora de angiotensina (IECA) ou bloqueadores dos receptores de angiotensina

(BRA), para comporem o grupo controle.
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Os grupos foram pareados de acordo com critérios de sexo e idade, garantindo
maior consisténcia nas comparagdes. Entre os 22 pacientes selecionados, 12 eram homens
e 10 mulheres, com idades variando de 55 a 85 anos.

Foi requisitada a realizagdo de ecocardiogramas para avaliar a fracdo de ejecao
ventricular. Tanto os exames laboratoriais quanto o ecocardiograma foram realizados
apds, no minimo, seis meses do inicio das terapias medicamentosas, assegurando que os
resultados refletissem os efeitos dos tratamentos propostos. Também foram coletados e
analisados os resultados de exames realizados antes do inicio do tratamento em estudo,
permitindo uma comparagdo direta com os resultados subsequentes. Esse procedimento
foi fundamental para avaliar a tolerancia e a resposta clinica dos pacientes as diferentes
abordagens farmacoterapéuticas, fornecendo dados robustos para inferéncias sobre a

eficacia dos tratamentos investigados.

2.3 Critérios de inclusao e exclusao

Os critérios estabelecidos para inclusdo no estudo foram os seguintes: pacientes
com idade superior a 18 anos, sem relacdo de parentesco entre si, que estivessem em
acompanhamento ambulatorial regular na Clinica de Insuficiéncia Cardiaca do HUPE
(IC-HUPE) por um periodo superior a um ano. Adicionalmente, os participantes deveriam
ser diagnosticados com IC de etiologia isquémica, apresentando fracdo de ejecdo
ventricular igual ou inferior a 40%.

Por outro lado, os critérios para exclusdo foram claramente definidos para garantir
a homogeneidade e a seguranca da pesquisa. Foram excluidos individuos com
cardiomiopatias de etiologias diferentes da isquémica, gestantes, pacientes
diagnosticados com miocardite ou portadores de neoplasias, além de individuos cuja
expectativa de vida fosse inferior a um ano. Esses critérios visaram assegurar que a
amostra selecionada fosse adequada para os objetivos do estudo, permitindo a obtencao

de dados confiaveis e representativos para a analise pretendida.

24 Coleta de material biologico e extracdo de DNA e RNA

A coleta de amostras de sangue foi realizada por meio de pun¢do venosa, por um

técnico de analises clinicas, utilizando tubos do tipo vacutainer contendo solugdo
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estabilizante de EDTA. As amostras (5 mL) foram armazenadas a-70 °C até o momento
de serem processadas para a extragdo de DNA e RNA.

O RNA total das amostras de sangue periférico foi extraido, conjugando-se a
técnica de salting out (MILLER et al., 1988; SAMBROOK; RUSSELL, 2011) e o uso do
reagente TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) (MACHADO et al., 2014). A extracao
foi realizada de maneira imediata apds a coleta do sangue periférico, com o objetivo de
reduzir a0 méximo o risco de degradacao do RNA.

Para o procedimento de extragdo, foram transferidos 2,5 mL de sangue para um
tubo Falcon de 15 mL, ao qual foram também adicionados 10 mL de TLH gelado. Esse
tubo foi colocado em uma centrifuga refrigerada a 4 °C e centrifugado a 5000xG (Raio
do rotor: 8,4 cm) por 15 minutos. Ao final do processo, observou-se a formac¢ao de um
pellet no fundo do tubo, € o sobrenadante foi cuidadosamente removido com o auxilio de
uma pipeta. Em seguida, foi adicionado mais 10 mL de TLH gelado ao material e o pellet
foi desprendido com uma agitacdo vigorosa. O procedimento de centrifugacdo foi
repetido, mantendo as condigdes, por mais duas vezes, para garantir a maxima limpeza
do material de interesse.

Apo6s o isolamento das células no fundo do tubo Falcon, foi adicionado 1 mL de
reagente TRIzol, ¢ o pellet foi homogeneizado por meio de pipetagem. Esse
homogeneizado foi transferido para um tubo de 2 mL, vortexado por 15 segundos e
incubado por 5 minutos a temperatura ambiente. Apds um breve spin, 200 pL de
cloroformio puro foram pipetados para o tubo, que foi novamente vortexado por 15
segundos e incubado por 5 minutos a temperatura ambiente. Apos esse periodo, a amostra
foi centrifugada a 12000xG (Raio do rotor: 8,4 cm) por 15 minutos a 4°C. O processo
resultou na formacao de trés fases distintas: a fase alcodlica, de coloracao rosa clara, uma
fase intermedidria contendo proteinas e contaminantes celulares e, por fim, a fase
transparente, que continha o DNA/RNA extraido. O sobrenadante contendo o RNA de
interesse foi cuidadosamente recuperado e transferido para um novo tubo de 2 mL, € o
mesmo volume de etanol absoluto foi adicionado & amostra. A mistura foi homogeneizada
por inversao.

A purificacdo adicional do RNA foi realizada utilizando o kit PureLink RNA Mini
Kit (Thermofisher), conforme as instru¢cdes fornecidas pelo fabricante. O material foi
transferido para a coluna de filtragdo, e a centrifugagdo foi realizada em uma
minicentrifuga a 12000xG (Raio do rotor: 8,1 cm) por 1 minuto. A coluna foi entdo

transferida para um tubo de descarte, e o processo foi repetido até que todo o volume da
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amostra fosse processado, dado que a coluna possui um limite de até¢ 700 uL por vez.
Posteriormente, foram adicionados 500 pL de tampao de lavagem WB2 a coluna, que foi
centrifugada novamente a 12000xG (Raio do rotor: 8,1 cm) por 1 minuto. A coluna foi
transferida para um novo tubo de descarte, e mais 500 pL de tampao WB2 foram
adicionados, com nova centrifugacdo. Na etapa final, a coluna foi transferida para um
tubo de 1,5 mL ou 2 mL, e 100 pL de tampao RNAsefree foram pipetados para a coluna.
O tubo foi incubado por 1 minuto a temperatura ambiente, seguido de uma centrifugacao
de 2 minutos a 12000xG (Raio do rotor: 8,1 cm). Duas aliquotas de 10 pL da amostra
foram retiradas para as analises subsequentes, e o restante foi armazenado a -70 °C. As
aliquotas para as analises foram armazenadas sob refrigeracdo a -20 °C.
Além disso, o DNA gendmico foi extraido das amostras obtidas utilizando o kit

BioPur Mini Spin Virus DNA/RNA (Biometrix Diagndstica), conforme instrugdes do

fabricante.

2.5 Controle de qualidade das amostras de RNA

As amostras de RNA extraidas foram quantificadas por meio de fluorimetria, uma
técnica sensivel e precisa para medir a concentragdo do RNA nas amostras, utilizando o
equipamento Qubit® (Thermofisher). Para avaliar a pureza do RNA extraido, foi
empregada a técnica de espectrofotometria utilizando o NanoDrop 2000 (Thermofisher).
A andlise de pureza foi realizada com base nas razdes das absorbancias obtidas a 260
nm/280 nm e 260 nm/230 nm. Essas razdes sdo indicativas de possiveis contaminagdes
nas amostras. A razao 260/280 ¢ utilizada para avaliar a presen¢a de proteinas, enquanto
a razdo 260/230 fornece informagdes sobre a possivel contaminagdo por solventes ou
compostos 0rganicos.

Além disso, o nivel de integridade do RNA extraido foi analisado utilizando o
ensaio ScreenTape® de RNA de alta sensibilidade, por meio de um sistema de
eletroforese em chip, operado pelo Agilent TapeStation (Agilent Technologies, Miami,
EUA). Esse método permite uma avaliagdo detalhada da integridade do RNA,
proporcionando uma visualizacdo precisa do perfil de degradacdo das amostras. Somente
as amostras com um RIN (RNA Integrity Number) superior a 7, o que indica RNA de alta
qualidade e baixa degradacdo, foram selecionadas para as analises subsequentes,

garantindo a confiabilidade dos dados obtidos.
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2.6 Construcao das bibliotecas de cDNA

O kit Ribo-Zero rRNARemoval Kit (Epicentre, Madison, WI, EUA) foi utilizado
para a remog¢ao de rRNA de um total de 1,5 ng de RNA por amostra.Em seguida, as
bibliotecas de sequenciamento foram geradas usando o NEBNext® Ultra™ Directional
RNA Library Prep Kit para Illumina® (NEB, EUA), seguindo as recomendacdes do
fabricante, e os cddigos index foram adicionados para multiplexacdo das amostras. A
fragmentacdo foi realizada usando cations divalentes em temperatura elevada no NEB
Next First Strand Synthesis Reaction Buffer (5X). A primeira fita de cDNA foi sintetizada
usando um primer hexdmero aleatdrio e transcriptase reversa. Em seguida, a sintese da
segunda fita de cDNA foi realizada utilizando a DNA Polimerase 1 ¢ RNase H. As
extremidades remanescentes foram convertidas em extremidades cegas por atividades de
exonuclease/polimerase. Apds a adenilagao das extremidades 3’ dos fragmentos de DNA,
o Adaptador NEB Next com estrutura de lago em gancho foi ligado para preparacdo da
hibridizacdo. Para selecionar fragmentos de insercao de preferéncia com comprimento de
150~200 pb, os fragmentos da biblioteca foram purificados com esferas AMPure XP
(Beckman Coulter, Beverly, EUA). Em seguida, 3 pl da enzima USER (NEB, EUA)
foram utilizados com o cDNA selecionado por tamanho e ligado ao adaptador, a 37°C por
15 minutos. Depois, a PCR foi realizada com a DNA polimerase Phusion High-Fidelity,
primers PCR universais e primer indexados. Para a biblioteca construida, foi utilizado o
quantificador de fluorescéncia Qubit 3.0 para uma quantificacdo preliminar, com
concentragdo minima exigida de 1 ng/uL. Em seguida, o sistema de analise Qsep400 de
alta capacidade foi empregado para detectar os fragmentos inseridos na biblioteca.
Posteriormente, o0 método de qPCR foi aplicado para determinar a concentragdo efetiva
da biblioteca (concentragao efetiva superior a 2 nM), garantindo uma quantificacdo

precisa e a qualidade da biblioteca.

2.7 Sequenciamento

Para o sequenciamento das bibliotecas de cDNA consideradas adequadas, foi
utilizada a plataforma de sequenciamento de alto rendimento da Illumina(NovaSeq6000)

no modo de sequenciamento PE150.
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As amostras foram agrupadas com codigos index no sistema acBot Cluster
Generation usando o TruSeq PE Cluster Kit v3-cBot-HS (Illumina), de acordo com as
instrugdes do fabricante. Apds a geracao dos clusters, as bibliotecas foram sequenciadas
na configuracao paired-end (leitura a partir de ambas as extremidades). A escolha pelo
sequenciamento paired-end proporciona varias vantagens, incluindo a possibilidade de
obter informag¢des mais completas sobre a sequéncia de cada fragmento, facilitando a
montagem e o alinhamento preciso das leituras. Para garantir uma cobertura suficiente e
obter dados confidveis, cada amostra foi sequenciada com uma profundidade minima de
20 milhdes de leituras. Esse valor foi escolhido para assegurar a detecgao precisa de genes
de baixa e alta expressdo, bem como para melhorar a qualidade dos dados na analise de

expressao génica diferencial e demais analises subsequentes.

2.8 Bioinformatica

Os dados brutos obtidos a partir do sequenciamento das bibliotecas de cDNA
foram filtrados para obter dados limpos. Em seguida, os dados limpos foram alinhados
ao genoma de referéncia, gerando dados mapeados. Posteriormente, foram realizadas a
analise da estrutura genética a identificacio de mRNAs diferencialmente expressos, a
anotacdo de funcdo génica e o enriquecimento funcional. O fluxo de trabalho da anélise

bioinformatica de mRNA ¢ mostrado na figura 3.
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Figura 3: Fluxograma das analises de bioinformatica
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Fonte: A autora, 2025

29 Controle de qualidade das leituras de sequenciamento

E fundamental garantir a qualidade das leituras antes de prosseguir com as analises
subsequentes. Os dados brutos contém informacdes indesejadas, como primers e
adaptadores, que precisam ser removidas antes da analise. Sendo assim, os dados brutos
(leituras brutas) no formato FASTQ foram inicialmente processados através de scripts
Perl in house. Nesta etapa, os dados limpos (leituras limpas) foram obtidos, removendo-
se as leituras que continham adaptadores, leituras com poli-N e leituras de baixa qualidade
dos dados brutos. Ao mesmo tempo, o0 Q20, Q30, o contetido GC e o nivel de duplicagdo
de sequéncias dos dados limpos foram calculados. Todas as andlises subsequentes foram
baseadas em dados limpos de alta qualidade. As etapas do controle de qualidade estao

descritas abaixo:

a. Exclusdo de leituras com baixa qualidade: Leituras que apresentaram uma
propor¢ao de nucleotideos desconhecidos (N) superior a 10% e com valores de Q < 10

em mais de 50% das bases foram descartadas.
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b. Remoc¢iao de contaminagcdes por adaptadores: Todas as sequéncias de
adaptadores e primers foram eliminadas das leituras.
c. Qualidade das Bases de Sequenciamento: oescore de qualidade, ou Q-escore,
representa a probabilidade de uma base incorreta. Esse escore de qualidade Phred ¢
definido pela equagao Q = —10 * logio P, na qual P representa as probabilidades de erro
na chamada de bases. As pontuagdes de qualidade Q20 e Q30 s3ao parametros
frequentemente utilizados na andlise de dados de sequenciamento de DNA. Uma
pontua¢do Q20 indica que a probabilidade de erro ¢ de 1 em 100, ou seja, 99% de certeza
na base chamada. Em termos praticos, isso significa que 90,9% das leituras com Q20 ou
superior sdo consideradas de alta qualidade. J4 uma pontuagcdo Q30 sugere uma
probabilidade de erro de 1 em 1000, refletindo 99,9% de certeza na base chamada.
Portanto, leituras com Q30 ou superior s3o mais desejaveis. Neste estudo, utilizamos
como ponto de corte o Q30, ou seja, a porcentagem de bases com um escore de qualidade
igual ou superior a Q30 nos dados limpos, o que representa uma probabilidade de erro de
0.1% e uma acuréacia de 99,9%.
d. Distribuicido de Bases nas Leituras: o teste de distribui¢gdo do contetdo de bases
¢ projetado para detectar a separacdo de AT e GC. Em teoria, de acordo com o processo de
fragmentacao aleatoria do cDNA e o principio do pareamento de bases complementares, a
frequéncia de A, T, G e C deveria ser uniforme e constante ao longo das leituras. No
entanto, a construcao de bibliotecas especificas pode gerar certas flutuacdes nos conteudos
de GC e AT. Além disso, na pratica, flutuagdes na extremidade 5' sdo comumente
observadas devido a certos vieses na liga¢do de primers hexameros aleatorios e templates.
Apbs a aplicagdo desses critérios de filtragem, os dados limpos de alta qualidade foram

gerados no formato FASTQ, garantindo sua adequacao para as analises subsequentes.
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2.10 Alinhamento das leituras contra o genoma de referéncia

Para o alinhamento das leituras limpas, foi utilizado o genoma de referéncia
humano Homo sapiens.GCF _000001405.40 GRCh38.p14 genomic.genome.fa.

A ferramenta HISAT2 foi empregada para mapear as leituras de RNA-seq,
permitindo a obtenc¢do das informacdes de localizagdo das leituras no genoma de
referéncia. Apdés o mapeamento, as leituras foram montadas utilizando o software
StringTie, o que possibilitou a reconstrucdo do transcriptoma para as analises
subsequentes.A taxa de mapeamento refere-se a porcentagem de leituras limpas
mapeadas. Além da influéncia da qualidade dos dados de sequenciamento, a taxa de
mapeamento também pode ser afetada pela qualidade da montagem do genoma de
referéncia e pela relacdo de classificagdo bioldgica entre a amostra sequenciada e a de
referéncia. A taxa de mapeamento ¢ um parametro importante para verificar se 0 genoma
de referéncia ¢ adequado para as analises bioinformaticas posteriores.

Apods a montagem, os transcritos foram classificados usando um pipeline de
bioinformatica que separou transcritos codificantes (mRNAs) de ndo codificantes

(IncRNAs).

2.11 Quantificaciao dos transcritos

A quantificagdo da expressao génica visa medir a variagao nos niveis de expressao
dos genes. Em geral, quanto mais transcritos um gene expressa, mais leituras (reads)
desse gene serdo obtidas. Assim, o nivel de expressdo do gene pode ser calculado de
acordo com a contagem (count) da proporcao de leituras sequenciadas em cada transcrito.
No entanto, a contagem de leituras dos genes também depende do tamanho do gene e da
profundidade do sequenciamento. Para revelar com maior precisdo o nivel de expressao
de cada transcrito, o nimero de leituras mapeadas precisa ser normalizado pelo
comprimento dos transcritos. O StringTie aplica o FPKM (Fragments Per Kilobase of
transcript per Million fragments mapped) para medir o nivel de expressdao de um gene ou
transcrito.

A andlise de componentes principais (PCA) foi conduzida utilizando os valores

de FPKM de cada amostra. Dessa forma, a expressdo génica foi reduzida a dimensdes
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menores, permitindo identificar padrdes de distribui¢do entre as amostras ¢ avaliar a
dispersao nos referidos grupos. Em resumo, essa analise permite a visualizacao grafica
do nivel de diferenca e/ou similaridade entre o grupo tratado com o Sacubitril/Valsartan
e o grupo controle, tratado com IECA/BRAs. A proximidade dos pontos no grafico de
PCA indica maior semelhanga na composi¢ao das amostras, geralmente associadas a
grupos de tratamento semelhantes. Genes com niveis de expressdo significativamente
diferentes entre amostras distintas sdo chamados de genes diferencialmente expressos
(DEGs). A ferramenta DESeq2 foi aplicada para os testes de expressao diferencial com
base em um modelo que utiliza a distribui¢do binomial negativa sob duas condigdes

diferentes.

2.12 Analise de genes diferencialmente expressos

Genes com niveis de expressdo significativamente diferentes entre amostras
distintas s3o chamados de genes diferencialmente expressos (DEGs). A ferramenta
DESeq? foi aplicada para os testes de expressao diferencial com base em um modelo que
utiliza a distribuicdo binomial negativa sob duas condicdes diferentes. Na identificagdo
de DEGs, o FoldChange (FC) representa a razao dos valores de expressao génica entre
dois grupos, enquanto a taxa de descoberta falsa (False Discovery Rate, FDR) representa
o valor de p ajustado, denominado de g-valor. Critérios de filtragem (FoldChange > 1,5 e
valor de p < 0,01) foram aplicados para obtencdo das DEGs, que foram posteriormente
anotadas.

O Volcanoplot foi utilizado para visualizacao das diferencas na expressao génica

entre as amostras e a significancia estatistica dessa diferenca.

2.13 Analises de enriquecimento

Para a analise funcional dosDEGs, foi utilizada a classificagdo do Gene Ontology
(GO), que fornece um padrao para a categorizacao das fungdes genéticas. O sistema de
anotacao GO ¢ estruturado como um grafo aciclico direcionado, dividido em trés ramos

principais: processos biologicos, fungdes moleculares e componentes celulares.
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Para identificar termos GO que se encontraram significativamente enriquecidos
em comparacao com o transcriptoma geral, o ClusterProfiler foi utilizado para a analise
de enriquecimento dos processos bioldgicos, fungdes moleculares e componentes
celulares, utilizando testes hipergeométricos para os conjuntos de DEGs. E possivel
prever as fungdes de diferentes genes neste grupo com base nas informagdes de
enriquecimento funcional do GO. Geralmente, a significdncia de uma via funcional ¢é
julgada pelo valor de g, € quanto menor o valor de q, mais significativa.

A anotagao de genes dentro de redes de vias metabolicas foi realizada para
compreender as funcdes biologicas em organismos. Para isso, utilizou-se o banco de
dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), que ¢ uma das principais
fontes de informagao sobre vias biologicas, incluindo aquelas relacionadas a carboidratos,
nucleotideos, aminoacidos e a degradacdo bioldgica de compostos organicos. O processo
de anotagdo envolveu a identificacdo de genes presentes nas redes de vias, permitindo
uma analise mais aprofundada das fungdes bioldgicas. O KEGG também fornece uma
descrigdo abrangente das enzimas envolvidas nas vias metabodlicas, incluindo
informagdes como sequéncias de aminoacidos e links para o banco de dados PDB
(Protein Data Bank), o que facilita a exploracdo funcional e estrutural das proteinas.
Através desta metodologia, foi possivel mapear e classificar os genes dentro de suas
respectivas vias metabolicas, contribuindo para uma melhor compreensao dos processos
biologicos subjacentes.

A analise de enriquecimento de vias bioldgicas também foi realizada utilizando o
Reactome Pathway Database, um banco de dados curado que fornece informagdes
detalhadas sobre redes de reagdes bioquimicas e processos celulares. Para esse fim, foram
utilizadas as listas de genes diferencialmente expressos, identificadas na anélise
transcriptomica por RNA-Seq. As vias significativamente enriquecidas foram
identificadas considerando um g-valor< 0,05, e os processos bioldgicos mais relevantes

foram selecionados com base na relevancia funcional e no nimero de genes envolvidos.

2.14 Analise de marcadores de ancestralidade de inserciao/delecao (indels)

Com a finalidade de estimar o perfil de ancestralidade das amostras empregadas

no presente estudo, foi utilizado o sistema multiplex AIMs descrito por Pereira et al.
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(2012) (Tabela 2), o qual ¢ composto por 46 marcadores com frequéncias alélicas
significativamente diferentes entre africanos, europeus, asiaticos e amerindios, sendo,
portanto, altamente informativos para cada um dos quatro grupos populacionais. Na PCR,
foi utilizado o tampao QIAGEN Multiplex PCR (QIAGEN). Essa analise foi realizada
para estimar o nivel de homogeneidade das amostras quanto ao fator ancestralidade e
eliminar quaisquer associagdes espurias em decorréncia deste.

A mistura de reagentes consistiu em 2 ng de DNA gendmico, 1 pL de primer mix
a2 uM cada primer e 5 uLL de master mix 2x concentrado num volume final de 10 pL. As
condi¢des de temperatura incluiram uma etapa inicial de 95 °C por 15 min; uma etapa
intermediaria com 30 ciclos de 94 °C por 30 seg, 60 °C por 90 seg e 72 °C por 45 seg. E
por fim, uma etapa de extensdo final de 72 °C por uma hora. A reacdo foi realizada no

termocilador Veriti (Thermo Fisher Scientific ™).
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Tabela 2: Primers utilizados para a amplificagao dos AIM-InDels

MID* rs number Chromosome Position (bp)** Alleles described in dbSNP
MID-1470 rs2307666 11 64729920 -/GTTAC
MID-777 rs1610863 16 6551830 -/GAA

MID-196 rs16635 6 99789775 -/CAT

MID-881 rs1610965 5 79746093 -/ACTT
MID-3122 rs35451359 18 45110983 -/ATCT
MID-548 rs140837 6 3708909 -ICT

MID-659 rs1160893 2 224794577 -fCT

MID-2011 rs2308203 2 109401291 -/CTAGA
MID-2929 rs33974167 8 87813725 -TA

MID-593 rs1160852 6 137345857 =TT

MID-798 rs1610884 5 56122323 -/GGGAAA
MID-1193 rs2067280 5 89818959 -/AT

MID-1871 rs2308067 7 127291541 =TT

MID-17 rs4183 3 3192524 -TAAC
MID-2538 rs3054057 15 86010538 -/AACA
MID-1644 rs2307840 1 36099090 -/GT

MID-3854 rs60612424 6 84017514 -TCTA
MID-2275 rs3033053 14 42554496 -TCAGCAG
MID-94 rs16384 i 42045009 -/AAC
MID-3072 rs34611875 18 67623917 -/GCCCCCA
MID-772 rs1610859 5 128317275 -TAG

MID-2313 rs3045215 1 234740917 -/ATTATAACT
MID-397 rs25621 6 139858158 =TTCT
MID-1636 rs2307832 1 55590789 -/AA

MID-51 rs16343 4 17635560 -TTTAT
MID-2431 rs3031979 8 73501951 -/ATTG
MID-2264 rs34122827 13 63778778 -/AAGT
MID-2256 rs133052 22 41042364 -/CAT

MID-128 rs6490 12 108127168 -/ATT

MID-15 rs4181 2 42577803 -/AAATACACAC
MID-2241 rs3030826 6 67176774 -/GTCCAATA
MID-419 rs140708 6 170720016 -/AATGGCA
MID-943 rs1611026 5 82545545 -TGAT
MID-159 rs16438 20 25278470 -/CCCCA
MID-2005 rs2308161 10 69800909 -/AACAAT
MID-250 rs16687 7 83887882 -/CA

MID-1802 rs2307998 5 7814345 -/GGA
MID-1607 rs2307803 3 108981031 -TG

MID-1734 rs2307930 6 84476378 -/CCAT
MID-406 rs25630 6 14734341 -/AG

MID-1386 rs2307582 1 247768775 -/AAACTATTCATTTTTCACCCT
MID-1726 rs2307922 1 39896964 -/CAAGAACTATAAT/CACTATCTATTAT
MID-3626 rs11267926 15 45526069 -/AATATAATTTCTCCA
MID-360 rs25584 12 112145217 -IAA

MID-1603 rs2307799 5 70828427 =TTGT
MID-2719 rs34541393 20 30701405 -/AACT

Fonte: PEREIRA et al., 2012.

Legenda: rs: Codigo de identificagao do marcador genético no banco de dados dbSNP verséo 132;

MID: Nomenclatura do marcador de acordo com o banco de dados Marshfield Diallelic

Insertion/Deletion Polymorphisms (MID). Nota: Os primers marcados com fluorescéncia foram
divididos em quatro canais (6FAM, VIC, NED e PET). As letras minusculas dos primers nao
marcados representam sequéncias de caudas adicionadas aos primers.
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2.15 Analises estatisticas para verificar a homogeneidade das amostras

Para assegurar a comparabilidade entre os grupos de amostras, foram realizadas
analises para verificar a homogeneidade em relacao as varidveis demograficas, clinicas e
terapéuticas, como sexo, idade, fragao de ejecdo, tempo de tratamento, presenga de
comorbidades e medicamentos utilizados. Para variaveis categoricas, foi utilizado o teste
qui-quadrado (MCHUGH, 2013) ou o teste exato de Fisher (KIM, 2017), dependendo do
tamanho da amostra e da frequéncia das categorias. Para varidveis continuas, foi aplicado
o teste t de Student (RUXTON, 2006) para amostras independentes ou a analise de
varidncia (ANOVA) (SULLIVAN et al., 2012).
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3 RESULTADOS

3.1 Analises demograficas e clinicas dos pacientes

A tabela 3 contém os principais dados demograficos e clinicos dos pacientes
selecionados para o presente estudo. Os participantes do estudo foram divididos em dois
grupos: Sacubitril-Valsartan (S/V) (n=30) e Controle (n=35). A idade média dos
participantes foi de 66,33 + 6,95 para o grupo S/V e 61,78 + 9,43 anos para o grupo
Controle (p=0,14). A distribuicao de sexo biologico foi semelhante entre os grupos, com
uma prevaléncia de mulheres de 43,3% no grupo S/V e 42,8% no grupo Controle (p=0,9).

A fracdo de ejecdo pré-tratamento (FE-pré) apresentou uma média de 28,75 +
7,11% no grupo S/V e 33,56 = 7,58% no grupo Controle (p=0,27). Apds o tratamento, a
fragdo de ejecao (FE-pds) aumentou para 39,77 +1 2,00% no grupo S/V ¢ 38,91 £ 10,11%
no grupo Controle (p=0,24). A variagdo da fragdo de ejecdo (AFE= FEpo6s — FEpré) foi
significativamente maior no grupo S/V (10,11£12,00%) em comparagcdo ao grupo
Controle (4,54+11,16) (p=0,04). O tempo médio de tratamento foi de 1,93+1,00 anos no
grupo S/V e 2,31+1,31anos no grupo Controle (p=0,20).

As prevaléncias de comorbidades foram semelhantes entre os grupos, sem
diferencas estatisticamente significativas: diabetes (56,7% no grupo S/V versus 71,4% no
Controle, p=0,2), hipertensao (70% versus 71,4%, p=0,9), obesidade (23,3% versus 20%,
p=0,7), Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) (13,3% versus 11,4% p=0,8),
tabagismo (23,3% versus 22,8%, p=0,9) e etilismo (20% versus 8,6%, p=0,2).

Os medicamentos utilizados pelos participantes também foram analisados. Nao
houve diferencas significativas na propor¢ao de uso entre os grupos para antagonistas de
mineralocorticoides (80% no grupo S/V versus 65,7% no Controle, p=0,2), diuréticos
tiazidicos (6,7% versus 22,8%, p=0,07), diuréticos de al¢a (56,7% versus 45,7%, p=0,6),
nitratos (13,3% versus 20%, p=0,3), inotrépicos (6,7% versus 2,8%, p=0,6),
antiagregantes plaquetarios (63,3% versus 71,4%, p=0,5), betabloqueadores (93,3%
versus 97,1%, p=0,5) e inibidores de SGLT-2 (36,6% versus 37,1%, p=0,9).

Em suma, a anélise demonstrou que os grupos S/V e Controle eram comparaveis
em relacdo as caracteristicas basais, com excecdo de variagdo da fracao de ejecdo (AFE),

que foi significativamente maior no grupo S/V (p=0,04).
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Tabela 3: Dados demograficos e clinicos dos pacientes

S/V (n=30) Controle (n=35) p-valor
Idade (média + dp) 66.33 £ 6.95 61.78 £9.43 0.14
Sexo (n(%))
Feminino 13 (43,3%) 15 (42,8%) 0.9
Masculino 17 (56,7%) 20 (57,2%)
FE- pré (média = dp) 28,75+ 7.11 33,56 £ 7,58
FE- pos (média = dp) 39,77 £ 12.00 38,91 +£ 10,11
A(FE-Pés - FE-pré) 10,11 + 12,00 4,54+ 11,16 0,04
Tempo de tratamento (S/V) 1,93+ 1,00 2,31 £1,31
Comorbidades (n(%))
Diabetes 17 (56,7%) 25 (71,4%) 0,2
Hipertensdo 21 (70%) 25 (71,4%) 0,9
Obesidade 7 (23,3%) 7 (20%) 0,7
DPOC 4 (13,3%) 4 (11,4%) 0,8
Tabagismo 7 (23,3%) 8 (22,8%) 0,9
Elitismo 6 (20%) 3 (8,6%) 0,2
Grupos de medicamentos
Antagonista mineralocorticoide 24 (80%) 23 (65,7%) 0,2
Diurético tiazidico 2 (6,7%) 8 (22,8%) 0,07
Diurético de al¢a 17 (56,7%) 16 (45,7%) 0,6
Nitrato 4 (13,3%) 7 (20%) 0,3
Inotrépico 2 (6,7%) 1(2,8%) 0,6
Antiagregante plaquetario 19 (63,3%) 25 (71,4%) 0,5
Betabloqueador 28 (93,3%) 34 (97,1%) 0,5
Inibidor de SGLT-2 11 (36,6%) 13 (37,1%) 0,9

Fonte: A autora, 2025

Legenda: S/V: Sacubitril/Valsartan; FE: Fracdo de ejecdo; A: simbolo de diferenga; n= numero de individuos; DP:
desvio padrdo; DPOC: Doenga pulmonar obstrutiva cronica; SGLT-2: co-transportador de sddio-glicose tipo 2.
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3.2 Analise de Componentes Principais

O grafico de PCA (Analise de Componentes Principais) (Figura 4) apresenta a
distribuicdo dos grupos experimentais, sendo o grupo E tratado com Sacubitril/Valsartan
e o grupo C representando o controle. Os dois primeiros componentes principais, PC1
(21,5%) e PC2 (11,45%), explicam conjuntamente 32,95% da variancia total dos dados,
permitindo uma visualizagdo das principais diferencas entre os grupos.

Observa-se uma separagdo parcial entre os grupos E e C no espago PCA, com
alguns clusters claramente definidos. Por exemplo, individuos dos subgrupos E3, E5 e E7
mostram certa proximidade, sugerindo respostas similares ao tratamento com
Sacubitril/Valsartan. O grupo Controle (C), em contraste, apresenta uma maior dispersao
em alguns subgrupos, como C2, que se distancia significativamente no eixo PC2.

O grupo Sacubitril/Valsartan (E, de entresto, nome comercial do
Sacubitril/Valsartan) apresenta uma distribuicdo relativamente coesa no espago PCA,
especialmente em subgrupos como E4 e EI0, indicando menor variabilidade nas
caracteristicas analisadas entre os individuos tratados. No grupo C, subgrupos como C5
e C3 aparecem em extremos de PC1, possivelmente indicando maior variabilidade em

caracteristicas basais ou respostas menos uniformes.
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Figura 4: Grafico de componentes principais dos grupos E (Sacubitril/Valsartan) e C

(Controle)
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3.3  Analise de expressao diferencial

Ap6s os critérios de filtragem aplicados (Fold Change > 1,0 e valor de p < 0,05),
as analises preliminares evidenciaram 75 DEGs entre os grupos S/V e Controle (Figura
5). Contudo, apos a exclusdo de genes novos, que ainda ndo foram registrados nos bancos
de dados oficiais, restaram 56, dos quais 52 encontraram-se superexpressos e 4

subexpressos (Tabela 4).

Figura 5: VolcanoPlot dos 75 genes diferencialmente expressos entre os grupos, incluindo os

super e subexpressos.
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Tabela 4: Grupos de DEGs classificados quanto ao nivel de expressao
Simbolos Nivel de expressao

IRF2BPL, GPIBB, S10046, NDUFB6, CXCL6,
H3C12, TLCD4, TIGD7, RTP4, SLC3041,
CEBPB, CEBPD, HBD, CMTM?2, MED30, H3CS,
RPL31, CCDCS85B, JCHAIN, H4C1, XCL2,
RPS29, CTUI, TRAPPCS, PIGBOSI, SNRPG, Superexpressos
HI-10, BASP1, H3C2, RPS21, H4C12, ASCL2,
S100P, NECTIN2, CALHM®6, H3C3, RPL354,
H4C11, RPL39, ROMOI, TMEM170B, COL9A43,
FADD, §100412, LY96, TNFRSF17, COMMDS,
SEC61G, ANTKMT, SMIM?27, HBB,
ENSG00000284292

IGLL5, ENSG00000284931, SPATS2L, BICDL2 S
ubexpressos

49

Fonte: A autora, 2025
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3.4 Analise de enriquecimento funcional de processos biolégicos pelo banco de
dados Gene Ontology

A andlise de enriquecimento funcional, por sua vez, contribuiu para estabelecer
possiveis relagdes entre os DEGs encontrados com processos bioldgicos, componentes
celulares e fungdes moleculares. A tabela 5 e a figura 6 mostram quais processos
biologicos possuem maior relevancia estatistica. Esses dados foram gerados através do
banco de dados Gene Ontology (GO). Esses resultados sugerem a prevaléncia de
processos associados a tradugdo proteica, resposta imune e transporte de gases no
contexto analisado.

O termo mais significativo foi "Tradug¢ao citoplasmatica" (GO:0002181), com um
g-valor extremamente baixo (0,006985) e um escore combinado elevado (169,97),
destacando a importancia da sintese de proteinas no contexto estudado.

Os resultados também apontaram para a importancia da resposta imune, com
termos como "Resposta humoral antimicrobiana" (G0O:0019730) (g-valor = 0,01109, EC
=152,17) e "Resposta humoral antimicrobiana mediada por peptideos antimicrobianos"
(GO:0043043) (g-valor = 0,01109, EC = 168,28). Esses termos indicam a ativagdo de
mecanismos de defesa imune, sugerindo um possivel papel desses genes na resposta a
infec¢des bacterianas ou outros estimulos antimicrobianos.

Adicionalmente, processos relacionados a biossintese foram enriquecidos,
incluindo "Processo de biossintese de peptideos" (G0O:0043043) (g-valor = 0,02414, EC
= 74,30) e "Processo de biossintese de macromoléculas" (GO:0009059) (q-valor =
0,03372, EC = 58,47), indicando a importancia desses processos nas diferengas entre os
grupos. Outro destaque foi o termo "Transporte de Oxigénio" (GO:0015671), que
apresentou um dos escores combinados mais altos (504,62) e uma razdo de chances
elevada (RC = 68,21), com um g-valor igual a 0,03372. O termo "Transporte de Didxido
de Carbono" (GO:0015670) (g-valor: 0,03528), também foi identificado com escore
combinado de 436,51, sugerindo uma regulacdo significativa do transporte de gases no
contexto bioldgico avaliado.

Esses resultados, em conjunto, indicam uma integracdo de processos
fundamentais, como traducdo de proteinas, resposta imune e transporte de gases,
sugerindo que esses genes desempenham papéis criticos no contexto da resposta

farmacologica ao Sacubitril/Valsartan em pacientes com IC-FEr.
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Tabela 5:Anélise de enriquecimento funcional de processos bioldgicos identificados

Indice
1

9
10

Nome
Tradugao citoplasmatica (GO:0002181)
Resposta humoral antimicrobiana
(GO:0019730)
Resposta humoral antimicrobiana
mediada por peptideos

antimicrobianos (GO:0043043)

Resposta de defesa a bactéria
(GO:0042742)

Processo de biossintese de peptideos
(GO:0043043)

Transporte de Oxigénio (GO:0015671)

Processo de biossintese de
macromoléculas (GO:0009059)

Transporte de Didxido de Carbono
(GO:0015670)

Transporte de gas (GO:0015669)

Tradugdo (GO:0006412)

p-valor

0.0001038

0.0001173

0.0003192

0.0006123

0.0006244

0.0007466

0.001412
0.001864

q-valor

0.00002604  0.006985

0.00003696  0.006985

0.01109

0.01109

0.02414

0.03372

0.03372

0.03528

0.05929
0.07046

RC
16.10

14.91

18.35

8.66

9.23

68.21

7.92

60.63

41.96
6.14

EC
169.97

152.17

168.28

78.41

74.30

504.62

58.47

436.51

27541
38.61

Fonte: A autora, 2025

Abreviatura: RC: Razdo de chances; EC: Escore combinado.
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Figura 6: Processos bioldgicos associados aos genes diferencialmente expressos,

anotados por nivel de significancia
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Fonte: A autora, 2025
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3.5 Analise de enriquecimento funcional de componentes celulares pelo banco de

dados Gene Ontology

A Tabela 6 e a figura 7 apresentam os dez principais termos do GO relacionados
aos componentes celulares identificados, classificados com base no p-valor ajustado (q-
valor) e no escore combinado. Os resultados evidenciam o envolvimento predominante
de estruturas ribossomicas e componentes relacionados a tradugdo e sinalizagdo
intracelular. Os termos mais relevantes incluiram "Ribossomo Polissomico"
(GO:0042788), com o menor g-valor (0,0002441) e o maior escore combinado (587,05),
e "Ribossomo" (G0O:0005840), com um g-valor de 0,002833 e escore combinado de
185,02. Esses resultados destacam a importancia do maquindrio ribossdmico,
possivelmente indicando uma regulagdo aumentada da tradugdo de proteinas no contexto
estudado.

Outros termos de destaque incluiram "Subunidade Ribossomica Grande"
(GO:0015934) e "Subunidade Ribossomica Grande Citossolica" (GO:0022625), ambos
com g-valor de 0,01717 e escore combinado de 117,08. Esses termos sugerem uma
contribui¢do especifica de subunidades ribossdmicas na modulagdo da atividade
translacional.

Esses resultados reforcam a hipdtese de que os genes analisados desempenham
papéis centrais na regulagdo de processos fundamentais, como traducdo de proteinas,
organizagao celular e resposta a sinaliza¢do, sendo especialmente relevantes no contexto

da IC e da resposta medicamentosa diferenciada ao Sacubitril/Valsartan



54

Tabela 6:Anélise de enriquecimento funcional de componentes celulares identificados

Indice
1

2

10

Nome
Ribossomo Polissémico (GO:0042788)
Ribossomo (GO:0005840)

Subunidade Ribossomica Grande
(GO:0015934)

Subunidade Ribossomica Grande
Citossolica (GO:0022625)

Subunidade Ribossomica Pequena
Citossolica (GO:0022627)

Subunidade Ribossomica Pequena
(GO:0015935)

Membrana do Reticulo Endoplasmatico
Rugoso (GO:0030867)

Zonula de Adesdo (GO:0005915)
U7 snRNP (GO:0005683)

Complexo de Sinalizagdo Indutor de
Morte (GO:0031264)

P-valor

0.000003488 0.0002441

0.00008095

0.0009809

0.0009809

0.01035

0.01084

0.01861

0.01861

0.02229

0.02596

q-valor

0.002833

0.01717

0.01717

0.1265

0.1265

0.1629

0.1629

0.1734

0.1817

RC
46.72

19.64

16.90

16.90

13.97

13.62

67.30

67.30

53.84

44.86

EC
587.05

185.02

117.08

117.08

63.85

61.62

268.12

268.12

204.77

163.80

Fonte: A autora, 2025

Abreviatura: RC: Razao de chances; EC: Escore combinado.
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Figura 7: Componentes celulares associados aos genes diferencialmente expressos,

anotados por nivel de significancia
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Fonte: A autora, 2025
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3.6 Analise de enriquecimento funcional de funcdes moleculares pelo banco de

dados Gene Ontology

A tabela 7 apresenta uma analise funcional de termos do GO associados a fungdes
moleculares. Nenhum termo alcancou significancia estatistica apos ajuste para multiplos
testes. Como nao houve relevancia estatistica na presente analise, ndo foi gerada a figura

correspondente.

Tabela 7: Andlise de enriquecimento funcional de componentes celulares
identificados

indice Nome Valor p gq-valor RC EC

Ligagdo de DNA Especifica de

1 Sequéncia na Regido Reguladora de 0,846 0,8458 0,64 0,11
Transcricdo da RNA Polimerase 11
(GO:0000977)

Ligagdo de DNA Especifica de

2 Sequéncia na Regido Cis-Reguladora 0,787 0813 072 0,17
(GO:0000987)

3 Atividade de Transferase de 0,791 0,813 0,64 0,15
Ubiquitina-Proteina (GO:0004842)
Ligagdo de DNA Especifica de

4 Sequéncia na Regido Cis-Reguladora 0.8 0813 07 0.6
da RNA Polimerase II (GO:0000978)

5 Atividade de Ligase de Proteina 0,692 0,7505 0,86 0,31
Ubiquitina (GO:0061630)

6 Atividade de Ligase de Proteina 0,701 0,7505 0,83 0,3
Semelhante a Ubiquitina (GO:0061659)

7  Ligacao de DNA Especifica de 0,507  0,5687 1,12 0,76

Sequéncia (GO:0043565)

8 Ligagdo de fon de Metal de Transicio 0,513 0,5687 1,18 0,78
(GO:0046914)

9 Ligagdo de fon de Magnésio 0,443 0,5095 1,73 1,41
(GO:0000287)

10  Liga¢do de Receptor Acoplado a 0,41 0,4811 1,92 1,71
Proteina G (GO:0001664)

Fonte: A autora, 2025

Abreviatura: RC: Razdo de chances; EC: Escore combinado.
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3.7 Analise de enriquecimento funcional de processos biologicos pelo banco de dados
KEGG

A tabela 8 e a figura 8 apresentam os resultados de uma anélise de enriquecimento
funcional baseada no banco de dados KEGG, destacando as vias biologicas mais
relevantes associadas ao conjunto de genes analisados. A andlise revelou "Lupus
eritematoso sistémico" como a via mais enriquecida, com o menor q-valor (0,00005029),
uma razdo de chances de 15,92 € um escore combinado de 224,76. Esses resultados
sugerem uma associacao significativa entre os genes analisados e processos relacionados
a doengas autoimunes. A segunda via mais significativa foi "Alcoolismo", com um g-
valor de 0,0001575, indicando a relevancia de processos metabodlicos associados ao
alcool.

Outra via de destaque foi "Formagao de redes extracelulares de neutréfilos", que
também apresentou um g-valor de 0,0001575 e uma razao de chances de 11,17. Essa via
esté relacionada a resposta imune inata, sugerindo um possivel envolvimento dos genes
analisados em processos inflamatdrios.

As vias relacionadas a tradugdo proteica, como "Ribossomo" e a regulaciao de
processos celulares, como "Desregulacdo transcricional no cancer", também
apresentaram enriquecimento significativo, q- valores de 0,005427 e 0,01054,
respectivamente. Esses achados apontam para a importancia desses processos no contexto
funcional do conjunto de genes analisados.

Outras vias, como "COVID-19", "Caminho de sinalizagdo via IL-17" ¢ "Caminho
de sinalizagdo via TNF", apresentaram ajustados-valores entre 0,01 e 0,05, reforcando

sua relevancia bioldgica em processos inflamatorios e imunoldgicos.



Tabela 8: Analise de enriquecimento de vias do banco de dados KEGG

Indice Nome P-valor q valor RC EC

1 Lipus eritematoso sistémico 7,40E-04 0.00005029 15.92 224.76

2 Alcoolismo 0.00006256 0.0001575 11.36 136.06
Formacao de redes extracelulares de

3 neutrofilos 0.00006948 0.0001575 11.17 132.63

4 Ribossomo 0.0003192  0.005427 9.23 74.30
Desregulacio transcricional no

5 cancer 0.0007754  0.01054 7.54 54.00

6 COVID-19 0.001795 0.02035 6.20 39.19

7 Caminho de sinalizacio via IL-17 0.005317 0.05165 9.08 47.56

8 Caminho de sinalizacido via TNF 0.008617 0.07325 7.57  36.01

9 Shigelose 0.01374 0.1038 4.58  19.65

10 Sistema de transferéncia de enxofre 0.02961 0.2014 38.45 135.33

Fonte: A autora, 2025

Abreviatura: RC: Razao de chances; EC: Escore combinado.

Figura 8: Analise de enriquecimento de vias do banco de dados KEGG
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Fonte: A autora, 2025
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3.8 Analise de enriquecimento funcional do Reactome

A tabela 9 e a figura 9 apresentam os resultados da andlise de enriquecimento
funcional utilizando a base de dados Reactome, destacando as vias mais relevantes
associadas ao conjunto de genes analisados. Os resultados destacam vias funcionais
altamente significativas e biologicamente relevantes. A via mais proeminente foi
"Resposta do EIF2AK4 a deficiéncia de aminoacidos", que apresentou um g-valor de
0,0009206, uma razdo de chances de 17,24 e um escore combinado de 219,95. Esses
achados sugerem uma forte associagao entre esta via e os genes analisados, indicando um
papel essencial na resposta celular ao estresse nutricional. Outra via de destaque foi
"Proteina co-traducional dependente de SRP direcionada a membrana", que também
apresentou alta significancia estatistica, com valores semelhantes de q e uma razdo de
chances de 15,25, apontando para sua importancia na translocagdo de proteinas.

Além disso, diversas vias relacionadas a tradugdo proteica apresentaram
enriquecimento notavel. Entre elas, destacam-se "Alongamento da cadeia polipeptidica”,
com um g-valor de 0,001477 e escore combinado de 167,23, e "Terminagao da tradugdo
eucariotica", que compartilhou valores estatisticos semelhantes. Tais resultados sugerem
que o conjunto de genes analisado esta intrinsecamente ligado a processos essenciais de
sintese e modificagdo proteica.

A analise também revelou vias associadas a resposta a condigdes de estresse, como
"Resposta celular a fome", que apresentou uma razao de chances de 11,09 e um g-valor
de 0,001477. Este achado reforca a hipotese de que os genes analisados desempenham
papéis importantes na adaptagado celular a condig¢des de privagao de nutrientes. Ademais,
vias como "Sintese de selenocisteina" e "Decaimento mediado por cédon de parada
prematuro" também se destacaram, com escores combinados superiores a 150, apontando
para sua participagdo em processos de controle da traducao.

Os resultados indicam que o conjunto de genes analisado estd associado a vias
funcionais criticas, incluindo processos de tradu¢do proteica, resposta ao estresse
nutricional e regulagdo de RNAm. O baixo g-valor para vérias vias ressalta sua
significAncia estatistica, enquanto os escores combinados elevados reforcam sua
relevancia bioldgica. Esses achados sugerem que os genes envolvidos desempenham
papéis cruciais na manuten¢ao da homeostase celular e nos mecanismos de resposta ao

estresse.



Tabela 9: Analise de Enriquecimento de vias do Reactome

indice Nome P valor

1 Resposta do EIF2AK4 a deficiéncia de 0,00002876
aminoacidos

2 Proteina cotraduccional dependente de SRP 0,0000563
direcionada a membrana

3 Alongamento da cadeia polipeptidica 0,00002742

4 Resposta celular a fome 0,00003155

> Terminacao da tradugdo eucariodtica 0,00003353

6 Sintese de selenocisteina 0,00003353

7 0,00003521

Alongamento da tradug@o eucaridtica

Decaimento mediado por codon de parada

8 prematuro independente do complexo de jungdo de 0,00003696
éxons

? Tradugdo de RNAm viral 0,00004065

10 Formagao de um conjunto de subunidades 40s 0,00004888
livres

q valor

0,0009206

0,0009206

0,001477
0,001477
0,001477
0,001477

0,001477

0,001477

0,001477

0,001598

RC

17,24

15,25

15,92
11,09
15,23
15,23

15,07

14,91

14,6

14,02

60

EC

219,95

184,28

167,23
114,95
156,94
156,94

154,52

152,17

147,62

139,16

Fonte: A autora, 2025

Abreviatura: RC: Razdo de chances; EC: Escore combinado.
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Figura 9: Analise de Enriquecimento de vias do banco de dados Reactome
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Formacao de um conjunto de subunidades 40s livres

Fonte: A autora, 2025
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3.9 Identificacao dos perfis de AIMs-InDels

As informacdes alélicas, relativas aos marcadores AIMs-InDels, de cada
individuo foram processadas pelo sofiware STRUCTURE v.2.3.4, o qual permitiu a
comparagdo do perfil alélico dos individuos a trés populacdes referéncias (africana,
européia e nativo-americana). Os resultados das amostras caso e controle podem ser vistos

na figura 10 e tabela 10.

Figura 10: Perfil de ancestralidade dos grupos S/V e controle
100
80
60
a0

20

s/v c
»% EUR =% AFR =% NAM

Fonte: A autora, 2025

Em relagdo ao perfil de ancestralidade gendmica, observou-se que a componente
da ancestralidade europeia foi predominante (EUR > 60%) em todos os grupos estudados,
enquanto a componente de ancestralidade nativo-americana apresentou o menor
percentual de contribuicdo. Quando todas as porcentagens das componentes de
contribuicdo européia, africana e nativo-americana foram comparadas entre o grupo S/V
e Controle, ndo se observou diferencas estatisticamente significativas, indicando que

ambos os grupos sao homogéneos quanto a ancestralidade;



Tabela 10: Perfil de ancestralidade dos grupos S/V e controle

Entresto Controle p valor
%EUR (584119 6764121  >0.05
média + dp
HAFR 2434100  237+99  >0.05
média + dp
oNAM 9.9+ 3 8,71+4,15 > 0.05
média + dp

Fonte: A autora, 2025

Abreviatura: RC: Razdo de chances; EC: Escore combinado.
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4 DISCUSSAO

O presente estudo investigou as bases genéticas da resposta ao tratamento com
Sacubitril/Valsartan em pacientes com insuficiéncia cardiaca de fracao de ejecao reduzida
(IC-FEr), comparando com terapias convencionais. Foram realizadas analises
transcriptomicas via RNA-Seq e avaliacdo da ancestralidade genomica dos individuos
para minimizar vieses populacionais. Os resultados apontaram diferencas significativas
na expressao de genes relacionados a sinalizagdo celular e tradugdo proteica, com
destaque para vias como a formacgao de redes extracelulares de neutréfilos e a sintese de

selenocisteina.

4.1 Dados clinicos e demograficos dos pacientes

Neste estudo, foi avaliada a eficacia do tratamento com S/V em comparacao ao
grupo Controle, analisando caracteristicas basais, comorbidades, uso de outros
medicamentos e alteracdes na fracdo de eje¢do (FE). Apesar de ndo haver diferengas
estatisticamente significativas em muitas das variaveis analisadas, a variacao na fragdo
de ejecdo (AFE) foi significativamente maior no grupo S/V, sugerindo um beneficio
potencial dessa intervencdo em pacientes com disfun¢do ventricular (tabela3).

A média de idade foi ligeiramente maior no grupo S/V (66,33+6,95 anos) em
comparacao ao grupo Controle (61,78+9,43), mas essa diferenca nao atingiu significancia
estatistica (p=0,14) (tabela3). Essa caracteristica ¢ consistente com outros estudos que
avaliam intervengdes similares, onde diferengas demograficas entre grupos sdo comuns,
mas ndo impactam a validade dos resultados quando ajustadas estatisticamente ou
consideradas na interpretacdo clinica (BARRETTO; WAIJINGARTEN, 1998; BALIEIRO
et al., 2009).

A andlise das comorbidades revelou frequéncias semelhantes entre os grupos,
como diabetes (56,7% no grupo S/V versus 71,4% no Controle, p=0,2) e hipertensdo
(70% versus 71,4%, p=0,9) (tabela3), reforcando que os grupos eram comparaveis em
termos de fatores de risco cardiovascular. Esses achados indicam que qualquer diferenca
observada na resposta ao tratamento provavelmente ndo se deve a desequilibrios nas

condigdes basais.
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O aumento significativo na fragdo de ejecdo no grupo S/V (AFE=10,11+12,00%
em comparagdo ao grupo Controle (4,54+11,16%%, p=0,04) (tabela 3) é um achado de
destaque e esta em linha com estudos anteriores que demonstraram os beneficios do S/V
na remodelagdo cardiaca. Por exemplo, no estudo PARADIGM-HF, o uso de S/V foi
associado a melhorias significativas na fun¢do cardiaca, atribuidas a sua agao combinada
de inibi¢do da neprilisina e bloqueio dos receptores de angiotensina. Esses mecanismos
contribuem para a redugdo da sobrecarga ventricular, diminuicio da fibrose e melhora da
contratilidade miocardica (MCMURRAY et al., 2014; GUHA et al., 2016). O tempo de
tratamento entre os grupos também ndo demonstrou diferenga estatisticamente
significativa, assim como os dados referentes ao uso de medicamentos.

O Sacubitril/Valsartan ¢ administrado como um pro-farmaco que, apos a ingestao,
¢ rapidamente hidrolisado em Sacubitril (um inibidor da neprilisina) e Valsartan (um
bloqueador do receptor de angiotensina II, AT1). A acdo combinada dessas moléculas
reduz a sobrecarga cardiaca e melhora a fun¢do ventricular, o que estd diretamente
relacionado ao aumento significativo na fra¢ao de eje¢ao (AFEpo6s - FEpré) observado no
grupo tratado. O beneficio na remodelagdo cardiaca pode ser atribuido a redugdo do
estresse cardiaco, ao equilibrio do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) e a
preservagao dos peptideos natriuréticos.

Por outro lado, algumas limitagdes devem ser consideradas. Primeiro, a amostra
relativamente pequena pode limitar o poder estatistico para identificar diferencas em
variaveis secundarias, como o uso de medicamentos e comorbidades. Além disso, a
auséncia de aleatorizacdo pode introduzir vieses nao controlados, embora os grupos
tenham sido semelhantes em caracteristicas basais.

Os resultados, por sua vez, reforcam o beneficio do S/V na remodelagdo
ventricular, particularmente em pacientes com fragao de ejecdo reduzida. Estudos futuros
com maior tamanho amostral e seguimento prolongado podem oferecer uma avaliagdao
mais robusta dos impactos clinicos, especialmente em desfechos duros, como mortalidade

e hospitalizagdes por IC.



66

4.2 Analise de enriquecimento - Gene Ontology

Os processos bioldgicos “traducdo citoplasmatica” (GO:0002181) e “tradugao”
(GO:0006412) (Tabela 5) estdo relacionados a sintese de proteinas no citoplasma e sio
essenciais para a manutengao da homeostase celular. Na IC, ha uma regulagao alterada da
sintese de proteinas devido ao estresse oxidativo, inflamacao e remodelamento cardiaco.
O Sacubitril/Valsartan, por reduzir o estresse cardiaco através do bloqueio da neprilisina
e do receptor AT1 da angiotensina II, pode contribuir para restaurar a homeostase da
tradugao proteica (CHEN et al., 2022; ALVES et al., 2022; SHI et al., 2023).

Além disso, a resposta humoral antimicrobiana (GO:0019730), mediada por
peptideos antimicrobianos (GO:0043043), e a resposta de defesa a bactéria
(GO:0042742) (tabela 5) indicam a importancia do sistema imune inato. Na IC, o estado
inflamatério cronico pode enfraquecer essas defesas, mas a agdo anti-inflamatoria de
Sacubitril, ao aumentar os niveis de peptideos natriuréticos, pode ajudar a modular
positivamente as respostas imunolédgicas (JIANG et al., 2022).

Os processos de biossintese de peptideos (GO:0043043) e macromoléculas
(GO:0009059) (tabela 5) sdo cruciais para a reparacao tecidual e a manutencao do coracao
em situagdes de estresse. Na IC, ha frequentemente um desequilibrio nessas vias, e
Sacubitril/Valsartan pode atuar favorecendo a recuperagdo e reparagao celular por meio
de efeitos cardioprotetores (SINGHet al., 2017).

Por fim, o transporte de oxigénio (GO:0015671), didxido de carbono
(GO:0015670) e gases (GO:0015669) (tabela 5) sdo processos vitais para a troca gasosa
e o metabolismo energético. A IC prejudica esses mecanismos, devido a reducdo da
perfusdo tecidual, mas Sacubitril/Valsartan, ao melhorar a fun¢do cardiaca, pode
contribuir para a restauracdo da eficiéncia do transporte de gases (GONCALVES et al.,
2020; NOUGUE et al., 2023).

Com relacao a esse achado ¢ interessante ressaltar que a ampla distribuicao do
Valsartan no tecido cardiaco € essencial para modular os receptores AT1 localizados nos
cardiomiocitos e nos vasos sanguineos. Paralelamente, o Sacubitril aumenta os niveis de
peptideos natriuréticos circulantes, que atuam em processos como a biossintese de

proteinas e o transporte de oxigénio. Esses efeitos farmacocinéticos sao alinhados aos
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achados relacionados a melhora do transporte de gases e a reparagao tecidual observados
no estudo.

Em sintese, os processos bioldgicos interligados sdo fundamentais para a
compreensao da fisiopatologia da IC e os efeitos terapéuticos do Sacubitril/Valsartan, que
demonstram atuar de maneira integrada para melhorar desfechos clinicos e a qualidade
de vida dos pacientes.

Com relagdo a analise de enriquecimento voltada para componentes celulares, os
termos relacionados a estrutura e fungao dos ribossomos refletem processos fundamentais
para a sintese de proteinas e sdo cruciais em situacdes de estresse celular, como ocorre na
IC. O ribossomo polissdomico (GO:0042788) (tabela 5), que envolve multiplos
ribossomos atuando simultaneamente na tradu¢ao de um unico RNA mensageiro, ¢ uma
estratégia eficiente para aumentar a producgdo proteica. Na IC, essa dindmica pode estar
alterada, devido ao remodelamento celular ou a inflamacao, impactando negativamente a
sintese de proteinas essenciais para a funcdo cardiaca. A restauracdo desse processo ¢é
essencial para a regeneracdo tecidual e a homeostase (AZEVEDO et al., 2016).

O ribossomo (GO:0005840) (tabela 6), como organela central da traducdo,
desempenha um papel essencial na expressao génica. Em condi¢des de IC, o estresse
metabolico e o desequilibrio energético afetam a capacidade funcional do ribossomo,
prejudicando a sintese de proteinas necessarias para reparar o tecido cardiaco e manter a
fun¢ao contratil. Intervengdes terapéuticas que promovem a eficiéncia ribossomica, direta
ou indiretamente, podem contribuir para a recuperagao celular (GHOSH; SHCHERBIK,
2020; CHEN et al., 2022).

A subunidade ribossdmica grande (GO:0015934) e sua contraparte especifica do
citosol (GO:0022625) (tabela 6), sio componentes estruturais criticos no mecanismo de
traducdo. Elas facilitam a formacdo de ligagdes peptidicas e o alongamento da cadeia
proteica durante a traducdo. Alteragdes na funcionalidade dessas subunidades, como as
que podem ocorrer em estados patologicos, afetam a produgdo de proteinas cardiacas
importantes, incluindo aquelas envolvidas na contratilidade e no reparo celular (GHOSH;
SHCHERBIK, 2020).

No contexto da IC, o estresse oxidativo, a inflamagdo e a sobrecarga mecanica
podem interferir nesses processos moleculares, contribuindo para a disfun¢do cardiaca
progressiva. Estratégias terapéuticas, como o uso de Sacubitril/Valsartan, que reduzem o
estresse celular e promovem a homeostase proteica, podem atuar de forma indireta,

beneficiando os processos relacionados aos ribossomos e restaurando a capacidade de
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resposta adaptativa das células cardiacas. Dessa forma, os ribossomos e suas subunidades
desempenham papéis indispensaveis para a saude celular, particularmente em tecidos
como o cardiaco, que requerem alta capacidade de sintese proteica para responder ao
estresse € manter sua fun¢do vital (PLATA-MOSQUERA et al., 2021; NOUGUE et al.,
2023)

Os processos relacionados a ligacdo de DNA, como "Ligacao de DNA Especifica
de Sequéncia" (GO:0043565) (tabela 7) e subcategorias, estdo ligados a regulagdo
transcricional e podem refletir ajustes adaptativos na expressdo génica em resposta ao
tratamento. O Sacubitril/Valsartan, ao reduzir o estresse oxidativo e melhorar a fungao
cardiaca, pode modular vias de expressao génica associadas ao remodelamento cardiaco.
De forma semelhante, a "Atividade de Ligase de Ubiquitina/Proteina" (GO:0004842,
G0O:0061630, GO:0061659) (tabela 7) destaca a relevancia da ubiquitinagdo na
degradacdo de proteinas danificadas e no controle da qualidade proteica, aspectos
frequentemente comprometidos na IC. A tendéncia observada nesses processos sugere
que o tratamento pode influenciar positivamente a homeostase proteica e a funcao celular
(NISHIDA et al., 2015; IBORRA-EGEA, 2017).

A ligacdo de ions metalicos, como magnésio (GO:0046914, GO:0000287) (tabela
7), também se destaca, dada a sua importancia para a fun¢ao enzimatica e contratilidade
cardiaca. A tendéncia de aumento na razao de chances para essas categorias pode refletir
um impacto benéfico do tratamento na homeostase enzimatica e idnica, componentes
essenciais para a funcdo cardiaca eficiente. Por fim, a "Ligacdo de Receptor Acoplado a
Proteina G" (GO:0001664) (tabela 7), envolvida em vias de sinaliza¢do cardiovascular,
pode estar associada a regulagao de respostas a angiotensina II e peptideos natriuréticos,
reforgando os mecanismos de cardioprotecdo promovidos pelo Sacubitril/Valsartan
(SEVERINO et al., 2020).

O Sacubitril/Valsartan atua reduzindo a pressdo de enchimento ventricular,
melhorando a fung¢do cardiaca e modulando processos inflamatorios e fibréticos por meio
de seus efeitos sobre os peptideos natriuréticos € o sistema renina-angiotensina-
aldosterona. As tendéncias observadas, mesmo que ndo estatisticamente significativas,
podem indicar sutis ajustes fisiologicos que refletem esses mecanismos. Tais resultados
destacam a necessidade de estudos futuros com amostras maiores ou metodologias mais
especificas, para explorar de forma mais detalhada os efeitos do tratamento em vias

moleculares especificas. Assim, mesmo sem significancia estatistica, os dados sugerem
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dire¢des promissoras para investigacdes futuras sobre os impactos do Sacubitril/Valsartan

na IC.

4.3 Analise de enriquecimento - KEGG

Por fim, os resultados da andlise de enriquecimento KEGG revelam processos e
vias moleculares altamente enriquecidos, muitos dos quais possuem implicagdes diretas
e indiretas nos mecanismos fisiopatoldgicos associados a IC e aos potenciais efeitos
terapéuticos do Sacubitril/Valsartan. Esses processos abrangem desde alteracdes
inflamatorias e imunoldgicas até vias de sinalizagdo celular e remodelamento tecidual,
destacando a complexidade das respostas celulares em condi¢des de estresse metabolico
e inflamatorio.

A identificacdo do "Lupus eritematoso sistémico" como a via mais
significativamente enriquecida (q = 0,00005029; RC = 15,92) (Tabela 8) pode refletir a
ativagdo de respostas imunologicas e inflamatorias na IC. Embora o lipus seja uma
doenga autoimune especifica, muitas de suas vias inflamatorias sobrepostas, como a
ativacao de células T e B, estdo também associadas ao remodelamento cardiaco e a
inflamacao sistémica na IC. O Sacubitril/Valsartan, ao reduzir a inflamagao por meio da
inibicdo da neprilisina e do bloqueio do receptor de angiotensina II, pode ter efeitos
moduladores nessas vias, contribuindo para a reducdo da disfungdo imunologica
observada em pacientes com IC (Candia ef al., 2007)

A via do "Alcoolismo" (g= 0,0001575; RC = 11,36) (Tabela 8) est4 associada a
alteragdes metabodlicas, estresse oxidativo e disfuncdo hepatica, processos que
frequentemente coexistem com a IC. A modulagdo das vias metabolicas e inflamatérias
promovida pelo Sacubitril/Valsartan pode melhorar esses efeitos, especialmente por meio
de seus impactos na regulagdo de peptideos natriuréticos e redu¢do de mediadores
inflamatorios (XANTHOPOULOS et al., 2019).

A "Formacao de redes extracelulares de neutrofilos" (NETs, p = 0,0001575; RC =
11,17) (Tabela 8) ¢ um processo inflamatério chave, frequentemente exacerbado na IC.
As NETs podem contribuir para o agravamento do remodelamento cardiaco por
promoverem inflamag¢do e dano tecidual. O Sacubitril/Valsartan, ao reduzir o estresse
oxidativo e a inflamagdo, pode inibir a ativacdo excessiva dos neutréfilos, limitando a

formagao de NETs e, assim, reduzindo a progressdao da doenga (DUMMONT et al., 2024).
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A via do "Ribossomo" (q = 0,005427; RC =9,23) (Tabela 8) reflete alteragdes na
sintese proteica, que sdo criticas para o reparo e a regeneracao celular em condicdes de
estresse, como na IC. O Sacubitril/Valsartan, ao melhorar a fungdo cardiaca e reduzir o
estresse metabolico, pode criar um ambiente mais favoravel para a sintese de proteinas
essenciais, contribuindo para a homeostase celular. Outras vias, como "Desregulagao
transcricional no cancer" (q = 0,01054; RC = 7,54), "Caminho de sinalizagdo via IL-17"
(q=0,05165; RC =9,08), e "Caminho de sinalizacdo via TNF" (q= 0,07325; RC = 7,57)
(Tabela8), estao amplamente relacionadas a inflamacao cronica e ao remodelamento
tecidual. Apesar de as vias “Caminho de sinalizacao via IL-17” ¢ "Caminho de sinalizag¢ao
via TNF" ndo terem apresentado resultados estatisticamente significativos, todos esses
processos sdo criticos na IC e podem ser modulados pelos efeitos anti-inflamatdrios do
Sacubitril/Valsartan. A reducdo da sinalizag¢do inflamatoria e do estresse oxidativo ajuda
a mitigar os danos associados ao remodelamento cardiaco.

A via de "COVID-19" (q = 0,02035; RC = 6,20) (Tabela 8) ¢ interessante, pois
reflete a ativacdo de vias imunologicas e inflamatorias exacerbadas em casos graves da
doencga. Os paralelos com a IC, incluindo inflamagao sistémica e disfun¢do endotelial,
sugerem que os mecanismos moduladores de Sacubitril/Valsartan podem ter relevancia
nesses contextos também.

Em suma, esses resultados reforgam a complexidade dos processos celulares e
moleculares modulados na IC e como os efeitos diretos e indiretos do Sacubitril/Valsartan
convergem para mitigar a inflamacdo, melhorar o metabolismo e reduzir o estresse
oxidativo. Esses achados também destacam a importancia de continuar explorando as vias

KEGG para identificar novos alvos terapéuticos na IC.
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4.4 Analise de enriquecimento - Reactome

Por outro lado, com relagdo a analise de enriquecimento de vias do Reactome, foi
possivel observar resultados estatisticamente significativos. Os resultados apresentados
na tabela 9 revelam processos bioldgicos altamente significativos que podem ser
fundamentais para a compreensdo dos mecanismos celulares associados ao contexto
estudado. Os valores de q extremamente baixos indicam robustez estatistica, sugerindo
que os processos analisados ndo sdo apenas relevantes, mas também centrais para a
fisiologia da célula em resposta a condigdes especificas, como deficiéncia de nutrientes
ou estresse metabolico.

A resposta do EIF2AK4 a deficiéncia de aminoacidos (q = 0,0009206, RC =
17,24) (tabela 9) apresenta-se como um dos destaques mais relevantes. O EIF2AK4
(também conhecido como GCN2) ¢ um sensor crucial da disponibilidade de aminoacidos,
cuja ativagdo desencadeia uma cascata de eventos que modulam a traducdo e preservam
a homeostase celular. O aumento significativo no RC e na EC (Efeito Cumulativo) reflete
a ativagdo acentuada dessa via em resposta a fome celular, apontando para um papel
adaptativo essencial em condi¢des de estresse nutricional (CARLSON et al., 2023;
PIECYK et al., 2024).

Outro aspecto relevante € o envolvimento de processos relacionados a traducao,
como o "Alongamento da cadeia polipeptidica" (q = 0,001477, RC = 15,92) e a
"Terminacdo da traducdo eucaridtica" (q = 0,001477, RC = 15,23) (Tabela 9). Esses
resultados sugerem uma modulagdo significativa da sintese proteica, possivelmente
associada a adaptacdes para manter a qualidade proteica ou priorizar a producao de
proteinas essenciais durante situagcdes de estresse. O aumento nos indicadores para
"Formagdo de um conjunto de subunidades 40S livres" (q = 0,001598, RC = 14,02)
corrobora essa interpretacdo, indicando alteragdes na dinamica do ribossomo e na
tradugdo de proteinas em condigdes especificas (GHOSH; SHCHERBIK, 2020; CHEN
etal., 2022).

Outro ponto de destaque ¢ a "Sintese de selenocisteina" (q = 0,001477, RC =
15,23) (Tabela 9), um processo especializado, mas crucial, dada a relevancia das seleno-
proteinas na resposta ao estresse oxidativo e na regulacao redox celular. A significancia

dessa via pode indicar um papel adaptativo ampliado, alinhado a necessidade de protecao
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celular em cendrios de maior demanda metabolica ou maior geragdo de espécies reativas
de oxigénio (DE BARTOLO et al., 2024).

O processo de "Tradugcdo de RNAm viral" (q = 0,001477, RC = 14,6) (Tabela 9)
¢ intrigante, pois pode refletir ndo apenas a interagdo célula-patdogeno, mas também o
reaproveitamento de mecanismos celulares para a tradugdo seletiva de transcritos
especificos. Esse resultado pode ser interpretado como uma adaptacdo das células para
gerenciar recursos limitados de tradugdo em condicdes de estresse, priorizando RNAs
com maior impacto na sobrevivéncia. Por fim, a "Resposta celular a fome" (q=0,001477,
RC = 11,09) (Tabela 8) integra e reforca a visao geral de que os processos destacados
estdo alinhados as estratégias celulares de adaptacdo a ambientes adversos. O papel
central dessas vias sugere que a célula reorienta sua atividade metabolica, translacional e
de sinalizagdo para preservar a viabilidade em condi¢des de deficiéncia de nutrientes ou
estresse metabolico celular (ROSS; THAKOR, 2018; BHOWMICK et al., 2024).

Na IC, a restri¢ao de nutrientes e o aumento do estresse metabdlico sdo comuns,
levando a ativagdo de vias adaptativas, como a mediada por EIF2AK4. O Sacubitril, ao
aumentar os niveis de peptideos natriuréticos, pode indiretamente reduzir o estresse
metabolico, melhorando a perfusao e a disponibilidade de nutrientes nos tecidos. Além
disso, o Valsartan, ao antagonizar a angiotensina II, reduz a inflamacdo e o
remodelamento cardiaco, que sdo fatores contribuintes para a disfungdo metabdlica
observada em pacientes com IC. Além disso, no contexto da IC, a remodelagdo cardiaca
frequentemente resulta em sintese proteica disfuncional. O Sacubitril/Valsartan pode
influenciar positivamente esses processos, reduzindo o estresse oxidativo e promovendo
arestauracao de condigdes favoraveis para a sintese de proteinas essenciais, como aquelas
envolvidas na contratilidade cardiaca e na reparagdo tecidual (OVRICENCO et al., 2008;
SINGH et al., 2017).

A "Sintese de selenocisteina" (Tabela 9), que desempenha papel critico na
formagdo de seleno-proteinas antioxidantes, ¢ particularmente relevante no contexto da
IC, onde o estresse oxidativo ¢ exacerbado. Os efeitos antioxidantes indiretos do
Sacubitril, mediados pelos peptideos natriuréticos, podem reduzir a demanda por
selenoproteinas, enquanto o Valsartan contribui para limitar a ativacdo de vias pro-
oxidantes associadas ao sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). Assim, esses
ajustes na dinamica redox podem refletir uma sinergia entre os processos celulares e os

efeitos farmacoldgicos do tratamento (SINGH et al., 2017; DE BARTOLO et al., 2024).
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Outro achado relevante ¢ a "Traducdo de RNAm viral" (Tabela 8), que pode
refletir a capacidade celular de priorizar a tradugdo de transcritos criticos em situagdes de
estresse. Essa adaptagcdo pode estar conectada aos efeitos do Sacubitril/Valsartan, que
promovem um ambiente celular menos inflamatério e mais favoravel ao gerenciamento
dos recursos de traducao, reduzindo a sobrecarga metabodlica (SINGH et al., 2017).

Por fim, a "Resposta celular a fome" (Tabela 8) destaca a adaptagdo celular em
condi¢des de privagdo energética, comum na IC devido a reducdo da perfusdo e a
disfuncdo mitocondrial. Os efeitos hemodinamicos do Sacubitril/Valsartan, ao melhorar
a perfusdo e reduzir a pressdo de enchimento ventricular, podem aliviar essa resposta,
restaurando parcialmente o equilibrio metabdlico celular. Assim, os resultados
apresentados estao alinhados aos mecanismos de a¢do conhecidos do Sacubitril/Valsartan,
refletindo tanto efeitos diretos na modulagdo de vias metabdlicas e de traducdo quanto
efeitos indiretos que derivam da melhora da fungdo cardiaca e da redugao do estresse
celular. Esses achados reforcam a relevancia desse tratamento em mitigar os multiplos

aspectos patofisiologicos da IC (ZHANG et al., 2022).
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4.5 Associacdo entre os DEGs, analises de enriquecimento e aciao do

Sacubitril/Valsartan

Os DEGs superexpressos representam potenciais respostas celulares ao estresse
metabolico e inflamatorio na IC, estando diretamente ligados aos processos enriquecidos.
Genes como RPL31, RPL354, RPL39, RPS29¢ RPS2I (tabela 4) estdo associados a
biogénese ¢ ao funcionamento do ribossomo, sendo essenciais para a sintese proteica
(UNIPROT, 2021; STELZER et al., 2021). O enriquecimento de processos relacionados
ao ribossomo (q = 0.002833, RC =9.23) (tabela 6) reflete a necessidade de adaptacao da
tradugdo proteica em situagdes de estresse. A superexpressdo desses genes em pacientes
com IC tratados com Sacubitril/Valsartan pode ser explicada por mecanismos adaptativos
e efeitos do tratamento que modulam a fung¢ao celular e a expressao génica.

O Sacubitril/Valsartan promove efeitos hemodinadmicos, como redugao da pressao
de enchimento ventricular e melhora da perfusdo tecidual. Essa melhora na oxigenagao e
no suprimento de nutrientes, por sua vez, cria condigdes que favorecem a sintese proteica,
resultando na superexpressdo de genes ribossdmicos. Além disso, a recuperacdo da
funcdo celular pode induzir uma maior demanda por proteinas estruturais e funcionais,
aumentando a expressdo desses genes para suprir as necessidades adaptativas. Outra
justificativa para esse aumento nos niveis de expressdo inclui o fato de que o
Sacubitril/Valsartan possui efeitos além da modulagdo hemodindmica, como alteragdes
em vias de sinaliza¢do intracelular que impactam diretamente na biologia ribossdmica e
epigenética. Esses efeitos incluem a regulacdo de vias relacionadas a sobrevivéncia
celular, como o sistema ubiquitina-proteassoma e a ativagao de peptideos natriuréticos,
que podem estimular processos regenerativos e adaptativos.

Genes como CXCL6, S10046, S100412, LY96 e TNFRSF17 (tabela 4) tém papéis
importantes na inflamac¢ao e na sinalizagdo imune (Horiuchi ef al., 2004; Garderet et al.,
2005; Li et al., 2009; Mera et al., 2019; Dai ef al., 2023; UNIPROT, 2021; Stelzer et al.,
2021). A superexpressao de genes como CXCL6, S10046, S100412, LY96, e TNFRSF17
(Tabela 4) em pacientes com IC tratados com Sacubitril/Valsartan pode ser justificada por
sua participagdo em processos inflamatorios, imunomodulagdo, e respostas adaptativas
ao estresse. A combinacdo Sacubitril/Valsartan reduz inflamag¢ao crénica e
remodelamento adverso por meio da inibi¢ao da neprilisina e do bloqueio da angiotensina

II. Essa ac¢do pode levar a uma modulagao diferencial da expressdo génica inflamatoria,
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ativando vias protetoras e diminuindo o impacto das vias prejudiciais cronicas. Portanto,
a superexpressdo desses genes sugere que o tratamento com Sacubitril/Valsartan esta
associado a uma reprogramacao adaptativa do sistema imunologico ¢ do microambiente
cardiaco, preservando respostas inflamatorias e imunes necessarias para o reparo tecidual.

Paralelamente, os genes HBB, HBD ¢ NDUFB6 (Tabela 4) estdo associados ao
metabolismo energético e a regulagdo redox. O Sacubitril/Valsartan, ao melhorar a
perfusdo tecidual, pode contribuir para a redu¢do do estresse oxidativo, modulando a
expressao desses genes (LIU et al., 2011; KARAMANLIDIS et al., 2013; UNIPROT,
2021; STELZER et al., 2021).

Ja os genes COL9A43 (ligado a matriz extracelular) e JCHAIN (envolvido em
processos imunes) podem estar relacionados ao remodelamento cardiaco e as respostas
adaptativas na IC. O Sacubitril/Valsartan, por meio da redu¢do da pressdo de enchimento
ventricular e da modulagdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona, pode influenciar
a expressao desses genes. A superexpressdo desses genes em pacientes com IC tratados
com Sacubitril/Valsartan pode ser explicada por mecanismos relacionados a remodelagio
da matriz extracelular, resposta imune adaptativa e processos de reparo tecidual
modulados pelo tratamento. O gene COL9A43 (Tabela 4) codifica uma das subunidades do
coldgeno tipo IX, uma proteina estrutural associada a matriz extracelular (MEC),
participando do remodelamento tecidual e na resposta a lesoes, especialmente em tecidos
sujeitos a estresse biomecdnico, como o coracdo (FALETRA et al, 2013). A
superexpressdo de COL9A3, por sua vez, pode refletir um esforco adaptativo para reparar
ou estabilizar a estrutura da MEC. Ja o gene JCHAIN (Tabela 4) atua na ligagao de
imunoglobulinas a receptores especificos, sendo fundamental para a imunidade
adaptativa e a protecdo tecidual. O tratamento, por conseguinte, reduz a inflamacao
cronica, mas pode facilitar respostas imunes protetoras e adaptativas, como o aumento da
producao de imunoglobulinas reguladas pela cadeia J (MAX et al., 1985; UNIPROT,
2021; STELZER et al., 2021).

Adicionalmente, também se observou uma elevacdo na expressdo de genes
codificantes de proteinas histonas como H3C12, H3CS8, H3C2, H4CI12, H3C3 e H4Cl1I
(Tabela 4). A superexpressdo de que codificam variantes das histonas H3 e H4, em
pacientes com IC tratados com Sacubitril/Valsartan pode ser explicada por sua relevancia
na regulacao epigenética da expressao génica, remodelagem da cromatina e resposta ao
estresse celular, refletindo a necessidade de modular extensivamente a cromatina para

ajustar a expressdao génica em resposta a IC e ao tratamento com Sacubitril/Valsartan.
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Essas histonas desempenham papel importante no controle da expressdo de genes
associados a sintese proteica, ao ciclo celular e a resposta inflamatéria, todos
fundamentais para a recuperagdo cardiaca (UNIPROT, 2021; STELZER et al., 2021).

Por outro lado, a andlise transcriptdmica também revelou alguns genes que se
apresentaram subexpressos, tais como SPATS2L, BICDL?2 e IGLLS5 e ENSG00000284931
(Tabela 4), que estdo associados a processos celulares fundamentais, como transporte
intracelular e organizagdo do citoesqueleto. A subexpressao desses genes pode estar
relacionada a alteracdes na funcionalidade celular causadas pela IC. O
Sacubitril/Valsartan pode indiretamente ajudar a restaurar a fungdo normal ao aliviar o
estresse metabdlico e inflamatorio. Com relagdo ao quarto gene subexpresso
(ENSG00000284931) (Tabela 4), embora menos caracterizado, pode estar associado a
vias de desregula¢do transcricional, refletindo alteragdes adaptativas ou patologicas. Isso
estd relacionado a via de "Desregulacao transcricional no cancer" (q = 0,01054, RC =
7.54) (Tabela8), que também ¢ relevante para remodelamento tecidual e expressao génica
alterada na IC (UNIPROT, 2021; STELZERet al., 2021)

A IC estd associada a uma fung¢do mitocondrial prejudicada, incluindo a
diminuic¢do da atividade do Complexo 1. Foi demonstrado que o Sacubitril/Valsartana
melhora o metabolismo energético cardiaco e a eficiéncia mitocondrial. A fungdo
mitocondrial melhorada, incluindo a melhor montagem e fungdo do Complexo I, pode
reduzir a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Como a produgdo de ROS ¢
um fator que contribui para a progressao da IC, a redugdo do estresse oxidativo pode ser
um beneficio adicional do Sacubitril/Valsartan. Em resumo, embora o mecanismo de acao
primario do Sacubitril/Valsartana envolva o RAAS e os peptideos natriuréticos, ele pode
melhorar indiretamente a fun¢do mitocondrial. Isso pode melhorar o metabolismo
energético cardiaco e reduzir o estresse oxidativo, contribuindo para sua eficicia no
tratamento da IC. No entanto, mais pesquisas sdo necessarias para elucidar
completamente essa conexao (YU et al., 2022; RAFFA et al., 2023; GALLO et al., 2024).

Quando se analisou um conjunto de genes regulados positivamente usando o
banco de dados KEGG, obteve-se resultados indicando associagdes com Lupus
Eritematoso Sistémico (LES), Alcoolismo, Formagdo de Armadilhas Extracelulares de
Neutrofilos (NETs) e Desregulacdo Transcricional no Cancer e isso sugere que esses
processos bioldgicos ou vias de doencas estdo significativamente conectados a mudangas

na expressao génica observadas.
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O LES ¢ uma doenga autoimune em que o sistema imunologico ataca
erroneamente tecidos saudaveis, levando a inflamacao e danos aos 6rgdos. A identificacdo
da via do LES na andlise KEGG pode sugerir que os genes diferencialmente expressos
estdo envolvidos em processos como: desregulagdo imunologica, envolvendo vias de
sinalizacdo de células T e B; Producdao de citocinas e vias como a sinalizacdo de
interferons, frequentemente ativadas no LES; produgdo de autoanticorpos, uma
caracteristica marcante do LES. Em suma, se esses genes no seu conjunto de dados estdo
ligados ao LES, isso implica que processos de desregulacdo imunologica semelhantes
podem estar ocorrendo, potencialmente contribuindo para sintomas autoimunes ou
respostas inflamatorias. Por outro lado, a expressdo diferencial de genes relacionados a
resposta imune e inflamagao pode indicar um estado regulado de ativacdo do sistema
imune que pode estar ligado a melhora ventricular por efeitos imunomodulatérios do
Sacubitril/Valsartan. (DEOKAR, 2020; SANTOS et al., 2022).

Paralelamente, a via do alcoolismo no KEGG destaca que o consumo cronico de
alcool pode induzir danos oxidativos, inflamagao e alteragdes neurologicas. Esses efeitos
estdo associados a regulacdo positiva de genes ligados a desintoxicagdo, respostas ao
estresse, produg¢do de citocinas inflamatérias e mudancas na expressdo génica
relacionadas a neurotransmissao e sinalizacdo cerebral. A via do alcoolismo no KEGG
esta associada a desregulagdo de vias neuro-inflamatorias, estresse oxidativo e alteragcdes
epigenéticas. Ao contrario, a superexpressao de genes ligados a essa via pode indicar um
mecanismo compensatorio para restaurar a homeostase metabolica e antioxidante,
contribuindo para a melhora da fun¢do cardiaca. (QUINTEROS, 2017).

Com relagdo a formagdo de armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETs), os
genes envolvidos nesse processo estdo associados a ativagao de neutrofilos, produgao de
NETs e promog¢do de inflamacdo e respostas imunes. Assim, esses genes podem
desempenhar um papel na imunidade inata, inflamacdo e lesdes nos tecidos. O
enriquecimento dessa via, por sua vez, pode indicar uma regulacdo adaptativa dos
processos biologicos envolvidos nos NETs, evitando a hiperativagdo inflamatoria e
prevenindo dano endotelial e fibrose excessiva. (WANG et al., 2024).

Por fim, a desregulacdo transcricional no cancer refere-se a padrdes de expressao
génica anormais frequentemente encontrados em células cancerigenas devido a mutagdes
ou desregulagdo de fatores de transcri¢do e proteinas modificadoras de cromatina. Se a
desregulagdo transcricional no cancer for destacada, isso indica que o Sacubitril/Valsartan

pode estar ativando mecanismos de remodela¢do cardiaca adaptativa, reduzindo
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hipertrofia patoldgica e fibrose miocéardica, uma vez que muitos genes dessa via regulam
processos como crescimento celular, apoptose e reparo tecidual. (PLATI et al., 2008;

BRADNER et al., 2017).

4.6 Analise da ancestralidade genomica

Finalmente, com relacao a analise de ancestralidade, estudos prévios indicam que
a variabilidade genética, frequentemente expressa em termos de ancestralidade
populacional, pode influenciar o risco a determinadas doencas e a resposta ao tratamento
farmacolodgico, incluindo a eficacia e a seguranca (BAHAMI et al., 2008; LIU et al.,
2014).). No entanto, neste estudo, os resultados sugerem que ndo houve influéncia
significativa da ancestralidade sobre os desfechos analisados, a0 menos no contexto deste
tamanho amostral e na populagdo avaliada.

E possivel observar na Tabela 10 que existe uma maior prevaléncia de individuos
com ancestralidade europeia nas populagdes de casos e controles. Esse fator esta em
sincronia com o estudo de Manta et al. (2013) e Santos et al. (2010), os quais
demonstraram que a populagdo do Rio de Janeiro é composta por uma maior propor¢ao
de individuos com ancestralidade europeia. Contudo, a variabilidade genética entre as
populagdes ¢ um fator bem documentado que pode influenciar a resposta ao tratamento
farmacoldgico. Portanto, estudos futuros que combinem analises farmacogenomicas e de
ancestralidade poderdo elucidar melhor a relagdo entre essas varidveis e os efeitos

terapéuticos do Sacubitril/Valsartan.
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CONCLUSOES

De uma forma geral, os resultados deste estudo evidenciam a complexidade da IC,
destacando alteracdes profundas em processos biologicos cruciais, como a tradugdo
proteica, a resposta imunoldgica e o transporte de gases. No entanto, com os achados do
presente trabalho concluimos que:

e Os perfis de expressao génica diferenciais entre os pacientes com IC-Fer tratados
com Sacubitril/Valsartan e tratados com outras drogas foram associados com a
traducdo citoplasmatica, a resposta humoral, o transporte de oxigénio, a resposta
inflamatoéria associada a IC, bem como com a recuperacao de fungdes celulares
essenciais, indicando que o Sacubitril/Valsartan tem impacto sobre essas vias;

e Esses achados apontam para o papel do Sacubitril/Valsartan na intervencao clinica
como uma terapia para a redugao do estresse oxidativo, do processo inflamatorio,
para a melhoraria da perfusdo dos tecidos e para a otimizagdo do metabolismo
energético o que abre portas para investigagoes futuras sobre o seu uso em terapias
combinadas para pacientes que ndo respondem bem as terapias convencionais;

e O estudo reforca o papel do Sacubitril/Valsartan na remodelagdo ventricular e na
melhora da fung¢do cardiaca, sugerindo que sua introducdo precoce pode reduzir
desfechos adversos, como hospitalizagdes e mortalidade;

e No presente estudo foram identificados 56 genes diferencialmente expressos na
coorte estudada. Dentre esse grupo de genes, pode-se mencionar aqueles que
atuam de alguma forma na transcrigdo e regulacdo da expressao génica (/RF2BPL,
CEBPB, CEBPD, ASCL2, TIGD7 e ANTKMT), aqueles que influenciam na
estrutura das histonas e na organizagcdo da cromatina (HI-10, H3CI12, H3CS,
H3C2, H3C3, H4Cl, H4C12, H4Cl11), outros que influenciam na estrutura do
Ribossomo e Sintese Proteica (RPL31, RPL354, RPL39, RPS29, RPS21, SNRPG
e MED30), no metabolismo celular e transporte de ions (NDUFB6, SLC30A1 e
CALHMG6), na sinalizagdo celular e resposta imunologica (FADD, LYY6,
TNFRSF17, COMMDS, CXCL6, XCL2, IGLLS5, SPATS2L, BICDL?2 ¢ SEC61G),
na adesdo celular e estrutura da matriz extracelular (NECTIN2, COL9A43 e
JCHAIN) e no transporte de gases (HBD, HBB e GP1BB);

e A identificacdo dos biomarcadores genéticos associados a resposta ao

Sacubitril/Valsartan apontados no presente trabalho, juntamente com a futura
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caracterizacdo de variantes genéticas envolvidas na modulacdo da expressao
desses biomarcadores ¢ a sua validagdo em coortes maiores de diferentes
populagdes, pode ter implicagdes clinicas significativas, tais como a
personalizacao do tratamento, permitindo a selecdo de pacientes que terdo maior
beneficio com essa terapia, a melhora no prognostico e redugdao de
hospitalizagdes, otimizando o manejo da IC;

Foram descartados quaisquer vieses relacionados as varidveis demograficas,
clinicas e de ancestralidade nos resultados encontrados;

Fica evidente que o emprego de tecnologias avangadas em pesquisa clinica, como
a analise transcriptomica por RNA-seq, abrem caminho para a medicina
personalizada, permitindo abordagens terapéuticas mais precisas e adaptadas as
necessidades individuais dos pacientes, demonstrando a sua contribui¢ao para a
pratica clinica;

Por fim, os achados reforcam a importancia dos estudos de investigagao das bases
genéticas ¢ moleculares das respostas terapéuticas em IC como forma de
aprofundar o conhecimento sobre a doenca e desenvolver estratégias terapéuticas

mais especificas e eficazes.
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5) Cronograma: Adeguado

6) Documentos pertinentes a inclusao do HUPE: Adequado

7) Curriculo do pesquisador principal e demais colaboradores: anexados e conforme as normas.

Os documentos de apresentagdo obrigatdria foram enviados a este Comité, estando dentro das boas
praticas e apresentando todos dados necessarios para apreciagdo ética e tendo sido avaliadas as
informacbes contidas na Plataforma Brasil e as mesmas se encontram dentro das normas vigentes e sem
riscos iminentes aos participantes envolvidos na pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:
O projeto pode ser realizado da forma como esta apresentado. Diante do exposto e a luz da Resclugdo CNS
n®466/2012, o projeto pode ser enquadrado na categoria — APROVADO.

Consideragées Finais a critério do CEP:

Em consonancia com a resolugdo CNS 466/12 e a Norma Operacional CNS 001/13, o CEP recomenda ac O
projeto pode ser realizado da forma como esta apresentado. Pesquisador: Comunicar toda e qualquer
alteragdo do projeto e no termo de consentimento livre e esclarecido, para analise das mudangas; Informar
imediatamente qualguer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da pesquisa; O Comité de
Etica solicita a V. S°., que encaminhe relatérios parciais de andamento a cada 06 (seis) Meses da pesquisa
e ao términoc, encaminhe a esta comissdo um sumario dos resultados do projeto; Os dados individuais de
todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para possivel auditoria dos

drgdos competentes.



92

ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Universidade do Estado do Rio de Janeiro
Programa de P6s-Graduaciao em Biociéncias
Hospital Universitario Pedro Ernesto

Setor de Insuficiéncia cardiaca % “"

Laboratério de Diagnosticos por DNA

1- Afirmacéo Introdutoéria

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo de investigagdo clinica e genética. Para decidir se vocé deseja ou
nao participar, vocé precisa entender as vantagens e desvantagens do mesmo, para poder formar a sua opinido.

2- Objetivo do Estudo

Realizar analises moleculares (gendmicas e transcriptdmicas) a fim de compreender quais séo as bases genéticas para
as diferentes respostas farmacoterapéuticas ao Sacubitril/Valsartan observadas na pratica clinica, em pacientes com IC
de fracdo de ejecao reduzida, assim como estabelecer possiveis relagdes com a gravidade desta condigao.

3- Procedimentos Médicos a Serem Seguidos

Apos ler, entender e concordar, vocé assinara o Consentimento Informado, e somente depois, os médicos iro examinar
vocé e colher o seu sangue para os exames laboratoriais. Se vocé estiver tomando algum remédio prescrito pelo seu
médico, eles deverdo ser mantidos, ou, a critério do seu médico, poderdo ser modificados no futuro, de acordo com o
resultado de seus exames. A avaliacdo constara de uma visita médica, onde serdo realizados o exame clinico, o
ecocardiograma para avaliacdo da fung¢do cardiaca e a coleta de sangue. Apds esta visita, vocé tera acesso a todos os
resultados e serd acompanhado aqui no Hospital Pedro Ernesto ao longo do estudo para melhor tratamento de sua
condicao.

4- Desconfortos e Riscos

Nenhum novo medicamento ou forma de tratamento sera testado em vocé e o tinico desconforto serd o da coleta de
sangue, através da pungdo do sangue de sua veia, como € feito habitualmente.

5- Exclusoes

Se vocé ndo entender alguma palavra do texto, peca explicagdes ao médico que o esta atendendo. Se ndo for da sua
vontade, vocé ndo tem obrigagdo de participar do estudo.
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6- Beneficios aos participantes

Ao participar de estudos como este,vocé estara colaborando para que um maior conhecimento médico e cientifico em
nosso pais seja alcangado. Além disso, vocé estara realizando uma revisdo ampla da sua satide cardiovascular e em
sendo encontrada alguma anormalidade, vocé sera devidamente informado, e as orientagdes médicas serdo fornecidas.
Paralelamente, vocé também estara contribuindo para a melhor compreensdo dos fatores genéticos envolvidos no
desenvolvimento da IC, bem como para o curso de seu tratamento.

7- Dados confidenciais

A menos que sejam requeridos por lei, apenas o investigador, o comité de revisdo e a comissdo de ética terdo acesso
aos dados confidenciais que identificam vocé pelo nome. Os resultados desta pesquisa poderdo ser apresentados em
reunides ou em publicagdes; no entanto, vocé nio sera identificado nestas apresentagdes. Todo o material bioldgico
coletado neste estudo sera exclusivamente utilizado para as pesquisas dos fatores de risco cardiovascular e avaliagdo
genética. Qualquer outro exame a ser realizado com este material sera solicitado novo consentimento, informando
detalhadamente o fim a que se destina.

8- Novas descobertas

Se no decorrer deste estudo ou ao seu final, surgir alguma conclusdo relevante para seu beneficio, vocé sera informado
a respeito.

9- Pessoas para contato

O pesquisador ou seu substituto respondera a todas as perguntas. Se vocé tiver questdes adicionais no decorrer deste
estudo sobre a pesquisa ou seus direitos como um participante da pesquisa, podera dirigi-las a Gizella da Cunha
Rodrigues Garcia, ou Dr. Ricardo Mourilhe-Rocha no setor de Insuficiéncia cardiaca da Cardiologia da Universidade
do Estado do Rio de Janeiro, tel: (21) 2587-6482 ou Dra. Dayse Aparecida da Silva no Laboratério de Diagndsticos
por DNA da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, tel: (21) 2334-0594.

10- Participacio voluntaria

Vocé esta participando voluntariamente deste estudo. Vocé pode se recusar a participar do mesmo a qualquer momento,
sem penalidades nem perda dos beneficios a que vocé ja tem direito.

Li o texto acima e estou ciente do conteudo deste formulario de consentimento. Minhas perguntas foram respondidas.
Consinto voluntariamente em participar. Recebi uma copia deste formulario de consentimento.

Este termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do Hospital
Universitario Pedro Ernesto (CEP/HUPE) e qualquer duvida pode-se entrar em contato através do enderego:
CEP/HUPE:CEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA. AV. VINTE E OITO DE SETEMBRO, 77 TERREO - VILA
ISABEL - CEP 20551-030. Ou pelo telefone: (21) 2868-8253, ou através do e-mail: cep-hupe@uer;j.br.
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