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PALAVRAS-CHAVE: RESUMO:

Anestesia espinhal; Introducdo: A cefaleia pos-puncéao dural (CPPD) desenvolve-se devido a puncao da dura-ma-
Cefaleia pos-puncéo ter. Os fatores de risco que influenciam a incidéncia de CPPD sé&o indice de Massa Corporal
dural; (IMC), sexo, tipo de agulha espinhal, historia de cefaleia e perda de volume do liquido ce-
Liquido falorraquidiano (LCR), mas ndo ha consenso sobre esses fatores de risco. A fisiopatologia da
cefalorraquidiano; CPPD é pouco compreendida. As vias moleculares que podem levar a CPPD sao desconhecidas.
Biomarcadores: Neste estudo, microRNAs derivados de LCR (miRNAs) foram investigados por seu potencial de

predispor a CPPD em uma populacdo de mulheres gravidas.

Métodos: Gestantes submetidas a cesariana por raquianestesia foram incluidas no estudo com
o critério dos sujeitos apresentarem estado fisico | da Sociedade Americana de Anestesiolo-
gistas (ASA). As pacientes foram classificadas em dois grupos como com CPPD (n = 10) e sem
CPPD (n = 12) com base na definicao de CPPD da International Headache Society. MicroRNAs
derivados de CSF foram investigados por seus niveis de expressao diferencial em pacientes
com CPPD em comparacdo com os controles saudaveis usando a plataforma de expressao de
genes microfluidicos.

Resultados: Dos setenta e seis miRNAs, dois miRNAs, nomeadamente miR-142-3p e miR-17-5p,
foram significativamente desregulados em pacientes com CPPD (teste U de Mann-Whitney, p <
0,05). IMC e idade nao influenciaram a ocorréncia de CPPD. A média da escala visual analdgica
(EVA) dos pacientes com CPPD foi de 6,8 em 10.

Conclus@o: Mostramos que a regulacao negativa de miR-142-3p e miR-17-5p pode predispor
gestantes a CPPD sob raquianestesia. No entanto, quais genes sao direcionados pelo efeito
mediado por miR-142-3p e miR-17-5p na CPPD ainda nao foi elucidado.

MicroRNAs

E-mail: duyguyucel®@erciyes.edu.tr

https://doi.org/10.1016/j.bjane.2021.08.016
© 2021 Sociedade Brasileira de Anestesiologia. Published by Elsevier Editora Ltda. This is an open access article undeer the CC BY-NC-ND licence
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/)



Brazilian Journal of Anesthesiology 2022; 72(4):493-499

Introducao

A cefaleia poés-puncao dural (CPPD) é uma condicao
provocada ap6s raquianestesia com taxas de incidéncia
varidveis entre 2 a 85%'. A CPPD ¢é definida como qual-
quer dor de cabeca ap6s uma puncao lombar que piora
em 15 minutos apo6s sentar ou ficar em pé e € aliviada em
15 minutos ap6s o paciente deitar®. A maioria das CPPDs
se desenvolve dentro de trés dias apds o procedimento e
mais da metade deles comeca nas primeiras 48 horas®. O
principal mecanismo postulado para CPPD ¢ a reducao
da pressao do liquido cefalorraquidiano (LCR) devido
ao vazamento de LCR através da dura-mater no local da
puncio. E bem conhecido que a puncio da dura-mater
permite que o LCR vaze do espaco subaracnéideo, o que
resulta em diminuicao do volume e da pressio do LCR.
IMC, idade, sexo, calibre da agulha espinhal, histéria de
cefaleia cronica e perda de volume do LCR estao entre os
fatores de risco que predispéoem a CPPD**. No entanto,
os fatores moleculares que predispoem a CPPD nao fo-
ram investigados. Um mecanismo postulado hd mais de
vinte anos € a hipersensibilidade a substancia P e a regu-
lacao positiva dos receptores de neurocinina 1 (NKIR)".

Mecanismos moleculares de processamento da dor
tém sido dissecados nos ultimos anos com papéis de miR-
NAs em vias nociceptivas. microRNAs (miRNAs) sao pe-
quenas moléculas de RNA nao codificantes de 18 a 25
nucleotideos de comprimento que inibem a expressao
génica poés-transcricionalmente®. Os miRNAs demonstra-
ram direcionar moléculas que medeiam o processamen-
to da dor, como o acido y-aminobutirico-al (GABAal),
canais Na+ e Ca2+ e canais TRPV1®. Os miRNAs podem
ser transportados para fora das células por vesiculas ex-
tracelulares e, portanto, encontrados em fluidos corpo-
rais, como LCR, urina e saliva'’. Os miRNAs derivados
do LCR refletem as funcoes cerebrais e sao usados como
biomarcadores candidatos para diagnéstico, prognostico
e classificacao de doencas neurodegenerativas e doencas
neoplasicas do sistema nervoso central''2. Recentemen-
te, os miRNAs derivados do LCR demonstraram desem-
penhar um papel na fibromialgia, que é uma condicao
de dor cronica'®. No entanto, devido a dificuldade de ob-
tencao de amostras de LCR, os estudos sobre o LCR e os
miRNAs relacionados a dor tém sido limitados.

A fisiopatologia da cefaleia poés-puncao dural
(CPPD) é pouco compreendida. Embora varios fatores
de risco tenham sido identificados, nao ha consenso so-
bre os fatores que influenciam a incidéncia de CPPD.
Dadas as recentes descobertas sobre os papéis dos miR-
NAs no processamento da dor e na nocicepcao, levan-
tamos a hipotese de que os miRNAs derivados do LCR
podem estar associados a predisposicao a CPPD na ra-
quianestesia. Portanto, neste estudo objetivamos identi-
ficar miRNAs diferencialmente expressos derivados do
LCR de pacientes com CPPD. Até onde sabemos, esta
é a primeira vez que os miRNAs derivados de CSF sao
interrogados quanto ao seu potencial de predispor a
CPPD.

Mulheres gravidas ASA-1 a serem submetidas a cesariana foram
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Figura 1 O esquema do desenho do estudo e o pipeline para
o perfil de miRNA

Métodos

Este estudo de coorte prospectivo foi realizado na Fa-
culdade de Medicina com aprovacao do comité de éti-
ca médica. Todos os procedimentos realizados em es-
tudos envolvendo participantes humanos estavam de
acordo com a declaracao de Helsinque de 1964. Indi-
viduos com um consentimento informado por escrito
foram incluidos no estudo. Foram incluidas no estudo
gestantes submetidas a cesariana via raquianestesia (n
= 25) tendo como critério o estado fisico I da Ameri-
can Society of Anesthesiologists (ASA), definido como
paciente normal e saudavel com caracteristicas de nao-
-obesas e nao fumantes com boa tolerancia ao exerci-
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Tabela 1

Os valores brutos de ACq (miR-23a-3p - miR-451a) para avaliacao de hemolise sao indicados.

1 -2,58 Aprovada 1 -3,72 Aprovada
2 -0,11 Aprovada 2 -0,15 Aprovada
3 -1,75 Aprovada 3 -1,16 Aprovada
4 3,21 Aprovada 4 -2,80 Aprovada
5 -2,99 Aprovada 5 -0,21 Aprovada
6 -1,77 Aprovada 6 -2,64 Aprovada
7 -1,44 Aprovada 7 -1,12 Aprovada
8 -2,07 Aprovada 8 -3,20 Aprovada
9 1,73 Aprovada 9 -4,13 Aprovada
10 -2,80 Aprovada 10 3,28 Aprovada
11 -4,41 Aprovada
12 -1,98 Aprovada
13 8,23 Reprovada
14 9,85 Reprovada
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ACq Médio [ACq Médio Mudanca ACq Médio | ACq Médio Mudanga
CPPD | Controle | 2AC4 | dekbra | valorp CPPD | Controle | AACA | dedbra | valor-p
2,67 0,65 2.0 0.25 0,011 3,58 1,41 2,16 0,22 0,037

Figura 2 miR-142-3p e miR-17-5p sao regulados negativamente em pacientes com CPPD em comparacao com os controles
saudaveis. Valores de ACq normalizados para A) miR-142-3p e B) miR-17-5p em pacientes com CPPD e os controles saudaveis sao
mostrados. O ACq médio para cada miRNA ¢ indicado junto com as mudancas de dobra (teste U de Mann-Whitney, *p < 0,05).

cio (Fig. 1)". Individuos com doencas sistémicas leves
ou graves (ou seja, ASA II-IV) nao foram incluidos na
coorte do estudo. A fim de induzir a raquianestesia, a
puncao lombar foi realizada usando o mesmo tipo de
agulha espinhal para todos os individuos que é uma
agulha espinhal atraumatica 26G com um introdutor
20G (Braun Atraucan). Depois que a agulha espinhal
atingiu o espaco subaracnoéideo, o LCR foi deixado cair
pela ponta da agulha. As gotas de LCR foram coleta-

das em tubos esterilizados. Durante a coleta do LCR,
foram descartadas amostras visivelmente hemoliticas
(n =1). Ap6s a operacdo, as pacientes foram hospita-
lizadas por cinco dias e a CPPD foi diagnosticada por
um anestesiologista durante o periodo de internacao,
onde os escores da Escala Visual Analégica (EVA) das
pacientes foram interrogados. As pacientes foram
classificados em dois grupos como com CPPD e sem
CPPD com base na definicao de CPPD da International
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Tabela 2 Caracteristicas dos individuos do sexo femini-
no com e sem CPPD. Média + EPM sao indicados.

EVA 6,8 +0,6 - NA

Peso (kg) 72,7 +1,9 749+2,1 0,458
Altura (cm) 162,3+1,9 162,9+1,9 0,827
IMC (kg/m2) 27,6 £ 0,7 28,3:0,7 0,572
Idade (anos) 31,3+1,6  30,0+1,3 0,542

NA: N&o aplicavel
2 teste t de Student

Headache Society (IHS), que é definida como qualquer
dor de cabeca ap6és uma puncao lombar que piora em
15 minutos apo6s sentar ou ficar em pé e ¢é aliviada em
15 minutos apés a puncao lombar da paciente deitada®.
Dez pacientes tiveram CPPD e 14 pacientes nao desen-
volveram CPPD. De acordo com as diretrizes do IHS, a
maioria dos sintomas de CPPD comeca dentro de trés
dias ap6s o procedimento, no entanto, pode levar até
cinco dias para que os sintomas se desenvolvam e até
duas semanas para resolver espontaneamente. Para ga-
rantir que o diagnéstico de CPPD estava correto, as pa-
cientes foram interrogadas pelo anestesiologista em um
periodo de duas semanas. Nenhuma das pacientes tinha
sintomas persistentes de CPPD neste momento. A dura-
¢ao dos sintomas de CPPD também foi registrada (5,7 +
0,4 dias). Os escores de Apgar neonatais das pacientes
com CPPD e dos controles ficaram entre 8-10, portanto,
nao houve diferenca significativa entre os grupos.

Todas as amostras de LCR foram processadas para
analise de expressao génica e avaliacao de hemolise foi
realizada onde duas das amostras sem grupo CPPD fo-
ram excluidas de analises adicionais conforme indicado
abaixo. Ao final, dez amostras de CPPD foram compara-
das com doze pacientes controle sem CPPD.

As amostras de LCR foram coletadas em um tubo de
microcentrifuga com volume aproximado de 600 pl e
centrifugadas duas vezes a 3000 g por 5 minutos. O so-
brenadante foi armazenado a -80°C em aliquotas de 300
pl até o isolamento total do RNA.

As amostras de LCR foram descongeladas em gelo e o
RNA total foi isolado usando o MiRVANA PARIS RNA
Purification Kit (catalogo no AM1556, Ambion-Ther-
moFisher Scientific, Waltham, MA) de acordo com
as instrucoes do fabricante. Resumidamente, solucao
desnaturante 2X foi adicionada 1:1 volume a 200 ul
de amostras de CSF e misturada imediatamente. Apos
a adicao de solucao desnaturante as amostras de CSF,
esta mistura foi incubada em gelo por 5 minutos, apos
o que 25 femtomoles de cel-miR-39 miRNA mimetiza-

dor foram adicionados por amostra como um contro-
le de pico. Acido-fenol:cloroférmio foi adicionado na
proporcao de 1:1 e agitado em vortex por 45 segundos
e centrifugado por 5 minutos a 10.000g em tempera-
tura ambiente. Ap6s a extracao organica, glicogénio
grau RNA (ThermoFisher) foi adicionado a fase aquosa
em uma concentracao final de 1 pg/pl! para aumen-
tar o rendimento de RNA. Adicionou-se 1,25 volumes
de etanol a fase aquosa e misturou-se cuidadosamente
por pipetagem. A mistura foi carregada nas colunas e
centrifugada por 30 segundos a 10.000 g. Apés as eta-
pas de lavagem, o RNA foi eluido em um novo tubo de
microcentrifuga e armazenado a -80°C graus. A sintese
de cDNA foi realizada usando o kit miScript II RT da
Qiagen. O RNA foi descongelado em gelo. 5X miScript
HiSpec Buffer, 10x Nucleics Mix, 4gua sem RNase e mix
de transcriptase reversa miScript foram adicionados as
amostras de RNA de acordo com as instrucoes do fa-
bricante. A mistura foi incubada a 37°C durante 60 mi-
nutos e a 95°C durante 5 minutos. Antes da analise da
expressao génica, as amostras de cDNA foram diluidas
em 1:3 e amplificadas com o kit miScript Microfluidics
PreAMP usando tampao 5XPreAmp (Qiagen, Hilden,
Alemanha). Amostras pré-amplificadas foram usadas
para analise de expressao génica microfluidica.

O sistema de expressao génica microfluidica da Flui-
digm foi usado para analise de RT-qPCR. O circuito flui-
dico integrado (IFC) Dynamic Array (96.96) (Fluidigm,
South San Francisco, CA) foi injetado com o Control
Line Fluid Kit e preparado usando o IFC Controller HX
(Fluidigm). As misturas para entradas de ensaio e entra-
das de amostra foram preparadas usando o kit miScript
Microfluidics PCR (Qiagen, Hilden, Alemanha) de
acordo com as instrucoes do fabricante. Resumidamen-
te, os ensaios de primer e o primer universal miScript
foram misturados com 2xAssay Loading Reagent (Flui-
digm) e dispensados nas entradas de ensaio do IFC. As
amostras de cDNA pré-amplificadas foram misturadas
com o mix mestre Microfluidics qPCR fornecido no kit
miScript Microfluidics PCR (Qiagen) e reagente de car-
regamento de amostra de ligacao 20xDNA (Fluidigm).
A mistura de amostra foi dispensada nas entradas de
amostra do IFC e o processo de carregamento foi ini-
ciado usando o IFC Controller HX (Fluidigm). Apés a
conclusao das etapas de preparacao e carregamento, o
IFC foi executado no sistema BioMark™ HD.

A lista personalizada de miRNAs é composta por
77 miRNAs e foi encomendada a Qiagen na forma de
ensaios de primers. Os miRNAs candidatos foram sele-
cionados com base em sua expressao robusta e domi-
nante no LCR em varias condicoes relatadas por outros
grupos'™” (Tabela Complementar 1). Dos 77 miRNAs
candidatos, 7 deles, nomeadamente hsa-miR-124-3p,
hsa-miR-30b-5p, hsa-miR-30c-5p, hsa-miR-191-5p, hsa-
-miR-24, hsa -miR-99a-5p e hsa-let-7b foram incluidos
como potenciais genes de referéncia com base em rela-
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torios anteriores'®'®!. hsa-miR-124-3p, hsa-miR-30b-5p,
hsa-miR-30c-5p, hsa-miR-191-5p foram usados como
genes de referéncia por Murray et al e miR-30b-5p foi
escolhido como o melhor gene de referéncia pelos algo-
ritmos NormFinder e usado para andlise posterior por
este grupo'®. miR-99a-5p, miR-30b-5p e let-7b foram usa-
dos como genes de referéncia por Holm et al. e miR-24
foi usado como gene de referéncia por Baraniskin et
al.'®% Em nossa configuracao experimental, o miR-99a-
-5p foi encontrado como o melhor gene de referéncia
pelo NormFinder, que usa uma abordagem baseada em
modelo para determinar genes que sao expressos de
forma estavel entre um conjunto de genes candidatos a
normalizacao®. Todos os candidatos a miRNA persona-
lizados foram interrogados por seu desempenho de re-
feréncia, ou seja, por serem expressos de forma robusta
em todas as amostras e hsa-miR-99a-5p foi encontrado
como o melhor gene de referéncia em nosso projeto
experimental. Além de nenhum controle de amplifica-
cao e nenhum controle de modelo como controles ne-
gativos, a auséncia de dois pequenos RNAs, SNORD95
e RNUG6-2_11, foi testada como um indicador de célu-
las contaminantes no LCR?!. A avaliacao da hemdlise
foi realizada usando hsa-miR-23a-3p e hsa-miR-451a. As
amostras com valores de delta Ct de hsa-miR-23a-3p -
hsa-miR-451a acima de 8 (Tabela 1) foram excluidas
do estudo devido a hemolise que correspondeu a duas
amostras do grupo controle (sem CPPD). Apés a de-
terminacao dos genes de referéncia mais adequados
usando algoritmos do NormFinder, a normalizacao das
amostras foi realizada conforme descrito por Murray et
al., usando hsa-miR-99a-5p como gene de referéncia e
o controle spike-in'®. O nivel de expressaio de miRNAs
foi determinado usando o método AACq. As mudancas
de dobras foram calculadas usando a férmula 2- (4¢aCPPD -
AcqContole) gnde ACq = Cq, — Cq

alvo referéncia’

Os miRNAs diferenciais entre a CPPD e os controles
foram determinados pelo teste U de Mann-Whitney (p
< 0,05). As caracteristicas continuas da coorte do estu-
do que é peso, altura, IMC e idade dos pacientes com
CPPD e os controles foram comparados usando o teste
de normalidade de Shapiro-Wilk para distribuicao nor-
mal e o teste t de Student. Graphpad Prism 6.0 (versao
de teste) foi usado para analise estatistica.

Resultados

Perfis de miRNA derivados de LCR de pacientes com
CPPD foram comparados com os controles. Dos setenta
e seis miRNAs (Tabela Suplementar 1), dez deles foram
regulados negativamente e quinze deles foram regula-
dos positivamente (cut-off para mudanca de dobra abai-
xo de 0,5 e acima de 2). Dois dos 10 miRNAs regulados
negativamente, ou seja, miR-142-3p e miR-17-5p, foram
significativamente alterados, enquanto nenhum dos
miRNAs regulados positivamente mostrou uma diferen-

ca significativa (p < 0,05) (Fig. 2). A distribuicao dos
valores de miR-142-3p e miR-17-5p ao longo da coorte é
indicada na Fig. 2A e 2B, respectivamente. miR-142-3p
foi expresso aproximadamente quatro vezes menos que
os controles. A expressio de miR-17-5p nos pacientes
com CPPD diminuiu aproximadamente 5 vezes em com-
paracao com os controles.

Os pacientes com CPPD foram comparados com os
controles em relacao aos fatores de viés relatados, que
¢ IMC e idade (Tabela 2). Nao houve diferenca signifi-
cativa entre o IMC e a idade dos pacientes com CPPD
(p > 0,05). Dado que todos os individuos eram do sexo
feminino e o mesmo tipo de agulha espinhal foi usado
para cada gestante, o sexo e os efeitos do calibre da agu-
Iha espinhal nao foram fatores de viés aplicdveis para
este estudo. A EVA média dos pacientes com CPPD foi
de 6,8 em 10.

Discussao

Neste estudo, abordamos o papel dos miRNAs deriva-
dos do LCR na fisiopatologia da CPPD e identificamos
dois miRNAs diferencialmente expressos no LCR que
podem ser fatores de risco para a ocorréncia de CPPD.
Até onde sabemos, existem apenas dois estudos investi-
gando a relacao entre condicoes de dor e miRNAs deri-
vados de LCR em humanos. Um deles foi realizado em
pacientes com fibromialgia onde os perfis de miRNA
dessas pacientes foram comparados com os perfis de
miRNA de gestantes sauddveis e pacientes urolégicas
que receberam raquianestesia. Este estudo relatou nove
miRNAs regulados negativamente, a saber, miR-21-5p,
miR-145-5p, miR-29a-3p, miR-99b-5p, miR-125b-5p,
miR-23a-3p, miR-23b-3p, miR-195-5p, miR-223-3p, em
pacientes com fibromialgia®. Em nosso estudo, esses
nove miRNAs foram interrogados quanto a sua expres-
sao diferencial no LCR de pacientes com CPPD; no en-
tanto, nao foram obtidos resultados significativos. Dado
que a fibromialgia é uma condicao de dor cronica, seus
mecanismos moleculares podem diferir com condic¢oes
de dor aguda, como CPPD.

No segundo estudo, miR-124 foi encontrado regula-
do negativamente no LCR de pacientes com dor de can-
cer 6sseo0 em comparacao com os pacientes sem cancer
e histéria de dor crénica???, A luz de estudos em ani-
mais em que injecoes intratecais de miR-124 mimetizam
a dor do cancer 6sseo, o miR-124 foi sugerido como um
potencial analgésico para pacientes com dor de cancer.
miR-124 foi incluido em nossa lista de miRNAs e nao
foi significativamente alterado em pacientes com CPPD.

Descobrimos que miR-142-3p e miR-17-5p foram re-
gulados negativamente no LCR de pacientes com CPPD.
Curiosamente, miR-142-3p também foi regulado negati-
vamente no soro de pacientes com fibromialgia®. Os
achados de miRNA derivados do LCR de pacientes com
fibromialgia nao se sobrepuseram aos nossos achados
de miRNA no LCR de pacientes com CPPD; no entanto,
uma sobreposicao foi observada nos miRNAs derivados
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do soro de pacientes com fibromialgia. A falta de miR-
142-3p significativamente alterado no LCR de pacientes
com FM pode ser devido ao pequeno tamanho da amos-
tra (10 pacientes com FM e 8 pacientes no grupo con-
trole). O LCR e o soro sao fluidos corporais distintos,
mas os achados no soro as vezes podem ser estendidos
ao LCR e vice-versa''. Além de seu suposto papel na fi-
bromialgia, o miR-142-3p também pode estar envolvido
na neuroinflamacao durante a esclerose multipla®.

O miR-142-3p desempenha um papel na inibicao da
diferenciacao neuronal ao direcionar uma proteina de
ligacao ao RNA de fita dupla Staufenl (STAUL), que
esta envolvida na morfogénese neuronal e implicada na
nocicepcao com a virtude de sua expressao na raiz dor-
sal e trigémeo ganglios radiculares (DRG) em ratos®.
Em um modelo de camundongo de dor neuropatica
induzida por ligacao do nervo espinhal (LNE), o miR-
142-3p foi regulado negativamente no ganglio da raiz
dorsal da LNE dos camundongos. De acordo com esta
observacao, a inibicao da dor neuropatica foi observada
quando o miR-142-3p foi superexpresso?’. Dadas nossas
descobertas sobre a regulacao negativa do miR-142-3p
no LCR de pacientes com CPPD e sua regulacao nega-
tiva nos estudos acima mencionados em pacientes com
fibromialgia e modelos animais, sao necessarios mais
estudos para dissecar o papel do miR-142-3p no proces-
samento da dor .

O segundo miRNA diferencialmente expresso iden-
tificado em nosso estudo foi o miR-17-5p que promove
a proliferacao celular e funciona como um oncogene.
miR-17-5p foi relatado com papéis na nocicepcao re-
centemente. No sangue de pacientes com Sindrome
de Fadiga Cronica (células natural killer), miR-17-5p
foi regulado negativamente em compara¢ao com con-
troles nao fatigados?®. Em um modelo de rato de dor
neuropdtica, mir-17-5p foi regulado positivamente nos
neurdnios DRG ap6s lesao e inibicao de alodinia me-
canica melhorada de mir-17-5p*. Os canais de potdssio
foram identificados como um dos alvos do miR-17-5p e
postula-se que o miR-17-5p pode mediar a nocicep¢ao
através da modulacao dos canais de potassio. Dado os
papéis preditivos do miR-17-5p no prognéstico do can-
cer e seus niveis de expressao profundos no carcinoma
hepatocelular, cancer de pulmao e cancer colorretal;
miR-17-5p ndo é um marcador especifico para CPPD¥.
Da mesma forma, miR-142-3p foi relatado como um po-
tencial biomarcador diagnéstico para cancer colorretal
e biomarcador prognéstico para cancer cervical®*.
Varios estudos usaram miRNAs derivados do LCR para
interrogacao de biomarcadores para diversas doencas.
Baraniskin et al., identificaram os primeiros biomar-
cadores baseados no LCR para deteccao de glioma
comparando os perfis de miRNA derivados do LCR de
pacientes com glioma (n = 10) e pacientes com varios
distarbios neurolégicos (n = 10) como controle®. Eles
descobriram que miR-15b e miR-21 sao regulados posi-
tivamente nos pacientes com glioma e o biomarcador
miR-21 foi confirmado por Shi et al. onde os autores

compararam os perfis de miRNA do LCR de pacientes
com glioma (n = 70) e controles ndo tumorais (n = 25)
e descobriram que o miR-21 é um indicador importante
para o diagnéstico e prognéstico do glioma®. Galim-
berti et ai. mostraram que o mir-125b pode ser usado
como um biomarcador da doenca de Alzheimer (DA)
para soro e LCR comparando 22 pacientes com DA e
trinta e seis controles de doencas neurolégicas nao in-
flamatoérias?'. Haghika et ai. mostraram que os miRNAs
derivados do LCR podem ser usados para diferenciar o
curso da doenca da Esclerose Multipla (EM) 2.

Semelhante aos estudos indicados acima, nossos
achados implicam um papel para miR-142-3p e miR-
17-5p no desenvolvimento de CPPD. Sua expressao di-
ferencial sugere que esses miRNAs podem ser usados
como biomarcadores para CPPD. miR-142-3p e miR-17-
5p sao reguladores validados da nocicepcao, portanto,
é provavel que desempenhem papéis reguladores em
como a variabilidade individual dos fenétipos de dor
é determinada em nivel molecular. Os miRNAs podem
afetar a inducao da dor direta ou indiretamente. O miR-
142-3p foi mostrado como um mediador molecular cha-
ve da disfuncao sindptica em pacientes com esclerose
multipla, interrompendo a homeostase do glutamato e
esta implicado em papéis na nocicepcao em virtude de
seu gene alvo que funciona nos neur6énios DRG*. Niveis
desregulados de miR-142-3p podem tornar os individu-
os mais suscetiveis ao desenvolvimento de CPPD devido
a homeostase de glutamato interrompida semelhante as
funcoes miR-142-3p, miR-17-5p nos neurénios DRG. Ca-
nais de potassio foram identificados como um dos alvos
do miR-17-5p. A puncdo lombar cria um insulto tecidu-
al agudo que pode causar a liberacao de mediadores
levando a despolarizacao da membrana celular, incluin-
do ions de potdssio. Esses sinais sao transmitidos para a
medula espinhal através dos neurénios DRG. Dado seu
papel nos neurdnios DRG, é possivel que niveis desre-
gulados de miR-142-3p e miR-17-5p possam causar sen-
sibilidade a dor. Cada vez mais evidéncias sugerem que
um fenétipo de dor especifico para um individuo pode
ser devido a regulacao diferencial da expressao génica,
incluindo os achados apresentados neste estudo. Nossos
achados aguardam confirmacao com coortes maiores e
abordagens mecanicistas.

Os papéis do miRNA em condi¢oes de dor cronica
foram elaborados com estudos recentes. MiRNAs de-
rivados do sangue e miRNAs derivados do LCR foram
identificados em pacientes com enxaqueca e pacientes
com fibromialgia, respectivamente'®. No entanto, pou-
co se sabe sobre as condicoes de dor aguda, como a
CPPD. Tem sido relatado que em casos de puncao inad-
vertida da dura-mater, apenas metade dos pacientes de-
senvolve CPPD. Ha dados conflitantes sobre os fatores
de risco que afetam a incidéncia de CPPD. Relatos de
correlacao negativa entre aumento de IMC e incidéncia
de CPPD sao confrontados por estudos que indicam a
falta de tal correlacao®. Postula-se que a perda de volu-
me do LCR devido ao vazamento de LCR no local da
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puncao, portanto, a diminuicao da pressao do LCR, cria
uma tracao para baixo nas estruturas cerebrais sensiveis
a dor, causando CPPD. Por outro lado, estudos recentes
mostraram pressao de abertura do LCR semelhante en-
tre CPPD e controles®™?%. A histéria de cefaleia foi con-
siderada um fator predisponente, mas foi demonstrado
que a enxaqueca nao era um fator de risco para CPPD?".
Esses resultados conflitantes podem ser devidos aos fa-
tores moleculares que predispoem a CPPD, que foram
negligenciados. Aqui mostramos pela primeira vez que
os miRNAs podem influenciar a ocorréncia de CPPD.
Em nosso estudo, a raquianestesia foi realizada com
o mesmo tipo de agulha espinhal para cada gestante
pelo mesmo anestesiologista. O IMC e a idade do grupo
CPPD e do grupo controle nao apresentaram diferenca
significativa. Todos os sujeitos eram do sexo feminino e
os sujeitos com histérico de cefaleia e doencas neuro-
l6gicas nao foram aceitos no estudo. Portanto, todos os
fatores de viés para a ocorréncia de CPPD foram descar-
tados, o que destacou o papel dos miRNAs derivados do
LCR que podem predispor a CPPD.

Os achados sobre miRNAs derivados de LCR e con-
dicoes de dor tém sido escassos devido a dificuldade de
obter amostras de LCR de pacientes com condicoes de
dor e devido a falta de um grupo de controle confiavel
que seja o LCR obtido de individuos ASA I. Por razoes
éticas obvias, nao é possivel coletar LCR de individu-
os saudaveis. A maioria dos estudos baseados no LCR
utiliza amostras de LCR de pacientes com doencas que
nao sao pertinentes a sua doenca de interesse. Por esse
motivo, as gestantes submetidas a raquianestesia pare-
cem ser a melhor opcao para a obtencao de amostras de
LCR de individuos sauddveis. As caracteristicas do LCR
de gestantes ASA I sao as que mais se aproximam das
caracteristicas do LCR obtido de individuos saudaveis.
Portanto, nossos achados podem ser estendidos aos ou-
tros estudos como um grupo de controle cruzado.

A'incidéncia de CPPD tem sido relatada como sendo
maior em pacientes obstétricas®. Varios fatores aumen-
tam a incidéncia de CPPD e varios estudos tém demons-
trado que a idade jovem e o sexo feminino estao entre
os fatores de risco™. Os estudos que investigam a inci-
déncia de CPPD em gestantes tém tamanho amostral
variando de 100 a 250.000"*'. A incidéncia de CPPD
em nosso estudo é maior do que a relatada na literatura
para agulhas atraumadticas em pacientes obstétricas. No
entanto, o numero de individuos em nosso estudo € bai-
x0 (n = 24) para inferir uma incidéncia de CPPD. Em
termos de tamanho da amostra, nosso desenho de es-
tudo é compardavel aos relatérios sobre biomarcadores
derivados do LCR, onde o numero de individuos variou
de 10 a 252", Os biomarcadores identificados nesses
estudos com tamanho de amostra pequeno foram entao
confirmados com um tamanho de amostra maior®.

Uma limitacao deste estudo é o pequeno tamanho
da amostra, portanto, os biomarcadores CPPD putativos
identificados com este trabalho aguardam confirmacao
adicional com coortes maiores e abordagens mecanicis-

tas. Estudos futuros devem replicar a configuracao atual,
incluindo uma biblioteca de miRNA mais abrangente.

Em conclusao, mostramos pela primeira vez que a
regulacao negativa de miR-142-3p e miR-17-5p pode
predispor mulheres gravidas a CPPD sob raquianeste-
sia. Ambos os biomarcadores de miRNA candidatos tém
papéis nas condicoes de dor ou no processamento da
dor. No entanto, quais genes sao direcionados pelo efei-
to mediado por miR-142-3p e miR-17-5p no CPPD ainda
nao foi elucidado.
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Apéndice A. Dados Suplementares
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