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RESUMO

A obesidade € resultante de interacbes comportamentais, causas genéticas e
epigenéticas e estd relacionada a doencas cardiometabdlicas, como hipertensao
arterial e diabetes mellitus tipo 2. Os microRNAs (miRNAs) fazem parte do maquinario
epigenético que modulam a expressao génica, processo que pode estar alterado em
diferentes tipos de patologias, incluindo a obesidade; estes podem ser encontrados
na forma intracelular ou no meio extracelular, estando estes Ultimos presentes nos
mais variados fluidos corporais. A estabilidade destas moléculas nos fluidos corporais
e 0 método pouco invasivo para sua obtencdo tem despertado o interesse nestas
moléculas para sua utilizagdo como biomarcadores para o diagnostico precoce e alvos
terapéuticos. Este estudo teve como objetivo avaliar a expressdo dos miRNAs
circulantes: miRNA-17-5p, miRNA-103-3p e miRNA-375-3p por q°PCR em adultos
jovens e associar estes resultados com os dados antropomeétricos e bioquimicos. A
populacao deste estudo foi composta por 32 individuos com idade entre 20 a 45 anos,
recrutados entre funcionarios e alunos da UNIGRANRIO. Os individuos foram
classificados em trés grupos de acordo com o indice de massa coporal em: eutroficos,
sobrepeso e obeso. Foram coletadas amostras de soro para a extracdo dos miRNAs
circulantes e analise por gPCR. Nao foram encontradas diferencas de expresséao
significativas para miR-17-5p e miR-375-3p. Entretanto, foram encontradas diferengas
estatisticamente significativas para o miR-103-3p entre eutréficos e obesos (p=0,03)
e uma tendéncia a hipoexpresao entre sobrepeso e obesos (p=0,05). Além disto, foi
encontrada uma correlacdo negativa entre miR-103-3p e circunferéncia de cintura
(r=0,354, p= 0,040). Observou-se ainda uma correlacdo positiva entre miR-17-5p,
miR-375-3p e MiR-103-3p. Como concluséo, este estudo sugere que o miR-103-3p
possa representar um biomarcador aceitavel para a deteccdo precoce de doencgas

cardiometabdlicas relacionadas a obesidade.

Palavras-chave: obesidade, biomarcadores, miRNAs circulantes, miR-17-5p, miR-
103-3p, miR-375-3p.



ABSTRACT

Obesity results from behavioral interactions, genetic and epigenetic causes and is
related to cardiometabolic diseases, such as hypertension and type 2 diabetes mellitus
(T2DM). MicroRNAs (miRNAs) takes part of the epigenetic machinery that modulates
gene expression, and this process may be altered in many types of pathologies,
including obesity. MIRNAs can be found in both the in the intra and extracellular
medium (circulating); extracellular miRNAs are present in the most of different body
fluids, the stability of these molecules in body fluids and the noninvasive method for
obtaining them has led to interest in these molecules for their use as biomarkers for
early diagnosis and therapeutic targets. This study aimed to evaluate the expression
of circulating miRNAs: miRNA-17-5p, miRNA-103-3p and miRNA-375-3p by gPCR; in
young adults and to associate the results with the anthropometric and biochemical
data. Population of this study was composed of 32 young adults aged 20 to 45 years
old recruited between employees and students of UNIGRANRIO. These individuals
were classified into three groups according to body mass index (BMI) in normal weight,
overweight and obese. Serum samples were collected to miRNA circulation extraction
and gPCR analysis. No significant expression differences were found for miR-17-5p
and miR-375. However, there is a significant difference in the expression of miR-103-
3p between normal weight and obese (p = 0.03) and a downregutation trend between
overweight and obese (p = 0.05). In addition, a negative correlation was found between
miR-103-3p and waist circumference (r = 0.354, p = 0.040). A positive correlation was
also observed among miR-17-5p, miR-375-3p and miR-103-3p. In conclusion, this
study suggests that miR-103-3p may represent a reliable biomarker for

cardiometabolic diseases related to obesity.

Key words: obesity, biomarkers, circulating miRNAs, miR-17-5p, miR-103-3p, miR-
375-3p.
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1 INTRODUCAO

O fenbmeno da globalizacdo e o crescente processo de urbanizacao
contribuiram para modificacbes nos padrbes alimentares e, por consequéncia,
produziram um aumento na prevaléncia de individuos com excesso de peso e
portadores de doencas cronicas (POPKIN et al.,2012). De acordo com o Global
Burden Disease, de modo geral o percentual de individuos com obesidade e
sobrepeso vem aumentando em todo o mundo, sendo superior em paises em

desenvolvimento, comparados aos desenvolvidos (GBD, 2015).

Nos ultimos anos, houve um aumento significativo de estudos para a
melhor compreenséo da fisiopatologia e fatores de risco para doengas crénicas
como: obesidade, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e doencas cardiovasculares,
gue, em conjunto, constituem a maior causa de mortalidade e morbidade em
todo o mundo (BASTIEN et al., 2014; KACHUR et al., 2018). Por tratar-se de
distarbios que assumem propor¢cdes de pandemia e consequentemente um
problema de saude publica (WHO, 2017), desperta um grande interesse pela
busca de novos biomarcadores que seriam utilizados como ferramenta de
diagndstico e terapia para uma variedade de doencas, tais como as doencas
metabolicas (FERNANDEZ-BERGES et al., 2014)

As alteracdes epigenéticas estdo relacionadas a processos importantes
de regulacdo da transcricdo e sdo reconhecidos como fortes candidatos para a
avaliacdo do risco de doencas metabdlicas alterada pelo meio ambiente (SALES
et al., 2017). Dentre as modificacbes epigenéticas estao inclusas: metilacdo do
DNA; modificagbes de histonas; RNAs n&o codificantes, onde estdo inseridos 0s
microRNAS, moléculas estas que podem auxiliar na compreensédo de como as
células com um mesmo DNA podem se diferenciar em células e fendtipos
distintos (LING e GROOP, 2009).

Nesse contexto, a identificacdo de biomarcadores para diagnodstico
precoce de distarbios metabdlicos a fim de prevenir os efeitos deletérios dessas
doencas e facilitar as intervencdes terapéuticas, configura-se um grande desafio

principalmente na faixa etaria dos individuos jovens (CARRARO et al., 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Popkin%20BM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22221213

1.1 A obesidade

A obesidade é um problema de saude publica que cresce de maneira
rapida, assumindo proporcdes de epidemia global (WHO, 2017). Esta epidemia
teve seu inicio por volta da década de 1970, mostrando nos primeiros anos uma
progresséo irregular, seguida de um aumento expressivo a partir dos anos 80
(FINUCANE et al., 2011; FLEGAL et al., 2012).

Reconhecida como doenca, a obesidade juntamente com o excesso de
peso, apresenta uma taxa global de aproximadamente 35% (NG et al, 2014);
taxas que, ao longo dos ultimos 30 anos, tém aumentado. Sua prevaléncia foi
quase que duplicada entre os anos de 1980 e 2014, quando 39% dos adultos
com idade maior ou igual a 18 anos, possuiam excesso de peso, com maior
predominancia nas mulheres. Esta maior incidéncia de sobrepeso/obesidade
estd relacionada ao nivel de renda do pais, sendo que 0s paises mais
desenvolvidos apresentam maior incidéncia do que o0s paises em
desenvolvimento (Figura 1) (WHO, 2017).

Figura 1. Mapa da obesidade no mundo. Observa-se que as cores mais escuras
representam percentuais mais altos de obesidade. Nota-se ainda que o Brasil esta
incluido nos paises que apresentam uma incidéncia de 25 a 27,4 % de individuos obesos
na faixa etaria maior ou igual a 18 anos. Fonte: World Health Organization, 2017.
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Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) mostraram que em
2016, mais de 1,9 bilhdo de adultos, com idade maior ou igual a 18 anos,
apresentavam excesso de peso e destes, 1,25 bilhdo eram obesos (WHO, 2017).
Estima-se que 2,7 bilhdes de individuos adultos estardo com excesso de peso e
cerca de mais de 1 bilhdo serdo obesos em 2025, segundo a World Obesity
Federation (WOF, 2015). Nos Estados Unidos, aproximadamente 40% da
populacdo adulta € portadora de obesidade (FRYAR et al., 2018). No Brasil, mais
de 50% da populacdo apresenta sobrepeso e 18,9% dos brasileiros sdo obesos
(VIGITEL, 2017).

Mais de 300.000 mortes sdo anualmente atribuidas a obesidade ou
sobrepeso na populagdo adulta americana (FLEGAL et al.,, 2010; SOWERS,
2013). Entretanto, aproximadamente 30% de obesos ndo apresentam
parametros clinicos ou laboratoriais indicativos de disturbios cardiometabdlicos
GENELHU et al., 2009). Para estes pacientes, definidos como paradoxo da
obesidade por serem “obesos metabolicamente saudaveis”, o comprometimento
da qualidade de vida estaria relacionado as restricbes decorrentes de alteracfes

no sistema osteomuscular (KARELIS, 2008).

Ressalta-se a etiologia multifatorial e complexa da obesidade, resultante
da interacdo de uma série de fatores como o0s antecedentes genéticos,
enddcrinos, ambientais e comportamentais, nos quais estao inseridos os habitos
alimentares ndo saudaveis e o sedentarismo (MARTINEZ et al., 2008). A
interacdo desses fatores ocorre de forma complexa e exerce influéncia nos
padrdes de alimentacdo e consumo, assim como os padrbes comportamentais,
que cooperam para o balango energético positivo, ganho de peso excessivo e
por consequéncia, a obesidade (ROMIEU et al, 2017).

Apesar da etiologia multifatorial, o desequilibrio energético entre a
ingesta de calorias e o gasto caldrico, € considerado uma das causas cruciais
para a obesidade e o sobrepeso (WHO, 2018), pois quando o consumo ¢ igual
ao gasto, ha a manutencéo do peso corporal e do contrario, ocorre o ganho de
peso que é estocado especificamente em forma de gordura (ANDERSON et al,
2015); isto poderia ser explicado devido aos habitos de vida cada vez mais
sendentarios, influenciados pela progressdo da urbanizacdo e aumento da

ingesta de produtos abundantes em carboidratos (WHO, 2018).



4

A OMS classifica a obesidade a partir do indice de massa corporal (IMC),
através da equacao em que o peso em quilogramas é dividido pelo quadrado da
altura em metros (kg/m2. Este parametro tem sido utilizado para classificacéo de
estados nutricionais, abrangendo desde desnutricdo ao excesso de
peso/obesidade (Quadro 1). Os graus de obesidade ainda podem variar do grau
| até o lll, e quanto mais elevado este indice, maiores sdo 0s riscos para o

desenvolvimento de doengas associadas (WHO, 2017).

Quadro 1. Classificacao internacional da obesidade de acordo com o indice de massa

corporal (IMC) e risco para desenvolvimento de doencas.

IMC (kg/m®) Classificacdo Risco de Doenga
<185 Baixo peso Mormal ou elevado
18,5-249 Peso Normal ou eutrdfico Mormal
25299 Sobrepeso Pouco elevado
30-34.9 Obesidade grau | Elevado
35-399 Obesidade grau Il Muito elevado
=400 Obesidade grau Muitissimo elevado

Fonte: World Health Organization, 2017 (Adaptado).

Apesar do IMC ser amplamente utilizado em diversos estudos
epidemioldgicos, por ser considerado um bom marcador, acessivel préatico
(ROMIEU et al., 2017), esta medida esta relacionada ao peso corporal total e
ndo a composicao corporal ou a distribuicdo da gordura. Isso indica que em
algumas situacdes muito especificas podem ocorrem erros na interpretacao
destes resultados, pois se um individuo apresenta um percentual de massa
magra e peso corporal muito alto, ele sera classificado como obeso. Ainda
existem diferencas pertinentes ao sexo, etnia, idade e pratica ou ndo de
exercicios fisicos (SUN et al., 2010).

Diante disto, outros parametros sao necessarios para complementar a
avaliacdo da composicdo corporal e da distribuicdo da gordura na
obesidade/excesso de peso como: circunferéncia da cintura (CC), circunferéncia
de quadril (CQ) e a relacao cintura-quadril (RCQ), medidas utilizadas para a

‘
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identificacdo de obesidade central, que esta intimamente relacionada a
disfuncdes do tecido adiposo como aumento da secrecdo de acidos graxos,
adipocinas, hiperinsulinemia, resisténcia a insulina, hipertensdo e dislipidemia
(CARR e BRUNZELL, 2004; ASHWELL e GIBSON, 2016).

A obesidade esta relacionada com diversas doencas, gerando altos
custos para a economia dos paises acometidos por ela, constituindo assim um
importante problema de saude publica (World Cancer Research Fund - WCRF,
2018). Evidéncias epidemioldgicas robustas indicam que esta pandemia exerce
um grande impacto sobre a qualidade de vida dos individuos (BUSUTIL et al. ,
2017) devido a sua correlagdo com comorbidades, tais como: doencas
cardiovasculares e metabodlicas, como hipertensdo arterial (HA), DM2,
dislipidemia, osteorartrite, distirbios psicolégicos, doenca hepatica nao
alcoolica, além de estar associada a um estado pré-inflamatorio, pro-trombético
e fatores pré-oncogénicos (DANAEI et al., 2009; WHITLOCK et al., 2009; BAYS,
2011; SAMANIC et al., 2006; DIXON, 2010).

1.2 Obesidade e Adiposopatia

Na obesidade, sdo observadas anormalidades anatdmicas e funcionais
dos adipécitos e do tecido adiposo. Esse conjunto de alteracdes € denominado
adiposopatia (BAYS, 2011). Esta associada a uma série de anormalidades
metabolicas, jé citadas anteriormente, muito comuns na pratica clinica e também
consideradas epidemias (BAYS, 2008).

O conceito de tecido adiposo apenas como estrutura de sustentagéao e
depdsito de lipideos perdurou até o inicio dos anos 1990 (ZHANG et al., 1994;
KWOK et al., 2016; KWON e PESSIN, 2013; SINGLA et al., 2010). Este conceito
foi desconstruido a partir da descoberta da leptina (ZHANG et al., 1994), quando
observou-see que o tecido adiposo possuia toda uma estrutura para sintese e
secrecdo de hormdnios, admitindo assim sua funcdo enddcrina e envolvimento
numa variedade de processos metabdlicos (KWON e PESSIN; SINGLA et al.,
2010).
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O tecido adiposo é classificado de acordo com sua morfologia e
distribuicdo no organismo. De acordo com sua localizagédo, o tecido subcutaneo
pode ser dividido em superficial, profundo e visceral (Figura 2) (KWOK et al.,
2016)

Figura 2. Distribuicdo anatébmica do tecido adiposo corporal. Os depésitos de
tecido adiposo branco estdo destacados em tons de laranja. Amplamente distribuido
no corpo humano, localiza-se principalmente na regido subcutanea e gluteo-femoral, e
na regido visceral (omento, mesentério, regido mediastinal e epicardico), ao redor de
orgaos vitais do peritdnio e caixa toracica. Na regido subcutanea tem como funcéo
atuar como barreira de protecdo contra infeccbes na derme, isolante térmico e
amortecedor contra o estresse mecéanico. (Adaptada de Kwok et al. in Experimental &

Molecular Medicine, 2016).
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Do ponto de vista morfofuncional, as células adiposas podem ser
classificadas em trés tipos: o adipocito branco, que apresenta uma Unica gota de
gordura que ocupa quase todo citosol, apresentando também, pequenas
quantidades de mitocondrias; o adipocito marrom apresenta diversas goticulas
de gordura distribuidas por todo citosol e uma grande quantidade de
mitocondrias (Figura 3) (VIRTANEN et al.,, 2009; SAELY et al., 2012;
ADAMCZAK e WIECEK, 2013). Verificou-se mais recentemente a existéncia do
adipdcito bege, que possui caracteristicas intermediarias entre as do branco e
do marrom (Figura 3) (WU et al., 2013).
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Figura 3. Diferencas histolégicas entre os adipécitos branco, marrom e bege. Tecido
adiposo branco (TAB) caracterizado pela presenca de uma grande goticula de gordura que
desloca o nacleo e mitocondrias para a periferia da célula. Tecido adiposo marrom (TAM),
cuja coloracdo se deve a presenca em maior quantidade de mitocéndrias e uma quantidade
menor de goticulas de gorduras; e o tecido adiposo bege com caracteristicas intermediarias
entre o TAB e TAM,; caracteristicas observadas a partir de cortes histoldgicos dos trés tipos
de tecidos adiposo corados com hematoxilina/eosina (aumento de 40x). Adaptada de Kwok
et al. in Experimental & Molecular Medicine, 2016.
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O tecido adiposo branco (TAB) esta distribuido por todo o corpo,
encontrado em grandes depdsitos na regido subcutanea e abdominal, além da
regido gluteofemoral, masculos, coracdo e mesentério (Figura 2) (KWOK et al.,
2016). Uma caracteristica importante deste adipdcito € a producdo de uma
grande quantidade de adipocitocinas de acado local e sistémica, que controlam
tanto os niveis inflamatorios como o apetite. Tem-se como exemplo a leptina
(COSTA E DUARTE, 2006; MATSUZAWA, 2006).

Nos individuos obesos, com a expansao do tecido adiposo branco, ocorre
a hiperplasia e/ou hipertrofia dos adipécitos (TCHOUKALOVA et al.,2010),
promovendo alteracdes funcionais e no niumero de adipdcitos, que por sua vez,
contribuiem para o desenvolvimento de complicagdes como dislipidemia, HA e
DM2 (LEVELT et al., 2016). Admite-se que estas alteragcdes sejam causadas
pela inflamacgao local, crénica e subclinica (MONTEIRO e AZEVEDO, 2010).

Estudos comparando os depositos de TAB visceral e subcutaneo,
verificaram que os depdsitos viscerais apresentam um perfil com caracteristicas
pré-inflamatérias (LEE et al,, 2013; HOCKING et al.,2010), com maior de
secrecdo de citocinas como Interleucina 6 (IL-6), Fator de Necrose Tumoral- a
(TNF-a), proteina C-reativa (SAMARAS et al, 2010) e fator inibitério de migracao
de macrofagos (ALVEHUS et al.,2010). Em contrapartida, nos depositos
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subcutéaneos de TAB, verificou-se uma maior expressao de adipocitocinas com
efeitos anti-inflamatorios, tal como a adiponectina, que exerce efeitos benéficos
sobre o metabolismo (XU e VANHOUTTE, 2012; KADOWAKI et al., 2006).

O tecido adiposo marron (TAM) € encontrado predominantemente em
pequenos mamiferos e em criancgas, e funciona como uma forma adaptativa de
resistir a baixas temperaturas a partir da transformacdo dos nutrientes em
energia quimica sob forma de calor (HARMS e SEALE, 2013; KAJIMURA et al.,
2010). Tem como principal funcédo principal aumentar a termogénese, fato que
se deve a presenca do grande numero de mitocondrias (CANNON e
NEDERGAARD, 2004). Encontra-se distribuido em regiées preferenciais como
a cervical, paravertebrais, mediastino, supraclavicular, axilar e na parte superior
da regido abdominal (SAELY et al., 2012).

Apesar do volume total e localizacdo do tecido marrom serem menores
gquando comparado ao tecido adiposo branco (NEDERGAARD et al, 2010),
estudos em modelo animal sugeriram que o TAM exerce funcéo na regulagéo do
peso corporal (ROTHWELL e STOCK, 1979), pois a sua ativagdo poderia
aumentar significativamente o gasto energético. Este aumento do gasto
energético tecidual se elevaria consideravelmente durante a estimulacéo
noradrenérgica, que se da, sobretudo, por meio de receptores beta-3 (CANNON
e NEDERGAARD, 2004), o que promove uma maior captacdo periférica de
glicose e &cidos graxos, aumentando assim a capacidade de demanda
energética a este tecido e conferindo também um papel regulatério na
homeostase da glicose (ORAVA et al., 2011; PEIRCE et al., 2014).

O tecido adiposo bege (TABg) se localiza nas regibes cervical,
supraclavicular, axilar e paravetrebral (NEDERGAARD et al., 2007). Evidéncias
revelaram que se trata de um subconjunto de TAB, com fenétipo intermediario e
caracteristicas adaptativas do TAM (HARMS e SEALE, 2013). Responde a
estimulos como exposicao ao frio, aumentando rapidamente a expressao de
genes que codificam as proteinas essenciais a termogénese (PEIRCE et al.,
2014).

Neste contexto, a proteina desacopladora 1 (UCP-1) é essencial para
aumentar a oxidacdo de acidos graxos nado acoplada a sintese de ATP,
consequentemente, aumenta a geracdo de calor (WU et al., 2013). Os niveis de
UCP-1 sédo baixos no TAB e no TABg, mas o TABg tem notavel capacidade de

‘
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elevar a expressdao de UCP-1, promovendo aumento da termogénese, se
assemelhando ao TAM. Esta alteracdo é promovida por varios horménios, dentre
eles a irisina, um hormdnio liberado pelos muasculos durante atividade fisica
(BOSTROM et al., 2012).

A adiposopatia esta intimamente associada a fisiopatologia da sindrome
metabdlica (SM). H& evidéncias robustas de que as alteracbes imuno-
inflamatdrias emergem e se exacerbam pelo acimulo de TAB. Além disso alguns
mecanismos existentes no estado de obesidade como: hipdxia, estresse do
reticulo endoplasmatico, lipotoxicidade e endotoxemia metabdlica, foram
propostos como fatores que possuem papel central no desenvolvimento
alteracOes presentes nesta patologia (GE et al., 2014). Configurando assim
elementos importantes de ligacado entre estas duas patologias, obesidade e SM
(MAURY e BRICHAD, 2010; LUMENG et al., 2011).

A SM é descrita como um conjunto de fatores de risco para DCV
cardiovascular e diabetes que estdo intimamente relacionados. Dentre o0s
critérios para o diagnostico de SM, estdo niveis pressoricos elevados, niveis de
HDL colesterol diminuidos e triglicerideos elevados, disglicemia e adiposidade
central (ALBERTI et al., 2009).

1.3 Obesidade e comorbidades

1.3.1 Resisténcia a insulina e DM2

A obesidade foi reconhecida como um fator importante e facilitador para
o desenvolvimento ndo s6 de HA como também de DM2 e estas as patologias
estdo intimamente relacionadas ao aumento da resisténcia a insulina (RI), além
de constituirem um dos maiores fatores de risco para doencas cardiovasculares
(LUKIC et al., 2014).

A insulina exerce diversas funcdes fisiologicas e a reducéo dos niveis de
glicose caracteriza sua fungéo primaria. A insulina promove a sintese de acidos
graxos e glicogénio, estimula a atividade mitocondrial e a proliferacdo celular,
além de melhoar a microcirculagéo (He et al., 2011). A resisténcia a insulina é
caracterizada por uma falha na via de sinalizacéo da insulina, em que a captacao

de glicose por meio da insulina € prejudicada no tecido sensivel a insulina. Este
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mecanismo pode levar a hiperinsulinema de modo que as células 3 das ilhotas
pancreéticas sintetizem uma quantidade elevada de insulina com o intuito de
controlar os niveis glicémicos (Ye, 2013).

Diversos fatores foram postulados para explicar o fendmeno de RI, entre
0S quais se inserem: obesidade, inflamacdo, disfuncdo mitocondrial,
hiperlipidemia, lipotoxicidade, estresse do reticulo endoplasmético, esteatose
hepatica, hipoxia e hiperinsulinemia. A Rl € um dos fatores principais para o
desenvolvimento de DM2 (Ye, 2013).

A RI na obesidade ocorre pela diminuicdo no mecanismo de transporte e
do metabolismo da glicose, que recebe estimulo da insulina das células adiposas
e do musculo esquelético, e pelo aumento da producao de glicose pela via
hepatica (KAHN e FLIER, 2000). Em modelos de sensibilidade a insulina, a Rl
assumiu caracteristicas tais como: aumento da hemoglobina glicosilada,
hiperlipidemia, diminuigcéo da tolerancia a glicose e insulina, hiperinsulinemia e
hiperglicemia em jejum, hiperglicemia pos-prandial, mecanismos que estdo
associados a fisiopatologia do DM2 (ZHUO et al., 2018).

No metabolismo da glicose, a insulina tem como tecidos alvo: o
muscular, o hepatico, 6sseo e adiposo. As respostas desses tecidos a insulina e
outros horménios estabelecem concentracfes de glicose, acidos graxos e outros
metabolitos no plasma (DIMITRIADIS et al.,2011). Os niveis glicémicos sao
estabelecidos, sobretudo pelo equilibrio hepatico e a acdo da insulina. Ocorre
inibicdo da producao de glicose no figado e estimulo a absor¢éo de glicose pelo
musculo (RUI, 2014). Em relacdo ao tecido adiposo, a insulina estimula a
absorcdo e estocagem de acidos graxos em forma de triglicerideos, inibindo a
lipdlise (SCHENK et al., 2008; OLEFSKY e GLASS, 2010; STUMVOL et
al.,2005).

Evidéncias indicam que o DM2 possui relagdo com a inflamacéao
(LONTCHI-YIMAGOU et al., 2013), fendbmeno presente na RI deflagrada pela
obesidade (OLEFSKY e GLASS, 2010), como ja mencionada é caracterizada
pelo acimlo de TAB, que é considerado o principal facilitador da inflamacgéo
sistémica (ODEGAARD e CHAWLA, 2013) (Figura 4). Este tecido, tem como ¢
Neste mecanismo ocorre o recrutamento de um grande numero de macréfagos
e células T para o adipdcito branco,o que ativa a cascata inflamatéria e promove
a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias (WANG et al., 2008), alterando
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estrutura e funcdo dessas células, tendo como produto final distarbios
metabdlicos e resisténcia sistémica a insulina (LEE et al, 2011). O
prolongamento da cascata inflamatdria, induz a ativacdo de diversos
mecanismos de estresse celular, prejudicando a funcao celular (HOTAMISLIGIL
2006; GREGOR e HOTAMISLIGIL, 2011).

Figura 4. Mecanismos que levam resisténcia a insulina a partir da hipertrofia dos
adipécitos. A hipertrofia do tecido adiposo na obesidade é caracterizada pelo recrutamento
de macrofagos que promovera a secrecao desregulada de adipocinas como o0 aumento dos
niveis de leptina e resisistina e diminui¢cdo dos niveis de adiponectina, além do aumento da
producdo de citocinas pro-inflamatorias. Estes mecanismos levardo ao aumento da
glicogendlise, gliconeogénese e glicose plasmatica; e reducdo na captacdo de glicose,
oxidagao de acidos graxos, resultando em inflamacéao local no figado e tecido muscular que
em conjunto promoverao a resisténcia sistémica & insulina. Adaptada de Galic et al., In Mol
Cell Endocrinol 2010.
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1.3.2 Hipertensao Arterial

Diversos estudos evidenciam que o ganho de peso corporal constitui fator de
risco importante para o desenvolvimento de HA (KOTSIS et al., 2010; STEPIEN
et al., 2014) e que cada 5% de ganho no peso corporal, aumentava-se em 20-
30% o risco desta patologia (DROYVOLD et al, 2005). Além disto, o estudo do
Trials of Hypertension Prevention, que avaliou os efeitos da perda de peso em
individuos com sobrepeso e obesidade, incluidos em um programa de 3 anos de
dieta e atividade fisica, demonstrou que nas fases Il e lll as variacdes de peso
tém relacdo linear com a pressao arterial (PA). Em média, uma perda de 8 kg
estava associada com reducdo de 7 mmHg na presséao diastdlica e 5 mmHg na
pressdo sistdlica. Em contrapartida, aqueles que voltaram ao peso inicial

exibiram novamente niveis pressoricos elevados (STEVENS et al., 2001).

Os mecanismos fisiopatologicos ligando obesidade a HA incluem fatores
nutricionais, metabdlicos, disfuncéo endotelial e vascular, hiperatividade nervosa
simpatica, retencdo de sodio e inadequacdo de respostas imuno-inflamatorias
(ESLER et al., 2006; ZHAO et al., 2011). Ao mesmo tempo, o tecido adiposo
visceral resistente a insulina e a leptina passa a constituir uma fonte de secrecao
inapropriada de moléculas e horménios, tais como adiponectina, leptina,
resistina, TNF e IL-6 que exacerbam a doenca cardiovascular associada a
obesidade (CELORIA et al., 2010; RYAN et al., 2013). Ha também, evidéncias
que sugerem que o0 microbioma intestinal desempenha papel relevante na

modulagdo desses mecanismos (HARRIS et al., 2012).

Na obesidade, ocorre o0 aumento da atividade simpatica, caracteristica
observada tanto em humanos como em modelos animais, leva a uma
hiperatividade do sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) (RAHMOUNI
et al., 2005), que tem como funcdes realizar o controle homeostatico da pressao
arterial, perfusédo tecidual e volume extracelular (STEVEN, 2007). A ativacéo
desse sistema relacionado a obesidade promovera a elevacdo da pressao
arterial devido a vasoconstriccao periférica e ao aumento da reabsorgéo de sédio
nos tubulos proximais e distais renais (RAHMOUNI et al., 2005). Todos os
componentes do SRAA estdo presentes no tecido adiposo, tais como 0s
receptores funcionais de renina, que podem ter correlagdo com a regulagéo do
acumulo do tecido adiposo e a adiposidade visceral (ACHARD et al., 2007).

‘
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Ha evidéncias que modificacbes epigenéticas podem ser uma das causas
moleculares entre fatores ambientais para o aparecimento do DM2; alguns
individuos podem estar predispostos ao fendtipo diabético devido aos
mecanismos epigenéticos. Contudo, a homeostase alterada no DM2, como a
hiperglicemia crénica, dislipidemia e aumento do estresse oxidativo, pode ser
considerada responsavel pelas alteracbes epigenéticas, levando ao
desenvolvimento dos efeitos deletérios da doenca (LING e GROOP, 2009).

1.4 A obesidade e os miRNAs

Os miRNAs constituem uma classe altamente conservada evolutivamente
de pequenos RNAs enddgenos (18-22 nucleotideos) nao codificantes que foram
identificados por Victor Ambros e colaboradores em 1993 (LEE et al., 1993;
WIGHTMAN et al.,, 1993; AMBROS et al., 2003). As primeiras func¢bes
descobertas foram a atuacdo como silenciadores pds-transcricionais, na
degradacdo de RNAs mensageiros (MRNA) e inibicdo da traducdo de mRNAs
especificos (BARTEL, 2004; CULLEN, 2004).

A maioria das células eucaritticas possuem estas moléculas, e estima-se
gue mais de 60% da expressdo dos genes de mamiferos podem sofrer a acdo
dos miRNAs (FRIEDMAN et al.,2009). Portanto, como ja descrito, estédo
envolvidos em diversos processos hioldgicos e na fisiopatologia de doencas em
humanos (KLOOSTERMAN e PLASTERK., 2006; STEFANI e SLACK, 2008).
Wu e colaboradores (2006) sugeriram que os miRNAs podem controlar a
expressao génica por meio de dois mecanismos: pelo pareamento incompleto
de bases com a regido 3’- ndo traduzida (3’- untranslated region) do mRNA
devido a diminuicdo da eficiéncia de sua traducéo, ou permitindo a deanilacéo

deste do mRNA, levando a sua degradacao por meio de exonucleases.

Andlises de bioinformatica indicam que um Unico miRNA pode inibir a
expressdo de diversos mRNAs, e por outro lado, um mesmo mRNA pode ser
inibido por diversos miRNAs. Isto demonstra que estas moléculas apresentam
um enorme potencial regulatdrio e que sédo capazes de influenciar maltiplas vias
de sinalizacédo em diferentes tecidos (KOZOMARA et al., 2011). A biogénese dos
MiRNAs consiste em uma série de etapas a partir da transcricdo de genes

pertencentes a uma familia altamente conservada evolutivamente, que podem
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estar situados em introns ou éxons ou ainda em regides intergénicas dos genes
codificadores de proteinas (RODRIGUEZ et al., 2004).

A formacdo dos miRNAs tem origem no nucleo celular, em sua maioria
mediada pela transcricdo da RNA Polimerase II, gerando uma molécula primaria
(pri-miRNA), que apos clivagem €é exportada para o citoplasma, onde sofre uma
segunda clivagem, resultando em um duplex de miRNAs maduros, que se ligara
ao complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC). Uma vez incoporada
ao complexo RISC, esta molécula torna-se apta a realizar a inibicdo da traducéo
ou promover a degradacdo do mRNA alvo. A complementariedade entre os
mMiRNAs maduros e o mRNA resultard na clivagem do mRNA ou inibicdo
traducional (Figura 5) (ZHANG et al.,, 2007; DALMAY, 2008; SCHMITTGEN,
2008).
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Figura 5. Biogénese dos miRNAs. A transcri¢do inciada no nlcleo da célula pela RNA
Polimerase Il ou lll da origem ao precursor primario, o pri-miRNA em formato de hairpin
gue é clivado ainda no nucleo pelo complexo nuclear composto pela ribonuclease I
DROSHA e seu cofator DGCRS8, que da origem a molécula precursora, o pré-miRNA. O
pré-miRNA é ativamente exportado para o citoplasma pela Exportina-5, onde é liberado
através da hidrélise de GTP e é clivado pela ribonuclease Il DICER e seu cofator TRBP,
dando origem a uma fita dupla de miRNAs maduros. Apenas uma das fitas do miRNA
maduro é incorporada ao complexo RISC, que contém as proteinas Argonautas e a
outra fita € degradada. A escolha da fita que seréd ativa é dependente da conformagéo
do dupléx, de nucleotideos presentes na extremidade 5’ e da assimetria termodinamica.
Adaptada de Winter et al in Nature Cell Biology, 2009.
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Dentro dos miRNAs maduros, a sequéncia de nucleotideos 2-7 da origem
a uma regido denominada semente ou “seed region” na regiao 5’, que estabelece
qual sera o alvo do mRNA que o miRNA se conectara. O grau de

complementariedade da regido semente pode ser comparada aos sitios de DNA
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reconhecidos por fatores de transcricdo, pois de modo semelhante a estes, 0s
miRNAs podem se ligar a diversos sitios complementares, mais comumente na
3’-UTR dos seus mRNA alvos (BARTEL, 2009; ELLWANGER et al., 2011).

Os alvos funcionais de miRNAs em modelos animais estdo principalmente
ligados a 3’-UTR, porém também foram encontrados sitios alvos dessas
moléculas na 5’-UTR e em open reading frams (ORFs). No entanto, esses locais
ndo sdo muito frequentes e sdo pouco eficazes quando comparados a 3-UTR
(FARH et al., 2005; LEWIS et al., 2005; LIM et al., 2005).Em contrapartida, a 5’-
UTR do mRNA, representa a regido em que o codon que inicia a traducao esta
localizado (DAVULURI, et al., 2000).

Os miRNAs além de modular a traducéo proteica celular, podem também
ser encontrados no meio extracelular, ou seja, podem se apresentar circulantes
no sangue e em outros fluidos corporais, podendo estar associados a proteinas,

microvesiculas ou a complexos de lipoproteinas (VICKERS et al., 2011).

O papel dos miRNAs circulantes ainda ndo esta bem estabelecido, porém
estudos demonstraram que 0os miRNAs transmitidos por exossomos ou proteinas
HDL. Podem atuar nos receptores de outras células, sugerindo o envolvimento
dessas moléculas na comunicacao intercelular (Figura 6) (VICKERS et al., 2011;
VALADI et al., 2007; ARROYO et al., 2011; GIBBINGS et al., 2009).
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Figura 6. Transporte extracelular dos miRNAS. Os miRNAs séo liberados pelas
células, podendo ser encontrados sob a forma estavel nos fluidos. Estas moléculas
podem estar associadas as proteinas argonautas, as particulas de HDL ou podem ser
transportadas em vesiculas como o0s exossomos. Adaptado de Guay e Regazzi (2013).
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Os primeiros achados de miRNAs no soro, revelaram que os pacientes
portadores de Linfoma de células B apresentavam niveis de expressdes de
mMiRNAs mais elevados que os individuos saudaveis incluidos no estudo
(LAWRIE et al., 2008). No mesmo ano, foi realizado o primeiro estudo descritivo
de miRNAs circulantes em sangue de humanos através da analise por Reacao
em Cadeia Polimerase em Tempo Real (qPCR), utilizando plasma obtido da
placenta de gestantes. A andlise possibilitou ndo s6 a caracterizacao fisica e a
estabilidade, mas também atribuir aos miRNAs, 0 seu emprego como uma nova

ferramenta para a monitorizacao de pacientes (CHIM et al., 2008).

Os miRNAs maduros encontrados no interior das células, possuem uma

meia-vida notavelmente longa, e no meio extracelular séo altamente estaveis e

‘
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resistentes a degradacéo (LI et al., 2013; RUEGGER et al., 2012; MARZI et al.,
2016; GANTIER et al.,, 2011). Isto se deve & associacdo destas moléculas
maduras as proteinas argonautas, pois ndo havendo essa incorporagdo, 0s
MiRNAs sofreriam rapida degradacdo em compartimentos ricos em RNAses
(NELSON et al, 2004; MITCHELL et al., 2008).

No soro, especificamente, sdo consideravelmente estaveis por periodos
prolongados e isto pode ser explicado pela ocorréncia de dois mecanismos. O
primeiro é explicado pela formacéo do complexo ribonucleoprotéico em conjunto
com as proteinas Argonautas 2 e/ou pela incorporacéo aos exossomos (LI et al.,
2012). Outro fato € a presenca de ribonucleases no soro. Acredita-se que nao
exista qualquer RNA preservado neste fluido, indicando que os miRNAs
presentes no soro sejam resistentes a acdo das RNAses. Todas essas
propriedades conferem a estas moléculas caracteristicas Unicas, tais como:
resisténcia mediante a variagdes extremas de pH e temperatura, ciclos repetidos
de congelamento e descongelamento e estocagem por longos periodos sem que
haja degradacao (CHEN et al., 2008).

Embora autores tenham descrito que o plasma representa a fracdo de
sangue sem células sanguineas (KROH et al., 2010), dados revelaram que no
plasma, ha um contato consideravel entre plasma e células sanguineas. Fato
que pode ser explicado por duas hipéteses: miRNAs circulantes contidos no
plasma podem ser alterados por pequenas perturbacbes nas células
sanguineas, podendo resultar em hemdlise e niveis de expressado elevados de
mMiRNAs em células sanguineas (PRITCHARD et al., 2012). Além disto, um outro
ponto a ser discutido é a contaminacao por plaguetas. Mitchell e colaboradores
(2016), interessados em investigar se haveria contaminagao de plaguetas em
relacdo aos miRNAs circulantes, utilizaram plasma armazenado com residuos
de plaquetas. Apos terem congelado e descongelado este material, observaram
que houve uma liberacdo consideravel de miRNAs e pequenas particulas de

plaguetas, que estariam contaminando a populacdo de miRNAs circulantes.

Mitchell e colaboradores (2008), compararam amostras de soro e plasma
de doadores saudaveis e pacientes com cancer de préstata, e verificaram a
existéncia de uma forte correlacdo entre os quatro miRNAs analisados, dentre
0S quais estavam: miR-15b, miR-16, miR-19b e miR-24, indicando que tanto

soro e plasma sdo aceitaveis como materiais para a analise de miRNAS como

‘
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biomarcadores no sangue. Contudo, os perfis de miRNAs podem apresentar
niveis de expressdo distintos, devido diferencas na composicdo destes dois
fluidos corporais (MARINER et al., 2018; WANG et al., 2012; WILLEIT et al.,
2013).

O plasma é rico em proteinas, em que células brancas, vermelhas e
plaguetas, ficam suspensas, ja o soro é o fluido obtido apés a retirada do coagulo
formado. O soro teria composicdo semelhante ao plasma se nao fosse a
auséncia de fibrinogénio e dos fatores de coagulacdo (GONZALEZ-QUINTELA
et al., 2008). O plasma, é a fracdo de sangue coletada na presenca de
anticoagulantes e que ap0s centrifugacfes € obtido o sobrenadante que néo
possui células sanguineas. Diferente do soro que é produto da centrifugacdo do
sangue coletado sem coagulante e que a coagulacdo espontanea foi permitida
(KROH et al., 2010).

As analises do perfil de miRNAs circulantes nestes dois fluidos realizadas
por Wang e colaboradores (2010), em que soro e plasma foram coletados do
mesmo paciente concomitantemente, evidenciaram uma concentragao mais
elevada destas moléculas no soro. O estudo também sugere que em devido ao
processo de lise das células, durante o processo de coagulacdo ha a liberacdo
de miRNAs, o que pode sugerir a diferenca de concentracdo de miRNAs entre
estes dois fluidos. Contudo, os autores verificaram ainda que certos tipos de
MiRNAs que séo altamente expressos em eritrocitos, leucocitos e plaguetas, ndo

apresentaram diferenca de concentracdo entre soro e plasma.

O fato dos miRNAs circulantes poderem ser obtidos através de métodos
menos invasivos dos mais diferentes fluidos biolégicos, tais como saliva, urina,
liquido amniético, leite materno, além do sangue periférico, faz com que estas
moléculas sejam apontadas como candidatos potenciais a biomarcadores nos
mais variados tipos de doenc¢a (WEBER et al., 2010). Evidéncias tém atribuido a
estas moléculas um grande potencial para se tornarem biomarcadores para
diagnostico precoce, prognéstico e também alvos de intervencdes terapéuticas

em obesidade e suas complicac6es cardiometabdlicas (VILLARD et al., 2015).

O papel dos miRNAs na adipogénese em diferentes espécies ja esta
estabelecido (HILTON et al., 2013; ROMAO et al., 2012) e padrées de expressio
alterada de miRNAs tém sido relacionados com obesidade e diabetes
(HENEGHAN et al., 2011; KLOTING et al., 2009). Evidéncias recentes apontam

‘
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o importante papel dos miRNAs como moduladores do processo inflamatorio no
TAB, regulando a imunidade inata e a adaptativa (SCHAFFLER et al., 2010).
Além disto, microvesiculas contendo miRNAs podem ser liberadas do tecido
adiposo para a circulacdo ou células vizinhas, mediando a comunicacao
intercelular (OGAWA et al., 2010).

Andlises com miRNAs circulantes em soro e plasma demonstraram que a
expresséo alterada de alguns miRNAs (miR-138, miR-376a, miR-15b, miR-126,
miR-132, miR-17-5p, miR-103-3p e miR-375-3p) estaria associada com diversas
alteracbes como SM, obesidade, doencas coronarianas, DM1 e DM2
(PESCADOR et al., 2013; ZAMPETAKI et al., 2010; HENEGHAN et al., 2011;
ORTEGA et al., 2013; KAROLINA et al., 2012; FICHTLSCHERER et al., 2010;
HSIEH et al., 2015; XU et al., 2015; SEYHAN et al., 2016).

1.4.1 miR-17-5p

No DNA, o cluster miR-17~92 esta localizado no cromossomo 13g31.3 e
€ precursor de uma familia de miRNAs que inclui o miR-17-5p, o miR-20a/b, miR-

93 e miR-106a/b (http://www.mirbase.orq). Este cluster encontra-se altamente

expresso em células embrionérias, revelando, assim, sua importante fungao no
desenvolvimento (VENTURA et al., 2008). Foi a primeira familia de miRNAs a
ter sua participacédo reconhecida no desenvolvimento de sindromes humanas,
como por exemplo, a Sindrome de Feingold, em que foi demonstrada a sua

importancia no desenvolvimento normal do esqueleto (MARCELIS et al., 2008).

Nas células do sistema imune, o cluster miR-17~92 possui uma série de
atribuicbes essenciais. Esta relacionado ao desenvolvimento normal dos
linfécitos, estimula a proliferacédo de células B e as protege da morte, contribui
para a producédo de interferon- y (INF- y) e na diferenciacédo das células T(Jiang
et al., 2011). Seu envolvimento no cancer ja foi bem estabelecido e
reconhecido, assim como em diversas desordens neurodegenerativas,
cardiovasculares e imunolégicas (TAGANOV et al.,, 2007; TSITSIOU e
LINDSAY, 2009; SMALL et al., 2010).

A superexpressao do cluster miR-17~92 foi descrita no tecido endotelial

(SUAREZ et al.,2008); e na doenca arterial coronariana ja foi observada uma
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reducado na expressao deste miRNA (BONAUER et al., 2009; FICHTLSCHERER
et al., 2010). A reducdo na expressdo de miR-17 foi demonstrada em soro de
animais portadores de obesidade induzida por dieta (HSIEH et al., 2015) e em
individuos com SM, DM2 e Hipercolesterolemia (KAROLINA et al., 2012),
indicando a importancia deste miRNA como candidato a biomarcador em

diferentes tipos de doencga.

Ensaios in vitro revelaram o envolvimento de miR-17 na adipogénese
(LI et al.,2013) em células tronco mesenquimais provenientes de tecido
adiposo. Os autores daquele estudo realizaram a transfeccdo de mimico de
miR-17 e observaram que quando este mimico foi adicionado a esta cultura de
células, o processo adipogéncico era acentuado. Dentre as vias de sinalizacao
do miR-17-5p esta a via de TGF-B (Transforming Growth Factor- Beta, que regula
importantes funcdes celulares e exerce um papel importante em doencas
metabolicas como o DM2 (ROJAS et al., 2009; DHAWAN et al., 2016).

1.4.2 miR-103-3p

Este miRNA pertence a familia miR-103/107 e est& localizado na regido
cromossOmica 5q34. Apresenta uma expressao alterada em diferentes doencas
metabdlicas (http://www.mirbase.org). Em pacientes com insuficiéncia cardiaca
miR-103-3p exibe niveis muito baixos quando comparados aos seus controles
saudaveis, sendo considerado um bom preditivo de diagndstico (ELLIS et al.,
2013). Além disto, sugeriu-se que a modulagdo dos niveis de expressao deste
MIiRNA, representa uma boa ferramenta terapéutica para patologias que estao
associadas ao estresse oxidativo, pois seu envolvimento com inflamacé&o
também foi observado (ZHANG et al., 2018; XU et al., 2015).

Andlises computacionais revelaram que esta familia apresenta diferentes
niveis de expressdo durante o desenvolvimento, na proliferacdo celular,
oncogénese, nas diferentes formas de resposta ao estresse relacionado a
temperatura e hipdxia (BASKERVILLE et al., 2005; MARSIT et al., 2006). Na
apoptose mediada pelo estresse oxidativo do reticulo endoplasmatico (RE), sua

participacéo foi associada a acentuac&o do processo apoptotico. A expressao de
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miR-103 foi observada em diferentes 6rgdos, mas em maior concentragcao no
tecido cerebral (ZHANG et al., 2018; MONCINI et al., 2011).

Além disto, miR-103 atua como regulador dos genes associados ao
metabolismo de lipideos (KAROLINA et al., 2012). No processo adipogénico, sua
funcdo também foi demonstrada, sendo que apresenta niveis mais elevados na
fase de diferenciacédo de pré-adipocitos em adipécitos maduros. Sua expressao
ectopica € elevada durante a adipogénese enquanto que na obesidade,
apresenta niveis mais baixos (XIE et al., 2009). A participacdo deste miRNA na
diferenciacéo de pré-adipdcitos em células da linhagem 3T3-L1 foi demonstrado
através da ativacdo da via de AKT/mTOR. Esta via que exerce um papel critico
na inflamacgé&o, obesidade e diabetes (SAKAGUCHI et al., 2006).

Trajkovski e colaboradores (2011) identificaram a expressdo de miR-103
alterada no DM2; em contrapartida, o seu silenciamento, promoveu 0 aumento
da sensibilidade a insulina no tecido adiposo e no figado. Ainda neste estudo, 0s
autores demonstraram que a caveolina 1, um regulador critico do receptor de
insulina, constituia-se como alvo de miR-103. Um aumento na expressao de
miR-103 foi observado no soro de pacientes portadores de Doenca Hepatica
Gordurosa néo Alcodlica (DHGNA) e foi positivamente correlacionado com o
HOMA-IR, triglicerideos e IMC (XU et al., 2015). Por outro lado, a reducdo na
expressdo de miR-103 foi observada no plasma de gestantes obesas
(CARRERAS-BADOSA et al., 2015). Até 0 momento ndo existe associagao entre
os niveis de expressdo de miR-103 em amostras de soro e dados

antropométricos, como por exemplo, a circunferéncia de cintura.

1.4.3. miR-375-3p

mMiR-375 estéa localizado no cromossomo 2q35 (http://www.mirbase.org),
e esta relacionado a fisiopatologia do Diabetes Mellitus. Hinton e colaboradores
(2012) demonstraram que a participacdo deste miRNA n&o esta restrita apenas
ao estagio inicial de desenvolvimento de células-tronco embrionéarias
pertencentes a linhagem madura de células enddcrinas, mas também esta

implicada na funcéo das ilhotas pancreaticas.
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Este miRNA ¢é expresso abundantemente no pancreas, estando envolvido
com a proliferacdo das células B-pancreaticas (POY et al., 2009), atuando de
forma direta sobre a miotrofina (Mtpn), proteina citoplasmatica envolvida na
exocitose de granulos de insulina , que medeia a secrec¢éo de glucagon e insulina
nestas células (POY et al., 2009). Foi desmonstrado que a quinase 1 dependente
de 3-fosfoinositideo (PDK-1), um mediador cuja funcéo € fundamental para a
transducdo do sinal da insulina, que promove a fosforilagdo e ativacado das
proteinas quinase, que sado essenciais para diversos processos celulares
(PRIMO et al., 2007)

Andlises com modelos animais demonstraram que 0s niveis circulantes
de miR-375 provavelmente ndo estariam relacionados com a funcéo das células
B-pancreaticas, mas sim com a presenca de injuria nestas células ou com a
morte celular (LATREILLE et al., 2015). Um estudo piloto que avaliou os niveis
de miRNAs no plasma de individuos com pré-diabetes, DM1 e DM2, demonstrou
um aumento na expressdo de miR-375 em individuos com DM1 (SEYHAN et al.,
2016).

Além disto, este miRNA foi associado a diferenciacdo adipogénica, pois o
aumento de fatores de transcricdo como C / EBPa, PPARy e do adipdcito FABP
(aP2) foram positivamente relacionados a hiperexpressao do miR-375 (LING et
al., 2011). O aumento de goticulas de gordura foi associado a expressao desta

molécula nas células da linhagem 3T3-L1.
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2 JUSTIFICATIVA

A obesidade, principalmente a abdominal, esta relacionada a um maior
risco para o desenvolvimento de doenca cardiovascular (DCV) e DM2 (OHLSON
et al., 1985; REXRODE et al., 1998). Entre as suas prioridades, a OMS colocou
recentemente, o planejamento de acdes globais voltadas para a reducao da
crescente prevaléncia de individuos portadores de obesidade e DM2
(SWINBURN et al.,, 2015). O DM2 estd também entre as causas mais
importantes de cegueira e amputacdo e € a Unica causa em ascensao para
insuficiéncia renal cronica (IRC) (WANNER et al., 2015). Pesquisas demonstram
que, além do fator genético, alteracBes epigenéticas, como a atividade de
mMiRNAS, estdo estreitamente relacionadas com a obesidade. Os estudos com
mMiRNAs como biomarcadores diagndésticos e de evolugcao progndstica se situam
na fronteira do conhecimento contemporaneo na area de obesidade e
comorbidades. Os miRNAs circulantes apontam como potenciais biomarcadores
em diversas doengas, em virtude da facilidade de obtencé&o e por representarem
uma forma de comunicacdo celular. A correlacdo entre a expressado destas
moléculas circulantes com dados antropométricos e bioquimicos de pacientes
obesos e com sobrepeso comparados com os de peso normal poderéa elucidar
interacdes entre importantes sistemas envolvidos nos complexos mecanismos
etiopatogénicos da obesidade e suas complicacdes cardiometabdlicas tais como
o DM2 e HA.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Este estudo teve por objetivo avaliar a expressao de miRNAs relacionados
com a obesidade e suas comorbidades e associar esta expressao com dados
antropométricos IMC, CC, CQ e RCQ, bioquimicos em adultos de 20 a 45 anos,
classificados de acordo com o IMC.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar os dados antropométricos, 0s niveis pressoricos e determinar o
perfil bioquimico de individuos com peso normal, com sobrepeso e

obesos;

e Avaliar os niveis circulantes de miR-17-5p, miR-103-3p e miR-375-3p

nestes mesmos individuos;

e Avaliar a existéncia de associacao entre a expressao dos miRNAs com 0s
dados obtidos a partir das medidas antropométricas, pressao arterial e o

perfil bioquimico.



4 METODOLOGIA
4.1 Desenho do Estudo

Para a melhor compreensdo da metodologia utilizada neste estudo, 0
fluxograma (Figura 7) abaixo descreve as etapas clinicas e moleculares
empregadas neste estudo.

Figura 7- Resumo das abordagens técnicas utilizadas no estudo. Etapa clinica,
padronizacéo do protocolo de extracdo de miRNAs circulanres, avaliacdo molecular e analise
de dados.
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4.2 Casuistica

A populacao do estudo foi composta por uma amostra de conveniéncia,
constituida por 46 individuos adultos jovens (20 a 45 anos, recrutados entre
funcionéarios e alunos da Universidade do Grande Rio (UNIGRANRIO). Estes
individuos foram separados em trés grupos distintos: peso normal/grupo controle
(IMC entre 18.5 < IMC < 24.9kg/m?), grupo sobrepeso (IMC entre 25 kg/m? e 29,9
kg/m2) e grupo obeso (IMC igual ou superior a 30 kg/m?). Os individuos se
habilitaram voluntariamente, e foram incluidos no estudo a partir dos critérios de

inclusédo e exclusdo descritos a seguir.

Antes dos procedimentos, os individuos foram esclarecidos a respeito de
todas as abordagens necessarias para a pesquisa. Apos leitura e concordancia
dos itens expostos no documento, assinaram o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE) (ANEXO I). Posteriormente a assinatura deste termo, os
voluntarios foram submetidos a anamnese contendo os dados

sociodemograficos e clinicos e a coleta de sangue periférico (ANEXO II).

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da
Universidade do Grande Rio (UNIGRANRIO), com o parecer de n°1.359.083
(ANEXO III).

Para uma melhor selecao dos participantes deste estudo, foram adotados

0S seguintes critérios de incluséo e excluséao.
Critérios de Incluséo:

— Idade de 20 a 45 anos, sem distingdo de sexo e etnia;

— Ser capaz de ler, compreender e assinar o TCLE.

Critérios de Excluséo:

Foram excluidos deste estudo, os individuos que apresentavam as

seguintes condicodes:

— Intolerancia a glicose ou DM2;
— Nefropatias, endocrinopatias, neoplasias;
— Doencas cardiovasculares, autoimune, hematologica, psiquiatrica e

intestinal;
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— Uso de farmacos que interferem no peso corporal, metabolismo de
carboidratos e lipideos e hipotensores

— Gestagéo, lactacéo;

— Uso de substéncias ilicitas;

— Etilismo e tabagismo.

4.3 Medidas Antropométricas

As medidas antropométricas abrangem parametros essenciais para o
conhecimento do estado nutricional de cada individuo. Para este estudo, foi
utilizado o IMC, circunferéncia de cintura, circunferéncia de quadril e relacao

cintura-quadril.
- indice de Massa Corporal- IMC

Este indice é determinado pela equacdo em que o peso (em kg) € dividido
pela altura ao quadrado (em m?2). Esta medida foi determinada através de
equipamentos adequados como a balanca antropométrica e estadibmetro. A
balanca antropométrica mecanica da marca Balmak® (BALMAK, Santa Barbara
do Oeste, Brasil) encontrava-se apoiada em uma superficie plana e lisa. Os
individuos estavam em jejum, na posi¢ao ortostéatica, trajando roupas leves e
descalcas, posicionados na parte central da balanca. A altura foi obtida por meio

do estadiometro.

- Circunferéncia de cintura, circunferéncia de quadril e relacao cintura-

quadril.

A circunferéncia de cintura (CC) e circunferéncia de quadril (CQ), foram
mensuradas com fita métrica metalica, graduada em centimetros com o paciente
na posicao ortostatica. Para a primeira medida, utilizou-se o ponto médio entre
a crista iliaca e o ultimo arco costal; na segunda medida (CQ), a maior
circunferéncia posterior das nadegas. A relacéo cintura-quadril (RCQ) foi obtida

através da diviséo da CC pela CQ.
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4.4 Determinacao da Presséao Arterial (P. A.)

A pressao arterial foi aferida por método oscilométrico, utilizando-se um
monitor automatico da OMRON. O tamanho dos manguitos estava adequado ao
braco dos participantes e os registros foram feitos com o individuo sentado. Apés
sua chegada para avaliacdo, o paciente permanecia em repouso durante 10 a
15 minutos. As primeiras afericdes foram realizadas em ambos os bragos, tanto
no direito como no esquerdo, considerou-se esta medida como o descarte. Apos
esta primeira abordagem, fazia-se uma pausa de 5 minutos para a realizacéo
das trés medidas sequenciais com intervalos de 3-5 minutos, com vistas ao
calculo da média dos niveis pressoricos. Valores que apresentaram diferencas
acima de 10 mmHg e 5 mmHg para pressao arterial sistdlica (PAS) e pressao
arterial diastdlica (PAD), respectivamente, foram descartados. Para o célculo da
pressédo arterial média (P.A. M.) foi utilizado o calculo, no qual o dobro da P.A.

diastolica foi somado a média da P.A. sistdlica, e o resultado dividido por trés.

Os valores de referéncia utilizados para determinar o perfil pressérico dos
individuos deste estudo, foram baseados nos valores da Sociedade Brasileira de
Cardiologia (SBC, 2017), que classifica: pressao arterial normal: PAS < 120
mmHg e PAD < 80 mmHg; pré-hipertensédo: PAS 121-139 mmHg e PAD 81-89
mmHg; hipertenséo estagio I: PAS 140 — 159 e PAD 90 — 99 mmHg; hipertensao
estagio Il: PAS 160 — 179 mmHg e PAD 100 — 109 mmHg e hipertenséo estagio
llI: PAS 2 180 mmHg e PAD =110 mmHg.

4.5 Ensaios Bioquimicos

Foram coletados aproximadamente 10 mL de sangue periférico ap6s 12h
de jejum para realizacdo das andlises bioquimicas e moleculares. As analises
bioguimicas foram feitas em parceria com o LABORAFE - Laboratério de

Analises Clinicas da Unigranrio. Dentre as analises bioquimicas foram avaliadas:

- Glicemia de Jejum: pelo método enzimatico, amostra coletada em tubos
sem anticoagulantes, centrifugadas imediatamente apO0s a coleta. Valores

expressos em mg/dL e baseados nos valores de referéncia fixados pela
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Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD, 2017), em que: normoglicemia < 100
mg/dL, pré-diabetes: = 100 e < 126 mg/dL e diabetes estabelecido = 126 mg/dL;

- Insulina: determinada pelo método de quimioluminescéncia, valores
expressos em pU/ml, em que os valores de referéncia para insulinemia ideal

estao entre: 1,90 a 23 mcUl/mL;

- Indice de resisténcia a insulina: determinado pela aplicacdo da férmula
do HOMA-IR (homeostasis model assessment- insulin resistance), em que a
resisténcia é determinada pelo produto da insulinemia (uUU/mL) e pela glicemia
de jejum (mg/dL), dividido por 22,5. A Rl é determinada pelo HOMA-IR = 2,71,
de acordo com o observado na amostra da populacdo brasileira de origem
multiétnica (GELONEZE, 2006.)

- Perfil lipidico: composto por colesterol total (CT), HDL-colesterol (HDL-
C) e triglicerideos (TG), determinados pelo método enzimético colorimétrico. O
LDL — colesterol (LDL-C) foi estimado pela formula de Friedwald. Os valores de
referéncia adotados foram baseados nas Novas Metas de Colesterol da Diretriz
de Dislipidemia da Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC, 2017) para adultos
com idade > 20 anos, onde os valores de referéncia sdo: CT < 190 mg/dL, HDL
> 40 mg/dL, triglicerideos < 150 mg/dL. Os valores do LDL-L colesterol variam
de acordo com a risco cardiovascular estimado, em que: < 130 mg/dL baixo risco,
< 100 mg/dL risco intermediario, < 70 mg/dL risco alto, < 50 mg/dL risco.

4.6 Padronizacéo do protocolo de extracdo de miRNASs circulantes

Uma das etapas deste trabalho consistiu na padronizacao de extracao de
MiRNAs circulantes para a determinacdo do fluido biolégico e o niumero de

centrifugacdes a serem utilizados (Figura 8).
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Figura 8- Fluxograma da padronizacdo do protocolo de extracdo de
MiRNAs circulantes. Amostras de sangue periferico separadas em soro e
plasma, submetidas a etapas de centrifugacdes e avaliacdo molecular ap6s
extracdo de miRNAs circulantes.
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Para esta etapa foram utilizadas quatro amostras, coletadas em tubos
com EDTA e sem EDTA, plasma e soro respectivamente e divididas em dois
grupos: soro e plasma submetidos a uma centrifugacdo com 290 RCF 20° C
(relative centrifugal force) por 20 minutos a 20° C; soro e plasma submetidos a
duas centrifugacdes, sendo a segunda centrifugagdo com 1200 RCF a 20
minutos, para a remoc¢do de contaminantes celulares. A etapa seguinte foi
comum a todos os grupos, sendo realizada a extracdo de RNA total com
protocolo com TRizol LS e ap0s esta etapa, realizou-se a quantificacdo, sintese
de cDNA e Qpcr.

Posteriormente, um protocolo com soro foi testado, utilizando o miRNA
Isolation kit (Invitrogen™ - cat #AM1560). Apos a extracdo de RNA total,
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confecciounou-se a fita de DNA complementar (cDNA) e PCR em tempo
real (QPCR). Os protocolos de isolamento de miRNA no soro, sintese de

cDNA e gPCR seréo descritos a seguir.

4.7 Coleta de sangue periférico para analises moleculares

A coleta de sangue periférico para a obtencédo de soro dos voluntarios foi
realizada em tubos néo tratados com EDTA. Um volume de aproximadamente
5mL foi coletado para a extracdo de RNA. Antes da realizacdo da separacédo do
sangue, deixamos a amostra em temperatura ambiente por 30 minutos para
permitir a coagulacdo espontanea. Apos a formacdo do coagulo, a amostra foi
submetida a uma primeira centrifugacédo de 290 RCF por 20 minutos a 20°C. A
fase do soro foi coletada e transferida para tubos de 15 mL. Esta fase foi
submetida a uma segunda centrifugacédo de 1200 RCF por 20 minutos a 20° C,
para a precipitacdo de quaisquer células residuais. Posteriormente & esta
segunda centrifugacéo, o sobrenadante foi transferido para tubos de 2,0 mL e

estocados no -80°C.

4.8 Extragao de RNA das amostras

Para a extracdo de RNA das amostras de soro, foi utilizado o mirVana™
MiRNA Isolation kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA, cat
#AM1560), com algumas modificagcbes no protocolo descrito a seguir
resumidamente: para os 500uL do soro obtido através das duas etapas de
centrifugacdo e posteriormente estocado, foi adicionado o mesmo volume
de 2X Denaturing Solution, em seguida, misturado e incubado no gelo por 5
minutos, 0 mesmo volume de fenol-cloroférmio foi adicionado, totalizando um
volume de 1000 pL. Essa solugcdo foi homogeneizada e submetida a uma
centrifugacéo de 12 000 RCF por 10 minutos em temperatura ambiente. Esta
etapa de centrifugacao foi realizada para a obtencéo da fase aquosa contendo
acidos nucléicos, e repetida com a adicdo de agua endonuclease free a fase
organica fenol-cloroformio, até a obtencdo de um volume total de 1100 pL de

fase aquosa. ApOs a separacao desta fase, seguiu-se as recomendacdes do

‘



33

fabricante para a purificacdo e isolamento de pequenos RNAs. Apés este
processo, 50 pL de agua endonuclease free, aquecida a 95°C, foi aplicada
diretamente no centro do filtro. Por Gltimo, uma nova centrifugacéo foi realizada

e o filtrado, contendo os pequenos RNAs, foi estocado a -80° C.

4.9 Confeccéo dos cDNAs

A escolha dos miRNAs foi baseada na literatura e em bancos de dados de

miRNAs (www.mirbase.org e www.diana.imis.athena-innovation.qgr). A

confeccdo dos cDNAs de cada miRNA analisado (miR-17-5p, miR-103-3p e
miR-375-3p) e dos enddgenos (MiR-16, Let 7i) foi realizada com o kit MicroRNA
Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific) e primers Tagman para cada
MiRNA analisado. Foram necessarios 0,15 uL de dNTPs, 1 uL de Multiscribe ™
RT enzyme (50 U/ uL), 1,5 pyL de Buffer 10 X, 0,19 uL de RNAse inhibitor (20
U/uL), 4,16 pL de H20 RNAse free, 3 pL de primer (miR-375-3p ID000564, miR-
17-5p 1D002308, miR-103-3p ID000439, miR-16 ID000391 , Let-7i 1D002233).
As condicdes para a amplificacdo foram: 16 °C por 30 min, 42 °C por 30 min e
85 °C por 5 min

4.10 Analise dos miRNAs por PCR quantitativa (qPCR)

A técnica de gPCR consiste na coleta de dados a medida que a reacao
ocorre, de modo que a amplificagdo e deteccdo ocorrem concomitantemente,
diferindo-a da PCR convencional em que é necessario um numero pre-
determinado de ciclos para que a deteccéo ocorra. O resultado desta técnica €
representado na forma de grafico de amplifica¢des, formado durante a reacao.
O produto acumulado na fase logaritmica da reacdo de amplificacdo esta
diretamente relacionado a quantidade de molde existente no inicio da reacéo, e
os valores utilizados na quantificacdo séo obtidos atraves da determinacao do
threshold que representa o ponto em que a reacao atinge a maior intensidade
de fluorescéncia. O Cycle threshold (Ct) € o ciclo da PCR em que o nivel de
fluorescéncia ultrapassa o threshold. Este parametro € utilizado para calcular a

quantidade de produto no inicio da reacao.

‘
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Para a avaliacdo da expressdo dos miRNAs, utilizou-se o sistema de
Tagman (Thermo Fisher Scientific) que consiste na utilizacdo de dois primers e
uma sonda especificos para o transcrito em analise. Foram utilizados os primers
para todos os miRNAs do estudo e seus normalizadores. As reagdes foram
todas realizadas em triplicata, sempre com a presenca de um controle negativo
de reagao, num volume total 20 puL para cada reagdo e o método da expressao
relativa 2-24Ct, As reagdes consistiram na aplicacdo de 1,33 uL de produto de
cDNA, 10 yL 2 TagMan® Universal PCR Master Mix Il (2X), no UNG (Applied
Biosystems) e 1 yL de TagMan® Small RNA Assay e 7,67 pL de H20 nuclease
free. As reacdes foram realizadas no aparelho QuantStudio 7 (Applied
Biosystems, Foster City, Califérnia, EUA) e as condi¢cdes para a amplificacéo
foram: Hold de 50 °C por 2 min, Hold de 95 °C por 10 min seguidos de 40 ciclos
de denaturacéo 95 °C por 15s e anelamento e extenséo 60 °C por 1min. O valor
de corte para considerar a diferenca de expresséao foi de duas vezes

4.11 Andlises de dados

Os dados clinicos e demograficos obtidos foram analisados pelo pacote
estatistico IBM-SPSS (versdo 19, IBM Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil). Foram
calculadas a média de idade, frequéncia do género. Para as analises, 0s
participantes foram classificados de acordo com o IMC e com as alteracbes
apresentadas. Foram considerados saudaveis o0s individuos que néo
apresentaram alteracbes em quaisquer uma das variaveis estudadas e nao
saudaveis aqueles que apresentaram pelo menos uma alteracdo destas. Os
individuos com SM, RI, CC e niveis pressoricos elevados, perfis de miRNAs

alterados foram analisados separadamente.

As diferencas significativas nos parametros clinicos e sociodemograficos
entre os grupos foram avaliadas pelos testes Kruskal-Wallis e Mann-Whitney.
Relacdes entre os parametros clinicos e moleculares foram realizadas utilizando
o Coeficiente de Correlacédo de Spearman. Foram consideradas significativos os

valores de p< 0,05.
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5 Resultados

5.1 Padronizagé&o do protocolo de extragdo de miRNAs circulantes

A etapa inicial deste estudo foi dedicada a padronizacéo do protocolo de
extracdo de miRNAs circulantes em amostra de sangue, pois ha uma divergéncia
na literatura a respeito de qual protocolo seria 0 mais adequado para a extracao
destas moleculas. Em um primeiro momento, tomamos como base os protocolos
descritos por Zaporozhchenko et al. (2015) e Lekchnov et al. (2016) que
utilizaram amostras de plasma com diferentes centrifugacbes. Comparamos
estas amostras com amostras de soro. Procuramos avaliar também nesta etapa,

o melhor normalizador para a reacgao de qPCR.

Verificamos que as amostras de plasma, submetidas a apenas uma
centrifugacdo, os enddgenos miR-16, let-7i e let-7d apresentaram melhores
amplificagbes, ou seja, amplificagcbes em ciclos mais precoces (Figuras 9a, 9c
e 9e) em comparacao ao soro (Figura 9b, 9d e 9f). Porém, uma analise posterior
em Camara de Neubauer demonstrou que, o plasma com uma e até mesmo com
duas centrifugacdes, apresentava quantidades representativas de componentes
celulares. O que nos levou a cogitar que a amplificacdo observada dos
enddgenos poderia ser proveniente na verdade de plaquetas, ou seja, de
mMiRNAs celulares, e ndo de miRNAs circulantes. Em relacdo aos enddgenos
selecionados para andlise, miR-16, apresentou-se mais estavel e com
menos variacdo de Cts entre as amostras analisadas (Figura 9e e 9f)

sendo selecionado como controle endégeno para as analises seguintes.
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Figura 9. Avaliagcdo do numero de centrifugacdes e controles endégenos em plasma e
soro. (a) Let-7d no plasma com uma e duas centrifugac¢des; (b) Let-7d no soro com uma e duas
centrifugacoes; (c) Let-7i no plasma com uma e duas centrifugacdes; (d) Let-7i no soro com
uma e duas centrifugacdes; (e) miR-16 no plasma com uma ou duas centrifugacdes; (f) miR-16
no soro com uma ou duas centrifugacdes.Observamos que as amostras de plasma com uma
centrifugacdo apresentaram amplificacdes em ciclos mais precoces para 0s controles
enddgenos quando comparados ao plasma com duas centrifugacdes. O soro apresentou
amplificagc6es em ciclos mais tardios para os controles enddégeno independente do nimero de
centrifugacdes.
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Com base nos protocolos propostos por Burgos e Van Keuren-Jensen
(2014) e Farina e colaboradores (2013), que utilizaram kits comerciais para o
isolamento de miRNAs circulantes, o protocolo do plasma foi abandonado e o
soro foi adotado como material bioldgico utilizou-se um kit de extracao para as

analises dos miRNAs circulantes (Figura 10).

Figura 10. Avaliacao dos controles endbégenos no soro. Nota-se que o miR-16 e Let-
7i apresentaram amplificagdes em CTs mais precoces em amostras de soro com duas
centrifugacdes e utlizando o kit para isolamento de miRNAs circulantes. As
amplificacdes dos enddgenos podem ser identificadas através das cores, em que o
vermelho representa o miR-16, verde — Let-7i e azul — Let-7d.
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5.2. Caracterizagéo da populacdo do estudo

A amostra total foi composta por 46 individuos. Entretanto, somente de 32
pacientes preenchiam os requisitos dos critérios de inclusdo necessarios para as

analises moleculares.

Apés o exame fisico e a obtencdo das medidas antropométricas, 0s
participantes foram classificados e divididos em trés grupos de acordo com o
calculo do IMC. Os grupos foram dispostos da seguinte maneira: eutroficos
(n=12), sobrepesos (n= 10) e obesos (n =10) (Tabela 1).

Em relacdo ao género, a amostra apresentou um predominio de

individuos do sexo feminino (71,87%). As idades minima e maxima foram de 20
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e 43 anos, respectivamente. Quanto a raca/etnia, houve predominancia das
racas branca (37, 5%) e parda (34, 3%).

Dentre as variaveis antropométricas, 25% da amostra total apresentaram
medidas acima do ponto de corte para CC; a maioria desses individuos estava
no grupo obeso (n=6), porém também encontramos individuos do grupo
sobrepeso (n=1) e eutréfico (n=1). Em relacdo a RQC, observamos que em
12,5% da amostra total, em que se inserem trés obesos e um eutrofico,

apresentaram medidas mais elevadas para esta variavel.

Observamos que P.A. tanto sistolica (p= 0,011) como diastélica (0,003)
estava significativamentete elevada no grupo sobrepeso em relacdo ao grupo
obeso (118,76 mmHg e 77,89 mmHg, respectivamente) e consequentemente,
uma pressdao arterial média também mais elevada (95,29 mmHg). Neste mesmo
grupo (sobrepeso), verificamos ainda um perfil lipidico mais elevado:
triglicerideos (115,12 mg/dL), colesterol total (190,00 mg/dL) e LDL colesterol
(115,12 mg/dL). Os niveis de HDL colesterol foram mais baixos nos grupos
sobrepeso (51,70 mg/dL) e obeso (50,40 mg/dL).

Os niveis glicémicos e de insulinémicos, mostraram-se mais elevados no
grupo obeso. E em consequéncia disto, o indice HOMA-IR, parametro utilizado
para verificar a resisténcia a insulina, também foi maior signiicativamente

(HOMA- IR = 3,26) se comparado aos demais grupos.

Os dados demonstram que nao houve diferencas significativas em relacao
ao género, sexo, idade, colesterol total, glicose, creatinina e uréia. No entanto,
encontramos diferencas estatisticamente significativas para as demais variaveis

dispostas na Tabela 1:
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Tabela 1. Dados demograficos, clinicos e bioquimicos da populacdo do estudo.

Variaveis Eutréficos Sobrepeso Obeso Valor de p*
(n=12) (n =10) (n=10)
Idade 24,58 + 5,28 29,50 + 8,69 28,10 + 4,72 0,152
Feminino 91,7 70 50

Geénero (%)  Masculino 8,3 30 50 0,033
IMC 22,57 £1,60 26,63 + 1,63 36,05 +5,81 < 0,001
Circunferéncia de Cintura

71,34 £ 8,77 83,75+ 6,31 103,5 + 20,19 < 0,001
Circunferéncia de Quadril

98,08 + 4,08 104,9 + 4,43 120,8 £ 12,92 < 0,001
Relacado Cintura Quadril
(RCQ) 0,70 £ 0,10 0,79 £ 0,04 0,86 £ 0,13 0,007
Pressao Arterial Sistélica
(mmHg) 105,86 + 8,22 118,76 + 10,82 117,05 + 12,69 0,011
Presséo Arterial
Diastdlica 67,49 + 6,33 77,89 £ 11,05 77,27 £ 5,64 0,003
(mmHg)
Pressao Arterial Média
(mmHg 80,25 + 6,35 95,29 + 11,28 90,52 + 7,23 0,006
Colesterol total (mg/dL) 178,08 + 39,33 190,00 * 37,80 179,30 + 21,89 0,808
HDL colesterol (mg/dL) 63,33 + 14,66 51,70+ 9,12 50,40 + 9,77 0,035
LDL colesterol (mg/dL) 99,10 + 30,80 115,12 + 35,78 111,78 + 23,38 0,052
Triglicerideos (mg/dL)

78,08 + 28,73 115,90 + 42,68 109,90 + 73,20 0,048
Glicose (mg/dL)

88,41 + 8,41 87,10 + 5,30 95,10 + 12,53 0,217
Insulina (mcU/mL)

6,19 + 3,13 10,44 + 4,92 14,13 + 9,81 0,015

HOMA-IR 1,37+ 0,76 2,21 +1,02 3,26 £ 2,29 0,011
Creatinina 0,90+ 0,11 0,98 + 0,18 1,02 + 0,12 0,101

26,33 £ 23,19 22,10 + 7,07 27,40 + 8,82 0,210

Uréia
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5.3. Avaliacdo da expressdo de miR-17-5p, miR-103-3p e miR-375-3p nos

diferentes grupos do estudo

Para a obtencdo do nivel de expressao dos miRNAs foi utilizado o célculo
da expressao relativa de acordo com o método do 2-22Ct (Livak and Schmittgen
2001). O método do 222Ct, ou método comparativo de Ct, trata-se de uma
equacao matemética em que as mudancas na expressao génica sao calculadas
através das diferencas entre as amostras calibradoras (grupo de individuos
eutroficos) e as experimentais (sobrepeso e obeso), normalizadas por uma
referéncia. Vale ressaltar que o valor atribuido a ACt equivale a diferenga entre
o valor da média dos Cts do gene de interesse e a média dos Cts do gene
normalizador. O calculo da férmula AACt envolve a subtracéo entre o valor de
ACt para cada amostra experimental e o valor de ACt para as amostras
calibradoras. Foi estabelecido um ponto de corte de 2 para considerar a variacdo
de expressao destes miRNAs. Deste modo, os miRNAs com fold change
(quantificagédo relativa) com valores acima de 2,0 foram considerados
hiperexpressos e abaixo de 0,5 foram considerados hipoexpressos segundo a

equacdo do 222Ct (Tabela 2).

N&o foi observada variacdo de expressédo de miR-17-5p na maioria
(87,5%) das amostras analisadas. A variacdo de expressao deste miRNA no
restante das amostras (12,5%) foi caracterizada pela hiperexpressdo em apenas
um individuo (SP10) e pela reducado na expressao em trés pacientes (OB3, OB5
e OB7). miR-103-3p apresentou uma tendéncia a hipoexpressao entre o0s
grupos, sendo mais significativa no grupo obeso (50% dos individuos). As
analises de miR-375-3p demonstraram que este miIRNA encontrou-se
diferencialmente expresso em todos os grupos. O aumento de expressao de
miR-375-3p foi observado em seis individuos (EU5, EU12, SP9, SP10, OB4 e
OB7) e a hipoexpresséo foi notada em oito individuos (EU 1, EU13, SP4, SP5 e
SP8, OB3, OB5 e OB6) (Tabela 2).



41

Tabela 2- Expressdo dos miRNAs circulantes no grupo de eutréficos, sobrepeso e

obesos.
PV miR-17-5p miR-103-3p miR-375-3p
FC* FC FC
EUl 0,635 0,417 0,359
EU4 0,780 0,291 0,682
EU5 0,775 0,415 2,314
EU6 1,389 1,474 1,245
EU9 1,034 1,384 1,219
EU10 1,080 1,346 0,995
EU11 0,957 1,065 0,728
EU12 1,918 1,964 2,397
EU13 0,897 1,095 0,473
EU14 0,733 0,852 0,818
EU15 1,573 3,240 1,056
EU16 0,893 1,121 1,538
SP1 0,672 0,456 0,513
SP2 1,241 1,612 1,546
SP3 0,868 0,594 0,510
SP4 0,856 0,832 0,268
SP5 1,397 0,421 0,292
SP6 1,081 1,658 0,780
SP7 1,675 3,261 1,690
SP8 0,608 0,285 0,128
SP9 1,197 1,934 6,342
SP10 3,190 7,989 6,081
OoB1 0,914 0,108 0,850
oB2 0,815 0,495 1,368
OB3 0,401 0,149 0,303
OB4 0,721 0,192 2,281
OB5 0,053 0,009 0,225
OB6 0,015 0,583 0,441
OB7 1,057 1,221 4,447
OoB8 1,203 1,272 1,559
OB9 1,166 1,036 1,223
OB10 0,511 0,597 0,824

* FC — valores de Fold-change obtidos pelo método do 2-22Ct nas andlises entre os grupos
sobrepeso (SP) e obeso (OB) em comparagdo ao grupo de eutréficos (EU). Os valores em
vermelho representam os valores que estéo hiperexpressos; valores na cor azul representam a
hipoexpresséo dos miRNAs em cada amostra.
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5.4. Relacdo da expressao miR-17-5p, miR-103-3p e miR-375-3p e 0s grupos

analisados

As andlises de expressdo dos miRNAs entre os trés grupos estudados
demonstraram que miR-17-5p e miR-375 n&o diferiram significativamente entre
0s grupos analisados (p= 0,10 e p= 0,80 respectivamente) (Figuras 1lae 11c).
Houve uma pequena tendéncia para diferenca de expressao para miR-103-3p
(p=0,06) (Figura 11b).

Figura 11 - Andlise de expressao de miR-17-5p, miR-103-3p e miR-375-3p por gPCR
nos grupos eutrofico, sobrepeso e obeso.(a) Perfis de expressdo de miR-17-5p (a),
miR-103-3p (b), miR-375 (c); Valores de fold- change expressos em escala log10, p <
0,05.
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Entretanto, como pode-se observar no grafico acima, dois pacientes do
grupo obeso apresentaram uma expressao bastante reduzida para miR-17-5p
(OB5 e OB6) (Figura 11a). No intuito de determinar se estas amostras estariam
interferindo nas analises, realizou-se um novo célculo excluindo estes dois
pacientes. Porém, ndo foi constatada nenhuma diferenca de expressao para este
gquando analisamos todos os grupos (p= 0,34) (Figura 12a), nem quando
comparamos separadamente pacientes eutréficos vs obesos (p= 0,39) (Figura

12 b) ou sobrepeso vs obesos (p=0,13) (Figura 12c).
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Figura 12- Analise de expressdo dos miR-17-5p por gPCR sem os outliers. Perfis de
expressao de miR-17-5p entre os grupos eutrofico, sobrepeso e obeso (a), grupo eutréfico
comparado ao grupo obeso (b), grupo sobrepeso comparado ao obeso (c). Valores de fold-
change expressos em escala log10, p < 0,05.
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Nas andlises comparativas considerando somente dois grupos,
encontramos uma reducgao significativa na expressao de miR-17-5p no grupo
obeso comparado ao grupo sobrepeso (p= 0,04) (Figura 13c). Nao foi
encontrada diferenca de expresséo para miR-17-5p nas demais comparacoes

realizadas (Figuras 13a e 13b).

O miR-103-3p se apresentou significativamente diminuido (p= 0,03) no
grupo obeso comparado ao grupo eutrofico (Figura 13e) e uma tendéncia a
hipoexpresséo (p=0,05) foi enconrada quando comparamos o grupo de obesos
com o grupo sobrepeso (Figura 13f). Nao foi encontrada diferenca significativa

para miR-103-3p quando comparamos o grupo eutréfico com o grupo sobrepeso.

Em relacdo a miR-375-3p, ndo houve diferenca de expressao significativa
em nenhuma comparacao realizada entre os grupos: eutrofico vs obeso (p=0,10)
(Figura 13g), eutréfico vs sobrepeso (p=0,59) (Figura 13h) e obeso vs
sobrepeso (p=0,76) (Figura 13i).



Figura 13-

Expressdo dos miRNAs por gPCR em todas as amostras.
expressao de miR-17-5p em eutrdéficos Vs sobrepeso (a), eutroficos Vs obeso (b), sobrepeso
Vs obeso (c). Perfis de expressao miR-103-3p em eutréficos Vs sobrepeso (d), eutréficos Vs
obeso (e), sobrepeso Vs obeso (f). Perfis de expressdo de e miR-375-3p eutroficos Vs
sobrepeso (g), sobrepeso Vs obeso (h), sobrepeso Vs obeso (i). Valores de fold- change
expressos em escala log10, p < 0,05.
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5.5. Correlagéo entre a expressao de miR-17-5p, miR-103-3p e miR-375-
3p com as variaveis demograficas, antropométricas e bioquimicas dos pacientes

analisados.

Nas analises de correlacdo, miR-17-5p e miR-375-3p ndo apresentaram
correlacdo com os dados demograficos, antropométricos e bioquimicos dos
pacientes avaliadas neste estudo. No entanto, foi encontrada uma correlacao
inversa entre miR-103-3p e a circunferéncia de cintura (r= - 0,354, p= 0,040).
Quando correlacionamos a expressao dos miRNAs entre si verificamos que
estas moléculas apresentam uma correlacéo positiva entre miR-103-3p vs miR-
375-3p (r=0,582; p <0,001); miR-103-3p vs miR-17-5p (r= 0,801 ; p < 0,001) e
miR-17-5p vs miR-375-3p (r= 0,576, p= 0,001).
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6 Discusséao

Nas ultimas décadas, a obesidade e as doencas metabdlicas associadas,
como: DM2, HA e sindrome metabdlica, assumiram propor¢des epidémicas em
todo o mundo, gerando impactos econdémicos com altos custos em saulde
publica. Isto ressalta a necessidade da implementacdo de politicas educativas,
demandando uma maior atencdo ndo sé da clinica, como também da ciéncia
bésica (CAl et al., 2013).

Este estudo teve por objetivo avaliacdo de miRNAs circulantes
anteriormente relacionados com obesidade, DM, inflamacdo, SM e
hipercolesterolemia (KAROLINA et al.,, 2012; SAKAGUCHI et al., 2006;
SEYHAN et al., 2016) no soro de pacientes eutroficos e com excesso de peso,
e correlacionar a expressao destas moléculas com dados demograficos, clinicos,
antropometricos e bioquimicos destes pacientes. A populacdo do presente
estudo foi composta por 32 individuos, brancos e do sexo feminino em sua
maioria. A faixa etaria variou de 20 a 43 anos de idade. Estes individuos foram
divididos em trés grupos distintos através do IMC (eutréficos, sobrepeso e

obesos).

O grupo sobrepeso apresentou uma maior média de idade (29,50 + 8,69),
seguido de pacientes obesos e eutréficos. A média de IMC do grupo obeso foi
de 36,05 (+ 5,81). Em adultos, o critério mais utilizado para classificar o estudo
nutricional dos individuos é o IMC, que compreende desde o0 baixo peso aos
graus de obesidade (WHO, 2017), porém como ja mencionado, esta medida néo
reflete a distribuicéo real de gordura corporal, necessitando de outras medidas
antropometricas (SUN et al, 2010). Estudos epidemiolégicos demonstraram a
correlacdo entre excesso de peso e risco para doengas cardiometabdlicas em
adultos (DA COSTA et al., 2012; VANAVANAN et al., 2018).

Dados divulgados pelo Ministério da Saude revelaram que mais da
metade (56,9%) da populacéo brasileira com idade igual ou superior a 18 anos,
esta com excesso de peso. Isto foi constatado através da realizacdo das medidas
antropomeétricas com pesagem e mensuragado de ¢ pelo programa da Pesquisa
Nacional de Saude (Ministério da Saude, 2015), parametros que também foram
utilizados em nossa pesquisa. Estudos longitudinais em relacdo as variagdes do

IMC indicaram que o maior ganho de peso corporal acontece nas faixas etérias
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mais jovens (CAMAN et al., 2013; PAJUNEN et al., 2012; JACOBSEN et al.,
2015).

Em relacéo aos valores de CC, CQ e RCQ foram encontradas em nosso
estudo diferencas significativas entre os grupos analisados com maiores valores
sendo registrados no grupo obeso, seguido respectivamente do grupo sobrepeso
e eutrofico. A maioria dos individuos deste estudo (62,5% da amostra) estava
fora do ponto de corte para CC e RCQ que indicam risco de doenca
cardiometabdlica e vascular. Dentre os individuos dos grupos eutroéfico, obeso e
sobrepeso (25% da amostra), apresentaram valores de CC acima do ponto de
corte, enquanto que para RCQ (21,8% da amostra), também elevados. Essas
medidas sdo consideradas bons preditivos para risco de DCV, que de acordo
com o estabelecido pela WHO, para a populacéo brasileira, o ponto de corte é
uma medida igual ou superior a 94 cm para homens e 80 cm para mulheres
(WHO, 2008). Uma correlacéo positiva entre CC e IMC ja foi descrita, além dos
dados também terem evidenciado que a CC é um fator para DCV, independente
do estado nutricional (MENKE et al., 2007; ZHU et al., 2002).

A CC ganhou destaque por ser considerado um bom marcador de
obesidade visceral, e tem sido muito utilizada ndo sé na pratica clinica como
também em “pesquisas”. A CC, juntamente com CQ e RCQ possuem uma forte
associagcdo com risco cardiometabdlico, pois a obesidade central esta
intimamente associada as disfuncfes do tecido adiposo, além de fazer parte dos
requisitos para o diagnostico de SM (KLEIN et al.,2007; CARR E BRUNZELL,
2004; ASHWELL E GIBSON, 2016).No grupo dos eutroficos, encontramos um
individuo (SP16) com uma medida para CC e RCQ, acima do ponto de corte ja
estabelecido pela WHO (2008), corroborando com estudos prévios que
demonstraram que individuos com IMC que compreende a faixa de peso normal,
podem apresentar um perimetro para CC mais elevado (BOOTH et al., 2000;
ARDEN et al., 2004).

Em relacdo a RCQ , onde o ponto de corte utilizado como preditivo para
risco de doenca cardiometabdlica e também como referéncia para o diagndstico
de Sindrome Metabdlica, estabelecido pela WHO (2008) : maior ou igual que 90
cm e 85 cm em homens e mulheres, respectivamente; em trés pacientes obesos
(30% do grupo obeso), foram encontrados valores que sinalizam que estes

podem ser candidatos em risco potencial para tais desordens metabdlicas. Por
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tratar-se de uma medida que abrange a mensuracdo do quadril, sendo
inversamente relacionada aos niveis alterados de glicemia e perfil lipidico, HA,
DM e DCV, mostrando-se ser um indicador superior para DCV e mortalidade,
quando comparado a outras medidas antropométricas (OKURA et al., 2004;
HEITMANN et al., 2004).

A CC também foi proposta como preditivo de anormalidades do perfil
lipidico. Brenner e colaboradores (2010), verificaram que em uma populacdo
composta por homem interessados em investigar um melhor preditivo para os
niveis séricos de lipidios em uma amostra composta por homens e mulheres de
etnias caucasiana e asiatica, verificaram que a CC seria 0 melhor marcador de
concentracdes lipidicas, quando comparado ao IMC. Em nossa populacédo de
estudo, observamos que 25% da amostra, onde estd inserido um individuo
eutrofico (EUL6), apresentou um maior perimetro abdominal e exibiram niveis
de pelo menos uma das variaveis do perfil lipidico fora dos valores de referéncia
para normalidade estabelecidos pela Sociedade Brasileira de Cardiologia- SBC
(2017), onde: CT <190 mg/dL, HDL-c >40 mg/dL, LDL-c <130 mg/dL e TG <
150 mg/dL.

Em relacdo ao perfil lipidico, em nossa casuistica todos o0os grupos
exibiram niveis elevados para pelo menos uma das variaveis lipidicas. Para o
colesterol total, observamos que o grupo eutréfico apresentou um maior
percentual (41,6%) quando comparado ao demais grupos sobrepeso (20%) e
obeso (20%). Estudos conduzidos no Brasil por Carvalho e colaboradores (2007)
e De Souza e colaboradores (2003) associaram a dislipidemia, entidade clinica
caracterizada pela ocorréncia de pelo menos uma alteracdo do perfil lipidico,
como como 0 aumento nos niveis de TG e LDL-c e redugéo de HDL-c (SBC,

2017), ao sobrepeso e obesidade.

Embora niveis elevados de triglicerideos sejam esperados em obesos e
sobrepeso, 90% dos obesos e 80% dos sobrepesos, estavam dentro dos
parametros de normalidade para TG fixados pela SBC (2017). A associacéo
entre medidas antropométricas e metabolismo de glicose ja& foram bem
discutidos. Em relacdo ao perfil glicémico e de insulinemia, 70% da amostra
estava dentro dos valores de referéncia estabelecidos pela Sociedade Brasileira
de Diabetes (2017), em contrapartida estudos prévios (SAARISTO et al., 2008;
GOMEZ-AMBROSI et al., 2011 e BOMBELLI et al.,2011) correlacionaram tanto
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sobrepeso quanto a obesidade com distirbios do metabolismo de glicose.
Embora os valores de glicose e insulina estivessem dentro da normalidade,
valores para o0 Homeostasis Model Assessment for Insulin Resistance (HOMA-
IR), estavam acima do ponto de corte para a populacdo brasileira (> 2,71), em

todos os grupos: eutrofico (8,3%), sobrepeso (20%), obesos (40%).

O HOMA-IR trata-se de uma das principais ferramentas para a deteccao
de resisténcia a insulina, com base nos niveis de glicemia e insulinemia de jejum.
A RI desempenha um papel essencial para o desenvolvimento de fatores de risco
para doencas cardiometabdlicas (XIA et al., 2012). O papel da obesidade, seja
esta mensurada pelo IMC ou percentual de gordura corporal, foi fortemente
correlacionada a RI, como descrito recentemente por Lim e colaboradores
(2015), corroborando com estudos prévios de Gomez-Ambrosi e colaboradores
(2011), que também sugeriram que a gordura corporal exerce uma funcao crucial
no desenvolvimento de RI. Além de DM2, e dislipidemia, a Rl também foi
associada a hipertensao arterial (LAMOUNIER-ZEPTER et al., 2006; REAVEN,
2003).

Nas analises dos niveis pressoricos, 93,7% da amostra estava dentro dos
niveis para individuos normotensos de acordo com a SBC (2017). Apenas dois
pacientes, um obeso e um sobrepeso (OB2 e SP2), apresentaram niveis mais
elevados para esta variavel. O sobrepeso e obesidade juntamente com o
aumento de gordura visceral, estdo entre os principais fatores para a ocorréncia
de hipertenséao arterial (Hall et al., 2015). No grupo obeso, observamos que um
paciente, que além de apresentar niveis de mais elevados de PAS e PAD,

também apresentou CC acima da ponte de corte.

Nossos resultados indicam que dois de nossos pacientes (SP7 e OB2),
um obeso e um sobrepeso, respectivamente, preenchem pelo menos trés dos
cinco critérios para Sindrome Metabdlica, onde se inserem fatores de risco
complexos para DCV e DM, niveis de pressao arterial elevados, adiposidade
central, baixos niveis de HDL-C, aumento de TG e disturbios glicémicos
(ALBERTI et al., 2009).

Diante dos nossos achados e de os miRNAs terem sido apontados como
potenciais biomarcadores de identificacdo precoce de diversas condi¢cdes
patoldgicas, incluindo obesidade e desordens metabdlicas associadas (BARTEL

2004; MALOYAN et al., 2013), ha um grande interesse da area biomoédica pelos
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mMiRNAs circulantes, uma vez que o0 acompanhamento destas moléculas
permitiiam avaliar a propensdo e o risco de desenvolvimento de doencas,
avaliacdo da evolucéo da doenca e concomitantemente fornecer a confirmagéo
de diagnosticos pré-clinicos (GOGUET-RUBIO et al., 2017). Convém mencionar
também que a obtencéo destas moléculas no soro se constitui uma abordagem

mais rapida, de menor custo, menos invasiva e com menor risco de morbidade.

Ha muitos desafios em relagdo a analise de miRNAs em amostra de soro
e plasma, devido a dificuldade no que diz respeito ao isolamento de miRNAs
nestes fluidos e a geracdo de volumes substanciais de fase aquosa, além da
necessidade de garantir que as proteinas que estdo em teor elevado sejam
removidas. A presenca da uma elevada concentracdo de enzimas, também se
configura um problema, pois estas podem interferir na sintese de cDNA e a
gPCR (MOLDOVAN et al., 2014; Costa et al., 2014). Diversos protocolos foram
revisados e propostos, porém como ja mencionado ndo ha um protocolo bem

estabelecido na literatura.

Ha diversas considera¢cBes a serem feitas no protocolo de extracdo de
mMiRNAs circulantes, incluindo a coleta e preparacdo adequada do sangue
periférico, além das variaveis pré-analiticas e analiticas para a extracdo destas
moléculas, como por exemplo: tipo de fluido, nUmero de centrifugacées, método
de extracdo de RNA (KROH et al., 2010). Na etapa de padronizagéo de protocolo
no primeiro momento, nossos resultados haviam apontado para o plasma como
material adequado para as nossas analises, em virtude das amplificacbes em
Cts mais precoces dos possiveis controles enddgenos. Entretanto, devido a
possibilidade de contaminacdo por plaquetas que ja reportada no plasma, em
gue houve uma liberagcdo de miRNAs circulantes por plaquetas, podendo néo
corresponder a assinatura da doenca, tdo pouco o estado real da doenca
(MITCHELL et al., 2016) resolvemos abandoné-lo. Foi realizada uma analise do
plasma coletado apds duas centrifugacdes do sangue em Camara de Neubauer,
em que verificamos a existéncia de uma populacéo representativa de particulas
sugestivas de plaquetas. Diante disso, optamos pelo soro como material
biolégico para a realizacdo das analises de miRNAs circulantes, vislumbrando
evitar as interferéncias mencionadas acima, baseando-nos nos protocolos de

Burgos e Van Keuren-Jensen (2014) e Farina e colaboradores (2013).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goguet-Rubio%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28638270
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Durante a definicdo de um melhor protocolo para analise de miRNAs
circulantes buscamos estabelecer um melhor normalizador/controle endégeno
para andlises de expressdo relativa por gPCR. Um dos objetivos da
normalizagdo é a reducdo da variabilidade biol6gica em relagdo a elementos
experimentais, além de padronizar e diminuir vieses na analise destas
moléculas. Usualmente para miRNAs intracelulares, ou seja, em que os alvos
sdo tecidos/células, utilizam-se como normalizadores, pequenos RNAs
nucleolares como: RNU44, RNU46 e RNU48 (WANG et al., 2012; POEL et al.,
2018). Contudo, para miRNAs circulantes ndo existem normalizadores
estabelecidos e devido a variabilidade genética, também podem ocorrer
variacdes dos niveis de expressao do controle endégeno em relacdo a doenca
a ser investigada (PRITCHARD et al., 2012).

Com base em alguns estudos, utilizamos como candidatos a controles
endogenos Let-7i, Let-7 d e miR-16 (XIANG et al., 2014; ZHANG et al., 2016; QI
et al., 2012). Inicialmente, os endogenos miR-16 e Let-7i foram os
normalizadores escolhidos. Porém no decorrer das nossas analises, verificamos
qgue o Let-7i apresentou grande variabilidade entre as amostras, ao contrario do
miR-16, que mostrou uma expressao constante, corroborando com os estudos
de Resnick et al. (2009) e Huang et al. (2010) e com os estudos que sugerem
que este miRNA é um controle enddégeno adequado quando se trata de
normalizacdo de miRNAs circulantes ( WANG e ZHANG, 2012; LIU et al., 2013;
LI et al, 2013).

Na analise dos niveis de expressdo do miR-17-5p nao foram
observadas diferencas de expressao significativas entre os trés grupos. Em
20% do grupo obeso, este miRNA apresentou niveis mais reduzidos,
corroborando com os achados de Hsieh e colaboradores (2015), que reportaram
uma hipoexpressao do cluster ao qual este miRNA pertence, no soro de animais
com obesidade induzida por dieta. Além disto, quando fazemos comparacdes
entre grupos, observamos que no grupo obeso este miRNA encontrava-se
significativamente reduzido quando comparado aos individuos com sobrepeso
(p= 0,04), podendo sugerir que o grau de adiposidade esteja relacionado a
reducdo dos niveis deste miRNA circulante; em células, Li e colaboradores
(2013) evidenciaram que os niveis de expressdo deste miRNA encontram-se

elevados durante a diferenciacéo adipogénica.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22859996
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Como mencionado anteriormente, encontramos um paciente do grupo
sobrepeso com niveis muito elevados para este miRNA, na interpretacdo das
varidveis antropométricas, pressoricas e bioquimicas, ndo foram encontrados
valores fora da referéncia estabelecida. Além disso, dois pacientes
apresentaram niveis pressoricos mais elevados, que poderiam sugerir
hipertensdo arterial primaria. Embora este miRNA tenha sido associado a
disfuncéo endotelial (BONAUER et al., 2009; FICHTLSCHERER et al., 2010), no
soro destes pacientes ndo observamos diferencas de expressao deste.

Em relacdo a miR-375-3p embora ndo tenha apresentando diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos ou na comparacdo entre dois
grupos isoladamente, ele estava alterado em alguns pacientes da populacao
analisada. miR-375-3p est& relacionado com a proliferacdo das células (-
pancreaticas, sendo altamente expresso pelo pancreas, com atuacdo direta
sobre a miotrofina (Mtpn), responsavel por realizar a mediacdo da secrecao de
glucagon e insulina nestas células (POY et al., 2009). Ndo foram observadas
alteracdes nos perfis glicémicos dos pacientes que que apresentaram niveis
mais reduzidos para este miRNA. Entretanto, apesar de ndo termos encontrado
uma associac¢do ou correlacdo para este miRNA com as variaveis analisadas
neste estudo, verificamos que aqueles individuos que apresentaram niveis de
expressao além do ponto de corte estabelecido, 0o HOMA-IR estava muito acima

do valor de referéncia, sugerindo a existéncia de resisténcia a insulina.

Seyhan e colaboradores (2016), avaliaram os niveis de miRNAs no
plasma de individuos com pré-diabetes, DM1 e DM2, demonstrando o aumento
na expressao de miR-375 em individuos com DM1. Ainda que a amostra nao
seja ampla, nossos resultados corroboram com os achados de Higuchi e
colaboradores (2015) que em estudo clinico transversal analisaram os perfis de
expressdo do deste miRNA no soro de portadores de DM2 e individuos com
tolerancia normal a glicose, e verificaram que os niveis do miR-375 estavam

expressamente aumentados nos pacientes com DM2.

Os altos niveis de miR-375-3p estdo implicados na reducdo do
mecanismo de proliferacdo e transcricdo do gene da insulina, resultando em
alteracdes na secrecao deste horménio (LI et al., 2014; EL OUAAMARI et al.,
2008; XIA et al., 2010). Em relacdo ao IMC, os grupos que apresentaram perfis
de expressao reduzidos para este miRNA foram os grupos sobrepeso e obeso,
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isto pode inferir uma relacdo com a diferenciacao adipogéncia, pois este miRNa
esta associado ao aumento de fatores de transcricdo dos adipdcitos (LING et al.,
2011).

miR-103-3p demonstrou uma tendéncia a diferenca de expressdo na
analise comparativa entre os grupos analisados (p= 0,06). No entanto, este
MiRNA apresentou-se reduzido significativamente no grupo obeso quando
comparado ao grupo eutréfico (p=0,03), e uma tendéncia a diferenca de
expressdo no obeso comparado ao grupo sobrepeso (p=0,05). Xie e
colaboradores (2009) descreveram que em obesos os perfis de expressao deste
MiRNA estavam mais reduzidos. Carreras-Badosa e colaboradores (2015)
reportaram a hipoexpressdo de miR-103 no plasma de gestantes com
obesidade.

A existéncia de uma correlacéo positiva entre e miR-103, HOMA-IR e TG
em pacientes portadores de DHGNA, foi relatada por Xu e colaboradores (2015),
em nossa amostra verificamos que nos individuos ( EU1, EU4, EU5,SP1, SP5,
SP8, OB1, OB2, OB3, OB4 e OB5) que representa 34,3 % da amostra total, miR-
103-3p exibiu perfis de expressdo mais reduzidos. Em alguns destes individuos
gue miR-103-3p estava hipoexpresso, observamos valores muito elevados de
HOMA-IR. No entanto, o resultado de nossas analises estatisticas ndo revelou a
existéncia de uma correlacdo ou associacado deste miRNA com HOMA-IR. Uma
hiperexpressao de miR-103-3p também foi encontrada em dois individuos (EU15
e SP10), porém ndo encontramos anormalidades nas andlises bioquimicas

destes que pudessem ser relacionadas ao aumento da expressao deste miRNA.

Além disso, nossos resultados apontam para a existéncia de uma
correlacdo negativa entre miR-103-3p e a CC (r=0,354, p= 0,04), indicando que
provavelmente, este miRNA que pode se tornar um candidato a biomarcador
para doencas cardiometabdlicas e cardiovasculares relacionadas a obesidade.
Como ja mencionado, CC €& um marcador antropomeétrico proposto como
preditivo tanto alteragdes no perfil lipidico quanto do metabolismo de glicose
(BRENNER et al., 2010; LI et al., 2014), até o0 momento ndo esta descrito na

literatura a correlacdo entre miR-103-3p e CC.

Em nossas amostras verificamos ainda uma tendéncia a hipoexpressao
a medida que o IMC aumenta. A correlacdo positiva e uma associacao

independente entre IMC, niveis plasméticos de glicose e miR-103, foi encontrada
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em um estudo transversal com 244 participantes gémeos monozigoticos (BORK-
JENSEN et al., 2014). Os autores sugeriram que, ainda que nao fosse possivel
determinar uma causalidade, que o miR-103 possivelmente teria participagdo em
disturbios do metabolismo e no desenvolvimento de DM2 na espécie humana.
Esta hipétese do envolvimento do miR-103 em disturbios do metabolismo pode
ser apoiada por estudos prévios que descrevem a influéncia do cluster miR-
103/107 em patologias associadas a obesidade e na regulacdo dos genes
associados ao metabolismo de lipideos e homeostase de glicose (KAROLINA et
al., 2012; TRAJKOVSKI et al., 2011; ELLIS et al., 2013) .

Como ja mencionado, os miRNAs possuem um alto potencial regulatorio,
por estarem relacionados diversas vias de sinalizagao. Contudo, 0s mecanismos
epigenéticos implicados as vias de sinalizacéo relacionadas ao metabolismo de
lipidios, homeostase de glicose e fatores associados ao risco cardiometabdlico,
necessitam ser melhor investigados. Em suma, embora o tamanho amostral ndo
seja amplo, nossos achados reforcam a necessidade de identificacdo de
biomarcadores precoces para as complicacdes decorrentes da obesidade ainda
na fase pré-clinica, pois a maioria dos participantes deste estudo eram
assintomaticos. Ressaltamos ainda a necessidade de uma comparacao de
mMiRNAs circulantes com outros métodos antropométricos que analisem além do
percentual de gordura, a composi¢cao corporal para uma melhor compreensao
dos mecanismos que levam individuos que seriam considerados saudaveis,
exibirem perfis bioquimicos alterados, enquanto que obesos e sobrepesos,

apresentarem parametros de individuos metabolicamente saudaveis.
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7 CONCLUSAO

Este estudo nos permitiu concluir que:

v

Soro com duas centrifugacdes foi 0 material biolégico mais adequado
para as andlises de miRNAs circulantes;

Corroborando com os dados da literatura o miR-16 foi o controle
enddégeno mais adequado para avaliagdo dos miRNAs circulantes no
SOro;

Cerca de 30% da populacao geral apresentou perfil de dislipidemia,
onde a maioria era composta por eutréficos;

Cerca de 94% da populacédo ainda ndo preenchiam os critérios para
Sindrome Metabdlica, sendo que somente 1% da populacdo acima do
peso apresentou SM, podendo ser um indicativo de um estado mais
cronico de adiposopatia;

Cerca de 20% dos individuos apresentaram HOMA-IR elevado,
indicando um comprometimento maior do metabolismo de glicose,
sendo que os obesos apresentaram o maior percentual de RI (40%);
Uma hipoexpressao diferencial de miR-103-3p foi detectada nos
individuos obesos e uma correlacdo negativa com CC, que pode ser
um indicativo de um estado mais crénico e acentuado de inflamacao,
uma vez que ele apresenta um perfil anti-inflamatorio e cardioprotetor;
Nao observamos diferenca nos niveis séricos de miR-375-3p na
populacdo analisada, pois 75% da populacdo ndo apresentava um
guadro de RI, sendo que este miRNA é considerado um biomarcador
para DM2 e disfuncéo pancreatica,

Observamos diferencas de expressao de miR-17-5p quando
comparamos sobrepesos e obesos, podendo sugerir que o grau de
adiposidade possa estar relacionado a reducdo dos niveis de

expressao deste miRNA.
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ANEXO | - Dados demogréficos, clinicos e bioquimicos da populacdo do estudo.

Tabela | — Dados demograficos e antropométricos da populacdo do estudo.

Amostra

EU1
EU4
EU5
EU6
EU9
EU10
EU11
EU12
EU13
EU14
EU15
EU16
SP1
SP2
SP3
SP4
SP5
SP6
SP7
SP8
SP9
SP10
OB1
OB2
OB3
oB4
0B5
OB6
OB7
OB8
OB9
OB10

Legenda:

Idade

19
19
23
28
25
32
21
21
22
27
22
36
43
36
22
23
22
24
22
44
28
31
26
33
24
26
28
25
37
31
21

30
IMC,

Género

Feminino
Feminino
Feminino
Feminino
Feminino
Feminino
Feminino
Feminino
Feminino
Feminino
Feminino
Masculino
Feminino
Masculino
Feminino
Masculino
Feminino
Feminino
Feminino
Feminino
Masculino
Feminino
Masculino
Masculino
Masculino
Feminino
Masculino
Feminino
Masculino
Feminino
Feminino

Feminino
indice de

Raca
Parda
Branca
Parda
Branca
Branca
Parda
Branca
Branca
Parda
Branca
Parda
Branca
Parda
Branca
Amarela
Branca
Amarela
Parda
Branca
Parda
Parda
Branca
Amarela
Branca
Negra
Branca
Negra
Parda
Branca
Branca
Branca
Parda

Altura

1,60
1,56
1,56
1,51
1,62
1,51
1,66
1,55
1,65
1,58
1,47
1,73
1,60
1,76
1,53
1,77
1,61
1,67
1,57
1,73
1,79
1,68
1,73
1,63
1,67
1,67
1,72
1,62
1,86
1,68
1,60
1,57

Peso

61,100
54,800
48,300
55,600
60,300
55,000
63,100
48,300
55,100
58,600
50,500
73,200
67,6
81,700
60,800
82,800
66,000
70,900
72,300
74,800
96,000
74,500
101,00
86,400
87,000
95,600
102,600
90,700
176,000
94,900
105,100
84,500

IMC

23,87
22,52
19,85
24,35
22,83
24,12
22,76
20,10
20,24
23,47
23,37
23,36
26,41
26,37
25,97
26,43
25,30
25,42
29,14
25,00
29,96
26,39
33,75
32,52
31,19
34,26
34,68
34,34
50,90
33,62
41,05
34,3

CC

83,0
71,1
69,0
76,5
71,5
66,0
70,5
63,0
65,0
69,0
60,0
91,5
82,5
90,0
82,0
85,5
78,5
77
84
82
98
78
107,0
99,5
95,0
99,0
104,5
85,0
158,0
90
97
100

massa corporal; CC, circunferéncia de
circunferéncia de quadril; RCQ, relacéo cintura-quadril.

CQ RCQ
101,0 0,82
105,5 0,67
93,0 0,47
98,5 0,77
97,0 0,74
104,5 0,63
97,5 0,72
93,0 0,68
97,0 0,67
940 0,73
96,0 0,62
100 0,91
104,5 0,78
103,5 0,86
96,0 0,85
106,0 0,81
102,5 0,76
104,0 0,74
109,0 0,77
104 0,79
113 0,86
107 0,73
104 1,02
1155 0,90
108 0,88
113,5 0,87
114,0 0,92
125,0 0,68
148 1,07
129 0,69
131 0,74
120 0,83

cintura; CQ



Tabela Il - Perfil bioquimico da populacéo do estudo.

Amostra TG CT HDL LDL Uréia Creatinina Insulina Glicose HOMA-IR

EU1 62 202 65 124,6 98 0,86 12,59 98 3,04
EU4 114 203 67 113,2 12 0,91 8,01 84 1,71
EUS 65 153 69 71,0 33 0,83 5,72 88 0,77
EU6 66 135 58 63,8 20 0,83 3,31 95 1,24
EU9 60 208 83 113,0 23 1,14 8,52 109 2,29
EU10 60 258 91 155,0 19 1,07 3,38 88 0,73
EU11 91 216 66 131,9 19 0,98 9,08 85 1,90
EU12 62 134 60 61,6 18 0,87 3,76 84 0,77
EU13 70 164 53 97,0 17 0,80 3,34 83 0,68
EU14 71 146 51 80,8 22 0,75 3,45 84 0,71
EU15 62 140 63 64,2 13 0,89 9,04 78 1,73
EU16 154 178 34 113,2 22 0,95 4,19 85 0,87
SP1 149 184 58 96,2 20 0,91 5,85 87 1,25
SP2 83 161 43 101,4 28 1,05 5,16 87 1,10
SP3 129 143 43 74,2 21 0,80 19,86 76 3,72
SP4 79 192 59 117,2 24 1,32 6,45 88 1,39
SP5 60 170 57 101 16 0,91 11,09 84 2,29
SP6 79 175 64 95,2 38 0.86 7,45 88 1,60
SP7 163 181 38 110,4 15 1,13 16,25 97 3,84
SP8 190 244 49 157 23 0,95 7,94 88 1,70
SP9 129 268 45 197,2 22 1,17 14,35 91 3,18
SP10 98 182 61 101,4 14 0,72 10,0 85 2,07
OB1 68 174 50 157,4 39 1,24 4,89 115 1,38
OB2 311 212 41 110,4 24 1,11 10,54 95 2,47
OB3 106 167 39 106,8 18 1,05 14,89 83 3,04
OB4 121 182 40 117,8 16 1,01 38,05 85 7,96
OB5 91 202 69 114,8 24 1,10 11,58 85 2,42
OB6 62 185 53 119,6 18 0,96 8,37 88 1,81
OB7 93 174 43 112,4 35 1,13 22,33 119 6,49
OB8 93 196 54 123,4 34 0,85 8,82 94 2,02
OB9 61 134 55 66,8 39 0,95 6,45 89 1,40
OB10 93 167 60 88,4 27 0,88 15,38 98 3,68

Legenda: TG, triglicerideos; CT, colesterol total.



Tabela Il — Perfil pressérico da populagéao do estudo.

Amostra PAS PAD PAM
EU1 107,3 61,3 76,6
EU4 100,7 66,0 77,6
EU5 96,7 60,0 72,2
EU6 96,7 60,0 72,2
EU9 107,0 74,3 85,2
EU10 115,7 80,0 91,9
EU11 107,7 68,3 81,2
EU12 102,6 72,0 82,2
EU13 96,7 63,0 74,2
EU14 105,7 63,0 77,2
EU15 109,3 71,0 83,8
EU16 124,3 71,0 88,7
SP1 111,0 77,0 88,3
SP2 140,7 101,7 114,7
SP3 109,3 65,0 79,7
SP4 123,7 80,7 95,0
SP5 103,7 61,3 113,5
SP5 111,0 73,0 85,6
SP7 122,6 82,6 95,9
SP8 128,6 83,3 98,4
SP9 118,0 75,3 89,5
SP10 119,0 79,0 92,3
OB1 120,7 73,3 89,1
OoB2 138,7 91,3 107,1
OB3 113,3 76,0 88,4
OoB4 118,7 72,3 87,8
OB5 136,0 81,0 99,3
OB6 103,0 78,3 86,5
OB7 117,3 78,0 91,1
OB8 99,6 75,6 83,6
OB9 115,6 73,3 87,4
OB10 107,6 73,6 84,9

Legenda: PAS, pressao arterial sistélica; PAD, pressao arterial diastolica; PAM, pressao
arterial média.



ANEXO II- Anéalise da expressdo dos miRNAs circulantes por gPCR.

Figura |- Expressdo dos miRNAs por gPCR em todas as amostras.

Perfis de

expressao de miR-17-5p vs CC nos géneros feminino e masculino (a). Perfis de
expressao miR-103-3p vs vs CC nos géneros feminino e masculino (b) miR-375-3p vs
vs CC nos géneros feminino e masculino., Valores de fold- change expressos em escala
log10, p < 0,05.
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Figura Il- Express&o dos miRNAs por gPCR em todas as amostras. Perfis de expressédo de miR-
17-5p vs colesterol total dentro dos limites de normalidade x acima dos limites de
normalidade (a), Perfis de expressédo miR-103-3p vs colesterol total dentro dos limites
de normalidade x acima dos limites de normalidade (b) miR-375-3p vs colesterol total
dentro dos limites de normalidade x acima dos limites de normalidade, Valores de fold-
change expressos em escala log10, p < 0,05.
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Figura Ill- Expressdo dos miRNAs por gPCR em todas as amostras. Perfis de
expressdo de miR-17-5p vs HDL dentro da normalidade e acima do limite de
normalidade (a). Perfis de expressdao miR-103-3p Vs HDL dentro da normalidade e
acima do limite de normalidade obeso (b). Perfis de expressao de e miR-375-3p Vs HDL
dentro da normalidade e acima do limite de normalidade. Valores de fold- change
expressos em escala log10, p < 0,05
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Figura IV- Expressdo dos miRNAs por gPCR em todas as amostras. Perfis de
expressao de miR-17-5p vs HOMA-IR normal e acima do valor de referéncia (a), Perfis
de expressdo miR-103-3p vs HOMA-IR normal e acima do valor de referéncia (b), Perfis
de expressao de e miR-375-3p vs HOMA-IR normal e acima do valor de referéncia. (c).
Valores de fold- change expressos em escala log10, p < 0,05
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Figura V- Expressdo dos miRNAs por gPCR em todas as amostras. Perfis de
expressdo de miR-103-3p vs triglicerideos dentro da normalidade e acima da
normalidade (a). Perfis de expressdo miR-103-3p vs glicose dentro da normalidade e
acima da normalidade (b), Perfis de expressdo miR-103-3p vs individuos saudaveis e
ndo sauaveis (c). Valores de fold- change expressos em escala log10, p < 0,05
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ANEXO IlIl - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

UNIVERSIDADE

Comité de Etica em Pesquisa ‘Jj UNIGRANRIO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(De acordo com as normas da Resolucao n° 466, do Conselho Nacional de
Saude de 12/12/2012)

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa:

“‘Os microRNAs representam um novo paradigma na identificacéo
precoce de complicacdes cardiometabdlicas associadas ao excesso de
peso?”

Vocé foi selecionado por ordem de chegada e sua participacdo ndo €
obrigatoria. A qualquer momento vocé pode desistir de participar e retirar seu
consentimento. Sua recusa nao trara nenhum prejuizo em sua relacdo com o
pesquisador ou com a instituicdo (Unigranrio). Os objetivos deste estudo sdo
estudar as associacfes entre as medidas antropométricas, sua massa corporal
(peso), pressdo sanguinea arterial e a identificacdo do perfil microRNAs
presentes no soro.

Sua participagcdo nesta pesquisa consistirA em responder a um
questionario sobre dados pessoais e de saude geral, fornecer amostras de
sangue, ser pesado e medido (altura e circunferéncia da cintura e do quadril). Os
riscos relacionados com sua participagdo sdo minimos. Os beneficios
relacionados com a sua participagdo um melhor conhecimento da sua saude
geral.

As informacdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e
asseguramos o sigilo sobre sua participagao. Os dados nao serao divulgados de
forma a possibilitar sua identificagdo. Os resultados de seus exames ser&o
confidencias, ou seja, somente o0 pesquisador tera acesso a suas informacoes e
serdo utilizados somente para o objetivo do presente estudo.

Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficara com
o(a) senhor (a), podendo tirar suas duavidas sobre o0 projeto e sua participagéao,

agora ou a qualquer momento com o0s pesquisadores responsaveis com



professora Virginia Genelhu ou Claudia Maria Pereira no telefone 26727776 ou

e-mail claudemarie br@unigranrio.edu.br ou com Paulo André da Silva no

telefone 26727776 ou e-mail paulo.silva@unigranrio.edu.br ou Karine Coimbra

de Oliveira no e-mail karine.coimbra@ymail.com

Pesquisador Responsavel

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participacao na
pesquisa e concordo em participar.

O pesquisador me informou que o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos da UNIGRANRIO, localizada na Rua Prof. José
de Souza Herdy, 1160 — CEP 25071-202 TELEFONE (21).2672-7733 —
ENDERECO ELETRONICO: cep@unigranrio.com.br

Duque de Caxias, de de 20

Sujeito da pesquisa


mailto:claudemarie_br@unigranrio.edu.br
mailto:paulo.silva@unigranrio.edu.br
mailto:karine.coimbra@ymail.com
mailto:cep@unigranrio.com.br

ANEXO IV - FICHA DE ANAMNESE (DADOS CLINICOS E
SOCIODEMOGRAFICOS)

I VER I D AD E Progr‘amad_e_P()s-Gradu?géoem
@ UNIGRANRIO et

@ unicranrio . PPUEZO

INMETRO

PROJETO DE PESQUISA - FICHA DE ANAMNESE

Nome: Data de Nascimento: /|
Endereco:
Telefone: Estado civil: Profissao:

Questionario sociodemografico
Suacorouracaé:()1-Branca ( )2-Preta( )3-Amarela( )4 -Parda( )5 - Indigena

Sua renda familiar é: () 1. Menor de 1 salario minimo () 2. de 1 salario minimo () 3. de 1 a 2 salarios
minimos () 4. de 2 a 3 salarios minimos () 5. mais de 3 salarios minimos

Nivel de escolaridade: Sabe ler e escrever? ( ) Sim () Néo
Qual é o curso mais elevado que cursou, no qual concluiu pelo menos uma série?
Questionario Médico

1. Nome do seu médico: Telefone:

2. Data do ultimo exame médico:

3- Vocé ja foi hospitalizado? ( )sim ( )ndo ( ) ndo sei

4- Em caso de resposta positiva, qual o motivo?

5- Vocé esté sob cuidados médicos? ( )sim ( )ndo ( ) néo sei

6- Em caso de resposta positiva, qual o motivo?

7- Vocé tem ou ja teve alguma das seguintes condigdes:

8- Doencas congénitas do coracdo? ( )sim ( )ndo ( ) né&o sei

9- Doencas cardiacas (ex.: infarto, angina, derrame, pressao alta, pressao baixa?).

( )sim ( )ndo ( )n&osei

10- Respiracéao dificil quando deitado ou sem fazer esforco? ( )sim ( )ndo ( ) n&o sei
11- Inchaco nos pés ou tornozelos? ( )sim ( )ndo ( ) né&o sei

12- Dor, pressdo ou mal estar no peito? ( )sim ( )nao ( )n&osei

13-Febre reumatica? ( )sim ( )ndo ( )nao sei



14-Endocardite bacteriana? ( )sim ( )ndo ( ) nao sei

15-Sopro no coracdo? ( )sim ( )ndo ( ) ndo sei

16- Desmaios, convulsdes ou epilepsia? ( )sim ( )ndo ( ) néo sei

17- Dor de cabeca ( 2 ou mais vezes por semana)? ( )sim ( )ndo ( )n&o sei
18- Tratamento nervoso? ( )sim ( )ndo ( ) nao sei

19- Problemas pulmonares? ( ex.: tuberculose , asma, enfisema, bronquite ?
( )sim ( )ndo ( )n&o sei

20- Hepatite, doencas hepaticas, ictericia? (  )sim ( )ndo ( )nao sei
21-Doencas sexualmente transmissiveis (ex.: sifilis, gonorreia, AIDS)?

( )sim ( )ndo ( )nao sei

22-Artrite ou dores articulares ? ( )sim ( ) ndo ( ) né&o sei

23- Diabetes ? ( )sim ( )n&o ( ) ndéo sei

24- Demora na cicatrizagdo dos ferimentos? ( )sim ( )ndo ( ) n&o sei
25- Vocé urina mais de seisvezes pordia? ( )sim ( )ndo ( ) nao sei
26- Vocé sente sede a maior parte do tempo? ( )sim ( )ndo ( ) ndo sei

27- Problemas sanguineos (ex.: anemia, fragilidade capilar, coagulagédo, sangramento, hemoptise,
melena, hematémese, hematdria, epistaxes)? ( )sim ( )ndo ( )nao sei

28- Ulceras ou outros problemas estomacais? ( )sim ( ) ndo ( ) n&o sei

29- Reacdo alérgica a: anestésicos, antibiéticos (ex.: penicilina, tetraciclina), sulfa, analgésicos, anti-
inflamatoérios, tranquilizantes, outros (ex.: alimentos, iodo, poeira)? ( )sim ( )ndo ( )nao sei

30- Vocé ja sofreu transfusdo sanguinea? ( )sim ( )ndo ( )nao sei

31- Vocé estd tomando algum medicamento (listar nas observacdes)? ( )sim ( )ndo ( ) nao sei
32- Vocé teve um aumento ou diminui¢do acentuada do peso? ( )sim ( )ndo ( )nao sei

33- Vocé teve uma variagao recente no apetite? ( )sim ( )n&o ( ) néo sei

34- Vocé sofreu tratamento com raios x, radio ou cobalto? ( )sim ( )ndo ( ) nao sei

Somente para mulher

35- Vocé ja passou pela menopausa? ( )sim ( )ndo ( ) ndéo sei

36- Vocé esta tomando algum horménio? ( )sim ( )ndo ( ) né&o sei



Observacoes :

Assinatura Data

Exame Fisico

Pressao Arterial

12 medida : PAS PAD
22 medida : PAS PAD
32 medida : PAS PAD
Peso:

Altura:

IMC:

( ) Eutréfico ( ) Sobrepeso ( ) Obeso | ( )Obeso Il ( ) Obeso Il

Circunferéncia de Cintura:

Circunferencia de Quadril:

Relacéo Cintura — Quadril :




ANEXO V- COMITE DE ETICA E PESQUISA UNIGRANRIO/ CEP
UNIGRANRIO

UNIVERSIDADE DO GRANDE
RIO PROFESSOR JOSE DE
SOUZA HERDY - UNIGRANRIO + =

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOCS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CHESIDADE , UMA ABDRDAGEM TRANSLACIONAL. Os mircRNAS repressntam
um nowa paradigma na dentificacdo precoce de complicagies cardicmetabdicas
sssoiiedas qu eavzssw de peau?

Pesquisador: Vrginia Genelnu de Abrau Faanclschats
Area Yematica:

Verzao: 1

CAAE: §1205316.1.0000,6233

Instituigao Propenente: UNVERSIDARE UNIGRANRIO
Patrocinador Princlpal: Financlamento Pripro

DADCS DO PARECER

NGmero do Parecer: 1.229.083

Apresentacao do Projeto;

Projeio muna bem elaborade, ¢a letura exiramanerts clara, mestrando grande domino scdre o tema
relevante & alual gua vern e tormando urn grave prebiema de saide publica, qua nes JRIMes anos tem
ingide niveis epicémizos. Dave-se anfatizar ainda qua a proposts & bastants inovadors em nosso meio,
pois trata-co da apleacso dos modemas mdlecas da biskgia molecular tande 2omo base um referenclal
Wi sdramaments stualizsdo.

Objetivo da Pesquisa:

O cbjstiva basco daste projeto & astudar 06 PosEive™ mecanismos reguiatdnos exercidos por microRNAS
{mRNAS) ro procssse inflamatdno crdnico o subclinico deservohddos am Individucs classficadas conn
peradores de sobrepess @ abemdade. Alem dissa pretends-sa astudar 83 suas Intaraghes com oulras
biamarcacdores assaciades A dwarsss co-rormidades como 3 Mipadens3s arterial, diaketes melitos tipo,
deangas cardio-vssculares e cdncer. individuos com pesa nermaligrupa centrale {GC), potadores da
sobropeao (SP) e de obesicade {OB). Para tal o astuco serd raskzadd am tés grupcs de Individuas, de

acarda cam o Indics de Massa Corperal (ELifcos, Scbrepeso @ Obesos), com idades na faixs de 28 & 30
ancs ce Mads,

Erdereco: Rua Prof Jomé de Sowa Heddy, 1480

Baimo: 25 de Agceio CEP: 25071202 S
UF. RJ Mulzipio: DUQUE BE CAXIAS -
Towdone:  (29)2802.7758 Fau: @2y Smait  cepdutiranna com be

Pigralice



UNIVERSIDADE DO GRANDE
RIO PROFESSOR JOSE DE ‘GRGram
SOUZA HERDY - UNIGRANRIO
Coehmaniin o4 Py % 399183

Avaliagho dos Riscos e Beneficlos:

Uma vez que ndo sard faka nenhum 1ipo de intesven(Ho terapéutioa nam nutrigional, excato © pequans
descanforia nomal pala extrecio dé uma pequena quarbdade da sangue perfdncs, nio axstem sgun fipe
nsco. Os banaficios £33 de grande imporidnca para o cesanyolvimente d8 pesquiss bisics @ possivel
splicagdo (Mediana persanaiizada)

Comentarios @ Corsideragtes sobre a Pesquisa:

Coma mantionado artes, considern a propasta de Suma importncis, peks sua stuafidads, inovagdo, seu
alcance sccial, & sue contrbuigao para 8 10rmagio de recursos humanas pars 3 pesouisa

Consideragoes sobre os Termos de apresentagho obrigatdria:

Projeto muito bem aprasentado, cocrdenado por pesqusadons de grande experidncia @ de reconhasida
qualificacio cientifica, o que permite tar 3 cerle2a da SUCERED no deservolvimento do masme & 6 alance
Jdas metss propostas,

Recomendagoes:

Nenhuma

Conclustes ou Pendéncias ¢ Lista de nadequacdes:

Sou de parnoar Que @543 PIODOSLA B4 ADIoVEda Sem restipies

Consideragoes Finois a critério do CEP:

Prezado (a) Pesquisador (&),

O Comilds de Etca em Pesquisa da UNIGRANRIO atendando o previsto na Resclugho 46812 do CNSMS
APROVOU o refaride projeto ng rewnia ocorids em 09 de dezembro de 2015, Casa o [a) pesquisacor ()
atere 2 prsquUsa ¢ NOOKESENO QU O ProjeLe retome o Sisterna Plataforma Brasi! para uma futura avisliagso
@ eMI5580 d6 rove parecar. Lembramos que o (a) pasquisador (8) deverd sncaminhar o relaléeio da
pasquisa apos a sua canclusio, COMS UM SOMPECMES0 junto @ esta insttucdo ¢ o Sistema Piataforma
Brasil.

Cordaliments,
CEP/Unigrannc.

Endorogec  Fam Frof José ae Souce Herdy, 1180

Balmo: 26 e Agosky CEP: Munan
UF: RJ Municple:  DUGUE DE CAXIAS %5
Telsform: (31 0472.175) Fac (210672773 Email capirigranic con be

e e m

PRy e



UNIVERSIDADE DO GRANDE
RIO PROFESSOR JOSE DE

SOUZA HERDY - UNIGRANRIO

Continuacao do Parecer: 1.359.083

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacées Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS_DO_P | 23/11/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 631059.pdf 15:38:05
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 23/11/2015 |Virginia Genelhu de | Aceito
Assentimento / 15:33:04 | Abreu Francischetti
Justificativa de
Auséncia
Cronograma Cronograma.pdf 23/11/2015 |Virginia Genelhu de | Aceito

15:26:01 | Abreu Francischetti
Outros CEP_Termo_de_Confidencialidade.pdf 23/11/2015 | Virginia Genelhu de Aceito
15:11:48 | Abreu Francischetti
Orgcamento Orcamento.pdf 23/11/2015 | Virginia Genelhu de Aceito
15:05:19 | Abreu Francischetti
Declaragéo de Declaracao.pdf 23/11/2015 |Virginia Genelhu de | Aceito
Instituicdo e 15:03:47 | Abreu Francischetti :
Infraestrutura
Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 23/11/2015 | Virginia Genelhu de Aceito
Brochura 14:59:12 | Abreu Francischetti
Investigador
Brochura Pesquisa |6039050286853283.pdf 23/11/2015 | Virginia Genelhu de Aceito
14:53:37 | Abreu Francischetti
Folha de Rosto CCF23112015_0001.pdf 23/11/2015 |Virginia Genelhu de Aceito
14:18:15 | Abreu Francischetti

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagcdo da CONEP:

Nao

Enderecgo:
Bairro: 25 de Agosto
UF: RJ

Telefone:

Municipio:
(21)2672-7733

DUQUE DE

XIAS, 09 de Deze

A _¥an

S
\

Assinado por:

Renato Cerqueira Zambrotti

(Coordenador)

Rua Prof. José de Souza Herdy, 1160

CEP: 25071-202
DUQUE DE CAXIAS
Fax: (21)2672-7733

E-mail:

cep@unigranrio.com.br
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UNIVERSIDADE

€ ) UNIGRANRIO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
: Dugue de Caxias, 03 de denembro de 2019

Dao: Comité de Etica em Pesquisa da UNIGRANRIO

Para: Prof. D, Virginia Genelha de Abeeu, Prof. Dr. Emilio Anténio Francischetti e Prof
Dr* Claudiz Maria Pereira (Responsiveis pela Pesquiss)

O Comité de Etica em Pssquisa da UNIGRANRIO, apos avaliagao éfica do
Protocolo de Pesquisa registrado na Plataforma Brasil sob o nimero CAAE
51206315.1,0000.5283, referente & pesquiza ntilukada “OBESIDADE- UMA
ABORDAGEM TRANSLACIONAL OS MIRNAS REPRESENTAM UM NOVO
PARADIGMA NA IDENTIFICAGAO PRECOCE DE COMPLICAGOES
CARDIOMETABOLICAS ASSOCIADAS AQ EXCESSO DE PESO? ", concluiu
pela sua APROVAGAO apos andlises e avalaches dos documentos inseridos na

Plataforma Brasil apresentarem coeréncia de acordo com as diretrizes lepais e

normativas do Sistema CEP/CONEP, destacando-se a Resolugdo CNS n°
466/2012, a Norma Operacional CNS n® 001/2013, a Resoluglo CNS n® 51012016
e outres documentos regulatorios referentes ao controle social das pesquisas
envoivendo seree humanos

O Comité de Frica em Pesquisa da UNIGRANRIO reiters a orientago da CONEP de que o
CEP deverd ser informado sobre qualsquer Incldentes ocomidas no decormer da pesquisa ¢
que, 00 Wrmino da mesma, conforme cronograma apresentado no projelo de pesquiss. sela
encaminhado a0 Comité resumo descritive sobre os resultados obtdos, a fim ser expedido
o centificad de conclusio da pesguisa

e A

Coardenador do CEP-UNIGRANRIO

Danibia de S, Rangel da Silva
Assistente Adm CEP-UNIGRANRIO

CEP/UNIGRANRIO - COMITE DE ETICA EM PESQUISA da UNIGRANRIO
Rua Prof. José de Seaxa Herdy, 1160 - 25 de Aposto — Duque de Caxias - CEP; 25071-202
Tel.: 21 26727715 - Emall: gep@ usigranrio.com.br
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